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Summary

The detection of cytokeratin no.
18 positive cells in bone marrow
correlates with conventional risk
factors or a relapse in many
epithelial tumors. We examined
whether this was also valid for
localized or lymphatically spread
prostate cancer.

In 287 patients bone marrow
aspirates from both sides of the
iliac crest were taken
immediately prior to radical
prostatectomy. The detection of
cells containing cytokeratin no.
18 was interpreted as micro-
metastasis.

In patients with negative lymph
nodes (n = 219) the conventional

/USAMMENFASSUNG

Bei zahlreichen epithelialen
Tumoren korreliert der Nachweis
Cytokeratin (CK) 18-positiver
Zellen im Knochenmark mit
konventionellen Risikofaktoren
bzw. einem Rezidiv. Wir unter-
suchten, ob dies auch fur das
lokoregiondre bzw. lymphogen
metastasierte Prostatakarzinom

gilt.

Bei 287 Patienten wurde unmit-
telbar vor der radikalen Prostat-
ektomie ein Knochenmarkaspirat
aus beiden Beckenkdammen
entnommen. Der Nachweis CK
18-positiver Zellen wurde als
Mikrometastasierung gewertet.

Bei den Lymphknoten-negativen
Patienten (n = 219) korrelierten
die konventionellen Risikofakto-
ren (Grading, T-Stadium, pra-
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risk factors (grading, T-stage,
preoperative PSA) did not
correlate with the preoperative
findings of cells containing
cytokeratin no. 18. There was
also no correlation with
lymphatic metastasis (lymph-
angiosis carcinomatosa, N-stage).

A standardized follow up in
patients with organ confined
carcinoma (pT1-2, pNO, G1-3, n
= 169) showed that after median
32 months (minimal 10, maximal
72 months) patients with positive
preoperative bone marrow
findings did not have a poorer
prognosis, ie, a higher
biochemical relapse rate (PSA > =
0,5 ng/ml) than patients with
negative preoperative findings.

operatives PSA) nicht mit dem
prdoperativen CK-Befund. Eben-
sowenig lief8 sich eine Korrelation
zur lymphogenen Metastasierung
(Lymphangiosis carcinomatosa,
N-Stadium) nachweisen.

Standardisierte Nachuntersuchun-
gen von Patienten mit streng
organbegrenztem Karzinom (pT1-
2 pNO G1-3, n = 169) zeigten,
daf nach median 32 Monaten (10
bis 72 Monate) Mdnner mit
prdoperativ positivem Knochen-
mark keine schlechtere Prognose,
d. h. keine hohere biochemische
Rezidivrate (PSA > = 0,5 ng/ml)
haben als Manner mit praoperativ
negativem KM-Befund.

EINLEITUNG

Disseminierte Mikrometastasen
zum Zeitpunkt der Operation des

D. Weckermann, F. Wawroschek, K. H. Haude, R. Harzmann

WERTIGKEIT VON CYTOKERATIN
18-POSITIVEN ZELLEN IM
KNOCHENMARK BEIM LOKALISIERTEN
PROSTATAKARZINOM

Primartumors stellen derzeit das
grofte Hindernis fiir eine kurative
Therapie dar. Insbesondere bei
den gastrointestinalen Tumoren
und beim Mammakarzinom
besiegelt die friihe Dissemi-
nierung der Tumorzellen oft das
Schicksal der Patienten. Da auch
neuere bildgebende Diagnosever-
fahren im frithen Stadium der
Tumor-Dissemination versagen,
wurden in den letzten Jahren
immunzytochemische und
immunhistochemische Verfahren
eingesetzt, um disseminierte
Tumorzellen in Organen fern vom
Primartumor zu identifizieren.

Da Cytokeratin (CK)-haltige
Zellen normalerweise nicht im
Knochenmark (KM) vorkommen,
wird ihr Nachweis bei klinisch
gesichertem Malignom als
Mikrometastasierung gewertet.
Bei zahlreichen epithelialen
Tumoren wurden préthera-
peutisch epitheliale KM-Zellen
nachgewiesen, wobei — abhangig
vom Primartumor — die Inzidenz
dieser Zellen mit den konventio-
nellen Risikofaktoren korrelierte
bzw. die Mikrometastasierung
selbst ein Prognosefaktor war. Wir
untersuchten, ob dies auch fur
das lokoregiondre bzw. lympho-
gen metastasierte Prostata-
karzinom zutrifft.

PATIENTEN UND METHODIK

Bei 287 Patienten wurden zwi-
schen Oktober 1992 und Dezem-
ber 1997 unmittelbar praoperativ
(radikale Prostatektomie)
Knochenmarkaspirate aus beiden
Beckenkdmmen entnommen. Das
Patientenalter lag median bei 66
Jahren (48 bis 78 Jahre). 239
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Patienten hatten ein Prostata-
karzinom im Stadium pT1-3 pNO
MO G1-3, 48 weitere pelvine
Lymphknotenmetastasen. Pro
Patient wurden durchschnittlich 1
x 10° mononukledre Zellen pro
Knochenmarkaspirat ausgewertet.

Kontrollen erfolgten minimal 10
und maximal 72 Monate postope-
rativ (median 32 Monate). Das
Nachsorgeprogramm umfafSte
neben der rektalen Untersuchung
regelmafige Laborkontrollen inkl.
PSA. Zusitzlich wurden ein
transrektaler Ultraschall und —
abhangig vom PSA — ein Unter-
bauch-CT oder MRT (fakultativ)
und ein Knochen-Szintigramm
(obligat) durchgefiihrt.

Untersucht wurde die Korrelation
zwischen einem prdoperativ CK-
positiven Knochenmark und den
konventionellen Risikofaktoren
Grading, T- und N-Stadium,
Lymphangiosis und praoperatives
PSA. Gepriift wurde dartiber
hinaus, ob CK-positive Patienten
eine schlechtere Prognose, d. h.
eine hohere biochemische
Rezidivrate (PSA > = 0,5 ng/ml)*
haben. Patienten mit PSA-
Persistenz wurden ebenfalls in die
Auswertung miteinbezogen.

Knochenmark-Aspiration und
Immunzytochemie

Die Knochenmark-Aspiration
wurde unmittelbar vor
Operationsbeginn in Narkose so
durchgefiihrt, dafs aus der beid-
seitigen Beckenkammpunktion
jeweils 6 bis 8 ml Knochenmark
resultierten. Pro Seite wurden
durchschnittlich 1 x 10°
mononukledre Zellen ausgewer-

*Der Cut-off wurde bei 0,5 festgelegt, da auch
auswartige PSA-Werte in die Auswertung
miteinbezogen wurden.

tet. Fuir die Immunzytochemie
wurde der monoklonale Antikor-
per gegen Cytokeratin Nr. 18
verwandt (Klon CK 2, Bohringer
Mannheim, Mannheim, Deutsch-
land). Die Farbung erfolgte nach
der APAAP-Technik [1]. Details
der Knochenmark-Aufbereitung
und Farbetechnik finden sich
andernorts [2].

Negativ-Kontrolle der Methode

Als Negativ-Kontrolle diente
zundchst Knochenmark von
Patienten mit histologisch gesi-
cherter (TUR-P) benigner
Prostatahyperplasie (BPH) (n =
21). Das Alter der Patienten lag
zwischen 45 und 84 Jahren
(median 69 Jahre), der PSA-Wert
konstant unter 4 ng/ ml.

Als weitere Negativ-Kontrolle
dienten zehn Patienten mit
Urolithiasis (n = 9) bzw. Harn-
blasenentleerungsstérung (n = 1).
Untersucht wurden vier Frauen
und sechs Manner im Alter von 27
bis 46 Jahren (median 34 Jahre).

Positiv-Kontrolle der Methode

Als Positiv-Kontrolle diente das
Knochenmark von Patienten mit

Abbildung 1a: Knochenmarkbefund
eines Patienten mit metastasiertem
Prostatakarzinom. Es zeigen sich
cytokeratinpositive Zellverbande.

KARZINOM

0ssar metastasiertem Prostata-
karzinom (n = 43) (Abb. 1a).

Statistik

Die Korrelation zwischen
prdoperativem Knochenmark-
befund und Grading, T-Stadium,
Lymphangiosis carcinomatosa
und N-Stadium wurde mit Hilfe
des x?- bzw. des Fisher’s Exact-
Tests ausgewertet. Der Zusam-
menhang zwischen Knochen-
markbefund und praoperativem
PSA wurde mit dem Mann-
Whitney-Test ermittelt. Das
Signifikanz-Niveau lag bei 5 %.

Die Haufigkeit ,biochemischer
Rezidive” bei Mannern mit
prdoperativ positivem und negati-
vem Knochenmarkpunktat (KMP)
wurde Uber die Life-Table-Analy-
se mit Gehan-Test (verallgemei-
nerter Wilcoxon-Test) ermittelt.
Das Signifikanz-Niveau lag bei 5 %.

ERGEBNISSE

Im Gesamtkollektiv (n = 287)
waren 7,3 % der Befunde (n = 21)
nicht auswertbar. Von den aus-
wertbaren Punktaten waren 76,3

Abbildung 1b: Knochenmarkbefund
eines Patienten mit lokoregiondrem
Prostatakarzinom. Es zeigt sich eine
Cytokeratin 18-positive Zelle.

J. UROL. UROGYNAKOL. 4/1999
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% CK 18-negativ und 23,7 %
positiv. Limitiert auf die Lymph-
knoten-negativen Patienten (n =
219) waren 75,8 % der prdopera-
tiven Knochenmarkpunktate CK
18-negativ und 24,2 % positiv.
Die Anzahl der CK 18-positiven
Zellen lag mehrheitlich bei 1 bis
2 Zellen/ 1 bis 2 x 10° Knochen-
markzellen (Abb. 1b). Selten
waren mehr als 2 Zellen oder
Zellverbande nachweisbar.

Lymphknoten-negative Patienten
(n = 219) zeigten keine Korrelati-
on zwischen Grading und pra-
operativem CK-Befund. G1-
Karzinome waren in 32,6 % CK
18-positiv, G2-Karzinome nur in
19,4 % und G3-Karzinome in
25,7 % (Abb. 2).

Auch das T-Stadium korrelierte
nicht mit dem Nachweis CK 18-
positiver Zellen: pT1-Patienten (n
= 14) hatten in 21,4 % CK 18-
positive Zellen, pT2-Patienten (n
= 148) in 26,4 % und pT3-Stadi-
en(n=57)in 19,3 % (Abb. 3).

11,4 % der Lymphknoten-negati-
ven Patienten hatten eine
Lymphangiosis carcinomatosa.
Davon waren nur 20 % CK 18-
positiv. Die Lymphangiosis
carcinomatosa korrelierte dem-
nach nicht mit einem positiven
Knochenmarkbefund.

47 der auswertbaren Patienten
hatten pelvine Lymphknoten-
metastasen. Ein Zusammenhang
zwischen der lymphogenen
Metastasierung und dem Nach-
weis CK 18-positiver Zellen
bestand nicht (Abb. 4).

Auch der praoperative PSA-Wert
zeigte keinen Zusammenhang mit
dem CK-Befund. In beiden
Patientengruppen (positiver und
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negativer Knochenmarkbefund)
waren die PSA-Werte gleich
verteilt.

Um den Bezug zwischen
Mikrometastasierung und PSA-
Persistenz bzw. biochemischem
Rezidiv nach radikaler Prostat-
ektomie (PSA > = 0,5 ng/ml)
erfassen zu konnen, wurden
Patienten mit streng organ-

begrenztem Karzinom (pT1-2
pNO G1-3, n = 169) minimal 10
und maximal 72 Monate kontrol-
liert. Dabei hatten 15 Manner
technisch nicht verwertbare
Befunde. Vom Restkollektiv (n =
154) waren 115 (74,7 %) CK 18-
negativ und 39 (25,3 %) CK 18-
positiv. Die Latenz bis zum
biochemischen Rezidiv betrug in
der KMP-negativen Gruppe
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Abbildung 2: Cytokeratin-positive und Cytokeratin-negative Knochenmark-
punktate (KMP) in Abhangigkeit vom Grading des Primdrtumors.
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Abbildung 3: Cytokeratin-positive und Cytokeratin-negative Knochenmark-
punktate (KMP) in Abhdngigkeit vom T-Stadium.
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median 1.481 Tage (ca. 4 Jahre),
in der KMP-positiven Gruppe
1.106 Tage (ca. 3 Jahre) (Abb. 5).
Diese Differenz war statistisch
nicht signifikant.

In der Kontrollgruppe mit BPH (n
= 21) waren 15 Punktate CK 18-
negativ, 4 Punktate CK-positiv

und 2 Punktate nicht auswertbar.

In den positiven Knochenmark-
punktaten waren bei durch-
schnittlich 1 bis 2 x 10° ausge-
werteten Knochenmarkzellen
dreimal eine und einmal zwei
CK-positive Zellen nachweisbar.

Im Kontroll-Kollektiv mit
Urolithiasis bzw. Harnblasen-
entleerungsstorung (n = 10)

Abbildung 4: Cytokeratin-positive und Cytokeratin-negative Knochenmark-

punktate (KMP) bei Patienten ohne
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und mit Lymphknotenmetastasen.
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Abbildung 5: Life-Table-Analyse fur Patienten mit organbegrenztem Prostata-
karzinom (pT1-2, pNO G1-3) mit prdoperativ positivem und negativem

Knochenmarkpunktat (KMP).
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waren 8 Punktate CK 18-negativ
und eines positiv (eine Zelle/1 x
10° mononukleare Zellen). Ein
Punktat war nicht auswertbar.

55 % aller Patienten mit
Knochenmetastasen (22 von 40
auswertbaren Punktaten) hatten
CK 18-positive Befunde mit
partiell sehr hohen Zellzahlen (1
bis 1000 Zellen/1 bis 2 x 10°
mononukledre Zellen).

DISKUSSION

Eine zum Zeitpunkt der Operati-
on nachweisbare disseminierte
Mikrometastasierung stellt eine
Therapie mit kurativer Zielset-
zung in Frage. Seit 1980 Sloane et
al. [3] der immunzytochemische
Nachweis disseminierter Tumor-
zellen im Knochenmark von
Mammakarzinom-Patientinnen
gelang, haben sich zahlreiche
Studien angeschlossen, die den
Nachweis epithelialer Zellen im
Knochenmark mit konventionel-
len Risikofaktoren und/oder
Follow up-Daten korrelierten und
dabei zu der Aussage kamen, dal’
diese Zellen bei einer Reihe von
Tumortypen prognostische Bedeu-
tung haben [4-8]. Mehrheitlich
zielen diese Studien auf das
Mammakarzinom, dessen
Pravalenz von KM-Mikro-
metastasen bei median 35 %
liegt. Weitere Studien beziehen
sich auf kolorektale Tumoren,
Lungen-, Kopf- und Hals-, Ma-
gen-, Pankreas- und Osophagus-
karzinome. Die mediane
Pravalenz von KM-Mikro-
metastasen liegt hier bei 38,5 %

[9]. Fur das lokoregionare
Prostatakarzinom liegen diesbe-

ztiglich bisher nur relativ kleine

J. UROL. UROGYNAKOL. 4/1999 [ k]
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Patientenzahlen vor. Die
Pravalenz von KM-Mikro-
metastasen streut dabei — abhan-
gig vom verwendeten Antikorper
— zwischen 13 und 54,5 % [10—
14] Uneinheitliche Daten gibt es
auch zur Korrelation zwischen
etablierten Risikofaktoren und
Knochenmarkbefall. Pantel et al.
[14] wiesen bei 24 von 44 aus-
wertbaren Patienten zwischen 1
und 38 CK-positiven Zellen pro 2
x 10° Knochenmarkzellen nach.
Eine statistisch signifikante Korre-
lation zwischen dem Knochen-
markbefund und etablierten
Risikofaktoren (Tumorvolumen,
Grading, PSA) fand sich nicht.
Andere Autoren beschrieben
demgegentiber — auch bei urolo-
gischen Tumoren — eine Korrelati-
on zwischen immunologischem
Tumorzellnachweis und histo-
pathologischem Tumorstadium
[11, 13]. In der eigenen Untersu-
chung (n = 287) war keine Korre-
lation zwischen den Risikofakto-
ren Grading, T-Stadium, Lymph-
angiosis carcinomatosa, N-
Stadium und praoperativem PSA
und dem praoperativen Nachweis
CK 18-positiver KM-Zellen nach-
weisbar. Erganzend dazu ergaben
Nachuntersuchungen von 169
Mannern mit streng organ-
begrenztem Tumor (pT1-2 pNO
G1-3), dals nach median 32
Monaten Patienten mit
prdoperativ positivem Knochen-
mark keine hohere biochemische
Rezidivrate haben als solche mit
prdoperativ negativem Knochen-
mark.

Angesichts der Ergebnisse anderer
Autoren, die den Nachweis
disseminierter cytokeratinhaltiger
KM-Zellen in den Rang eines
(unabhdngigen) Prognosefaktors
heben [9], Uberraschen die
eigenen Daten, die bisher nicht

J. UROL. UROGYNAKOL. 4/1999

dafiir sprechen, dal® zwischen CK
18-positiven KM-Zellen vor
radikaler Prostatektomie und
biochemischem Progress ein
Zusammenhang besteht. Diese
Daten sollten allerdings zuriick-
haltend interpretiert werden, da
die mediane Beobachtungszeit
mit bisher 32 Monaten moglicher-
weise zu kurz und das Patienten-
Kollektiv mit einem organ-
begrenzten Prostatakarzinom (n =
169) relativ klein ist. Zu hinterfra-
gen ist auch die hohe Rate bio-
chemischer Rezidive bei KMP-
positiven und KMP-negativen
Patienten, was moglicherweise
damit zusammenhangt, dafd in
friheren Jahren eine restriktivere
Lymphadenektomie durchgefiihrt
wurde, die sich auf die Entfer-
nung der Obturatorius- und
lliaca-Externa-Lymphknoten
beschrankte. AufSerdem wurden
die Lymphknoten nicht immun-
histochemisch nachuntersucht
(Understaging).

Auf die Spezifitat des immun-
zytologischen Nachweises
cytokeratinpositiver KM-Zellen
zielt u.a. eine Untersuchung eines
grollen Patienten-Kollektivs.
Dabei hatten nur 6 von 215
Patienten (2,8 %) ohne nachweis-
bares Malignom eine CK 18-
positive KM-Zelle [7]. Demgegen-
Uber zeigten in der eigenen — sehr
kleinen — Kontrollgruppe (BPH-
Patienten) 4 von 19 auswertbaren
Knochenmarkpunktaten CK-
positive Zellen (21 %). Vergleicht
man diese Positivitdtsrate mit dem
PC-Kollektiv (23,7 % positive
Befunde), ergeben sich kritische
Fragen zur Spezifitdt und damit
klinischen Wertigkeit dieses
Untersuchungsverfahrens. Dem
ist entgegenzuhalten, dal’ es sich
bei den BPH-Patienten um ein
sehr kleines Patienten-Kollektiv

handelt, das mediane Alter mit 69
Jahren hoch ist und lediglich die
Histologie des transurethralen
Prostataresektats vorliegt. Es kann
daher nicht ausgeschlossen
werden, daR ein Prostata-
karzinom in der Prostata-Periphe-
rie vorliegt. Auch konnte bei dem
relativ hohen Alter der Patienten
ein anderer Primartumor zu
einem positiven Knochenmark-
befund gefiihrt haben. Hier
sollten weitere Untersuchungen
erfolgen, mit dem Ziel, diese
,KM-Zellen” ndher zu charakteri-
sieren.

In dem zweiten Kontroll-Kollektiv
(Urolithiasis, Harnblasen-
entleerungsstorung, niedrigeres
Patientenalter) war — tiberra-
schend — 1 von 9 auswertbaren
Knochenmarkpunktaten positiv.
Auch hier ist aufgrund der niedri-
gen Patientenzahl die Aussage-
fahigkeit deutlich eingeschrankt.

Zur Sensitivitat des immun-
zytologischen Nachweises
cytokeratinpositiver Zellen beim
Prostatakarzinom gibt es bisher
keine Untersuchungen an einem
ausreichend grolsen Patienten-
Kollektiv. Empfohlen wird, min-
destens 2 x 10° Knochenmark-
zellen auszuwerten [2]. Trotzdem
ist — bei niedriger Zellzahl — die
Sensitivitat dieser Nachweis-
methode als eher gering einzu-
schatzen, da es schwierig ist, in
einem Pool von 1 bis 2 Mio.
Zellen eine cytokeratinpositive
Zelle wiederzufinden. Eine weite-
re Ursache falsch-negativer
Resultate ist die Down-Regulation
von CK 18 in Knochenmark-
Mikrometastasen [2].

Zusammenfassend sind die Aussa-
gen, die bislang zum immun-
zytologischen Nachweis cyto-
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keratinhaltiger Knochenmark-
zellen beim Prostatakarzinom
vorliegen, kontrovers und nicht
miteinander vergleichbar, da sie
aus Studien mit heterogenen
Patienten-Kollektiven, unter-
schiedlichen Studienbedingungen
und differierenden Nach-
beobachtungszeiten resultieren.
Es gilt aktuell daher lediglich als
gesichert, da8 beim loko-
regiondren Prostatakarzinom in
24,2 % (eigene Daten) bis 54,5 %
CK 18-positive KM-Zellen nach-
weisbar sind, dieser Befund
reproduzierbar ist und — wie
Doppelmarkierungen gezeigt
haben — die cytokeratinhaltigen
Zellen zumindest anteilig aus der
Prostata stammen [15] bzw. mit
Befunden im Primartumor korre-
lieren [16]. Auf der Basis von
bisher median 32 Kontroll-
monaten kann nur gesagt werden,
dafS der Nachweis CK 18-positi-
ver Zellen keinen EinflufS auf die
Prognose der Erkrankung hat.
Diese Feststellung macht weitere
Untersuchungen unter standardi-
sierten Bedingungen erforderlich.
Ihr Ziel sollte sein, den Nachweis
dafiir zu liefern, dal es sich bei
den cytokeratinhaltigen Zellen
um vitale, aus der Prostata stam-
mende Zellen handelt, aus denen
sich spater manifeste Metastasen
entwickeln konnten.

Eingelangt am: 21. 12. 98;
angenommen nach Review am:
20. 05. 99
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