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UNTERSCHEIDUNG BENIGNER UND MALIGNER URSACHEN VON ASZITES
UND PLEURAERGUSSEN MIT DER HILFE VON TUMORMARKERN

J. Mezgerl, R. Lamerz2, A.L. Gerbes2, H. Arnholdt3, Ww.
Wilmannsl

Medizinische Klinik IIIl, Medizinische Klinik II2, Klinikum
GroBhadern; Pathologisches Institut3, Universitdt Miinchen;
Abteilung fiir Klinische Hamatologiel, Inst. fir Himatolo-
gie, GSF, Miinchen

In der Diagnostik von Aszites- und Pleurapunktaten wird die
Bestimmung von Tumormarkern vor allem dazu eingesetzt, um
zwischen einer benignen und einer malignen Ursache des Er-
gusses zu differenzieren. Dieser Ansatzpunkt hat deshalb
Bedeutung, weil die konventionelle Zytologie, von der ei-
gentlich die Beantwortung der Frage "maligne oder nicht ma-
ligne Ursache" erhofft wird, 2zwar eine hohe Spezifitit,
aber nur eine unbefriedigende Sensitivitdt aufweist. In der
Literatur (siehe 1) werden filir die Sensitivitidt Werte
zwischen 28% und 60% angegeben, in unserer eigenen Serie
wurde nur bei 28 von 96 Punktaten von Patienten mit gesi-
cherten malignen Erkrankungen zytologisch die Diagnose
"maligne Ursache" gestellt.

Der Nachweis von tumorassoziierten Antigenen wird in der
Diagnostik der Punktate auf zweierlei Weise eingesetzt
(Abb. 1l): Zum einen kann man die Tumormarker in der Fliis-
sigkeit der Punktate quantitativ bestimmen. Hierbei werden

o
U

Effusion fluid tumor Immunocytochemistry
marker determination

Abb. 1: Mdglichkeiten der Verwendung von Tumormar-
kern in der Diagnostik von Aszites und Pleuraergiis-
sen.
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im allgemeinen Methoden verwendet, wie sie fiir die Untersu-
chung von Serumproben etabliert sind. Zum andern kann marn
mittels Immunfluoreszenz oder Immunzytochemie die Marker in
den Zellen der Punktate nachweisen, heute sind vor allem
Immunperoxidasetechniken gebr&uchlich.

Untersuchte Antigene

In eigenen Untersuchungen beschdftigen wir uns mit den in
Tab. 1 aufgefiihrten Antigenen. Biliary glycoprotein I (BGP
I) wurde erstmals 1979 von Svenberg (2) isoliert, als die-
ser in menschlicher Galle nach CEA-dhnlichen Substanzen
suchte. Erhdhte Serumspiegel des Antigens kommen bei benig-
nen und malignen Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts
vor (3), und es konnte immunhistochemisch in Karzinomen,
ebenfalls vor allem des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen
werden (4).

Tab. 1l: Untersuchte Antigene, verwendete Antikdrper
und Teste

Kontrolle AK eines Mdusemyeloms

CEA - Polyklonales IgG vom Kaninchen,
2 eigene MAK und MAK CEA-84
(Hofmann-LaRoche); RIA (2)

BGP I - Polyklonales IgG vom Kaninchen; RIA (3)
TPA - Polyklonales IgG vom Kaninchen,
RIA Mallinckrodt)
CA 19-9 - MAK (CIS-ID); IRMA (Mallinckrodt)
CA 125 - MAK (CIS-ID); IRMA (Mallinckrodt)
Immunzytochemie

Tab. 2 faBt unsere immunzytochemischen Befunde zusammen. In
Aszites—- und Pleuraergiissen kommen prinzipiell 5 verschie-
dene Zelltypen vor, namlich Granulozyten, Lymphozyten, Ma-
krophagen, Mesothelzellen und bei malignen Erkrankungen zu-
sdtzlich eventuell Tumorzellen. In Lymphozyten und Makro-
phagen waren alle 5 untersuchten Antigene nicht nachweis-
bar. Unsere polyklonalen Antikdrper gegen CEA und BGP I so-
wie 2 der 3 monoklonalen Antikdrper gegen CEA reagierten
sowohl in benignen als auch in malignen Punktaten mit Gra-
nulozyten, was jedoch die diagnostische Verwendbarkeit der
Antikdrper nicht stdrt. Wie Abb. 2 zeigt, waren Granulozy-
ten namlich auch in der Peroxidasefdrbung gut als solche zu
identifizieren und nicht mit Tumorzellen zu verwechseln.
Wahrscheinlich beruht diese Anfarbung von Granulozyten
durch anti-CEA und anti-BGP I auf einer Kreuzreaktion mit
NCA. NCA (non specific cross reacting antigen) ist ein dem
CEA in seinen antigenen Determinanten verwandtes Glykopro-
tein, das in Granulozyten vorkommt (5).

Sowohl anti-CEA als auch anti-BGP I reagierten in benignen
Punktaten mit keinen weiteren Zellen, insbesondere nicht
mit Mesothelzellen. Mit Mesothelien reagierten dagegen OC
125 und anti-TPA. Ein Beispiel zeigt Abb. 3. Auch Kabawat



Tab. 2: Reaktionsmuster der eingesetzten Antikdrper in benignen und malignen Punktaten

benigne maligne
Granulo. Lympho. Makro. Mesoth. Granulo. Lympho. Makro. Mesoth. Ca.-Zellen
anti-CEA + 0 0] 0 + 0] 0] 0 o/+
anti-BGP I (+) 0] (o] 0] (+) 0] 0] o/+ o/+
anti-TPA 0 0 0 0/+ 0 0 0 0/+ +
anti-CA 19-9 0 0 0 0 0] 0] 0 o/+ o/+
anti-CA 125 0 0 0 o/+ (0] 0 0 o/+ o/+

Tab. 3: Haufigkeit positiver zytologischer und immunzytochemischer Befunde in Abhdngigkeit

von der Grunderkrankung

n Zytologie + Immunozytochemische Fidrbungen Zytologie plus
CEA BGP I CA 19-9 Immunozytoch.
Karzinome: 75 24 (32%) 18 (24%) 14 (18%) 18 (24%) 44 (63%)
- Mamma 30 5 . 8 4 2 16
- Ovar 14 11 0 2 8 12
- Gastrointestinal-Trakt 8 1 4 3 4 5
- Lunge, klein-zellig . 2 1 0 0 0 1
- Lunge, nicht klein-zellig 12 4 4 5 3 8
- Niere 4 0 0 0 0 0
- andere 5 2 2 (o] 1 3
Mesotheliome . | 5 1 0 0 0 1
LymEhome, Leukdmien 13 2 0 0 0 2
Sarkome 3 0 0 0 0 [
Benigne Erkrankungen 26 0 0 o 0 0

09¢g
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und Bast fanden CA 125 im Mesothel, als sie das Vorkommen
des Antigens in normalen und krankhaften menschlichen Gewe-
ben immunhistochemisch untersuchten (6). Im Zusammenhang
mit dem Auftreten desselben Antigens im Ovar, in Ovarial-
karzinomen und im Mesothel ist es interessant, daB das Ovar
und das Mesothel ontogenetisch denselben Ursprung haben,
namlich daB beide vom Coelomepithel des Embryos abstammen.
TPA tritt eng gekoppelt mit den Intermedidrfilamenten epi-
thelialer Zellen auf. Da man in Mesothelzellen sowohl das
Zytoskelettprotein epithelialer Zellen Zytokeratin als auch
das mesenchymaler Zellen Desmin nachweisen kann (7), nimmt
es nicht wunder, daB8 man in ihnen auch TPA findet. CA 19-9
farbte in benignen Punktaten keinerlei Zellen an.

Unterschiede zu diesen Befunden ergaben sich bei malignen
Erkrankungen nur, wenn ein Karzinom vorlag. Beispiele zei-
gen die Abb. 4 und 5. Nicht karzinomatdse Tumorzellen waren
durch alle verwendeten AntikOrper nicht angefarbt. Nur in
Punktaten bei Karzinomen fanden sich Zellen mit durch anti-
BGP I bzw. anti-CA 19-9 markierten Vakuolen (Abb. 6). Nach
der Morphologie dieser Zellen nehmen wir an, daB es sich um
Mesothelzellen handelt, die das Antigen aus der ErguBfliis-
sigkeit oder von zugrundegehenden Karzinomzellen aufgenom-
men haben. Wie auch in immunhistochemischen Studien anderer
Untersucher (8), fand sich eine ausgeprigte Heterogenitdt
der Expression von CA 19-9 innerhalb einer Karzinomzell-
population (Abb. 7). Soweit sich das nach mophologische
Kriterien beurteilen 138t, farbte anti-TPA fast alle Karzi-
nomzellen, OC 125 die Tumorzellen vor allem bei Ovarialkar-
zinomen und seltener auch bei anderen Karzinomen. Da beide
Antikdrper, anti-TPA und OC 125, aber auch mit Mesothelzel-
len in benignen Punktaten reagierten, lieB sich diese Reak-
tion nicht diagnostisch nutzen.

Flir die Diagnostik verwendbar waren somit nur anti-CEA,
anti-BGP I und anti-CA 19-9. Bei welchen Karzinomtypen sich
mit welchen AntikOrpern Tumorzellen nachweisen lieBen, und
wie die immunzytochemische Diagnostik im Vergleich zur zy-
tologischen Befundung abschnitt, zeigt Tab. 3. Die Zytolo-
gie erbrachte in etwa einem Drittel der Fdlle einen positi-
ven malignen Befund und war 100%ig spezifisch fir Maligni-
tdat. Immunzytochemisch positive Befunde ergaben sich nur
bei Karzinomen, und zwar vor allem bei Mammakarzinomen,
nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen und gastrointesti-
nalen Karzinomen. Zusdtzich reagierten anti-BGP I mit 2 und
anti-CA 19-9 mit 7 von 14 Ovarialkarzinomen.

Trotz dieser prinzipiellen Ahnlichkeit der 3 Antikdrper er-
gaben sich im Einzelfall doch deutliche Unterschiede. Die
Sensitivitdt der immunzytochemischen Diagnose eines Karzi-
noms lag mit 24% fir CEA, 18% fir BGP I und 24% fir CA 19-9
niedrig. Doch dadurch, daB sich die 3 AntikOrper ergdnzten,
konnten Tumorzellen in 20 von 51 karzinomatdsen Punktaten
nachgewiesen werden, in denen die morphologische Diagnose
“kein Hinweis flir Malignitdt" oder "fraglicher Befund" ge-
lautet hatte. Dadurch konnte die Sensitivitd@t der Diagnose
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Abb. 2: Pleurapunktat, polyklonales anti-CEA: Mar-
kierter neutrophiler (re) und eosinophiler (li) Gra-
nulozyt.

T3

Abb. 3: Aszitespunktat, Ovarialfibrom, OC 125: Mar-
kiertes Mesothelzellproliferat.

Abb. 4: Pleurapunktat, Mammakarzom, anti-BGP I: Mar-
kierte Karzinomzelle, negative Mesothelien und Mak-
rophagen.
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eines Karzinoms von 32% auf 63%, also auf fast das Doppelte
gesteigert werden. Die Sensitivitdt unserer zytologischen
Diagnostik lag mit etwa 30% im Vergleich zu anderen Studien
eher niedrig, obwohl wir uns der Mithilfe zweier erfahrener
Pathologen versichert hatten. Das mag mit dem hohen Anteil
an Mammakarzinomem und Lymphomen in unserer Serie zusammen-
hingen. Bei diesen Erkrankungen war bei uns wie auch bei
anderen Untersuchern die Trefferquote der zytologischen
Diagnostik besonders unglinstig. Vielleicht waren unsere
Pathologen auch etwas zuriickhaltend mit der Diagnose
"maligne", was allerdings auch zu einer 100%igen Spezifitdt
filhrte. Jedoch auch wenn andere Befunder die Diagnose
"maligne" im konventionell gefdrbten Pridparat grosziigiger
gestellt hdtten, erscheint uns die objektive Methode derEr-
kennung von Tumorzellen durch den Nachweis von Tumormarkern
eine wertvolle Ergdnzung der subjektiven Einfllissen unter-
worfenen konventionellen Zytologie zu sein.

Marker in der Fliissigkeit der Punktate

Die Ergebnisse der Bestimmungen der Tumormarker in der
Fliissigkeit der Punktate zeigen die Abb. 8 und 9. Fir CEA
und BGP I sowohl im Aszites als auch im PleuraerguB und fir
CA 19-9 und TPA im Aszites ergeben sich signifikante Unter-
schiede zwischen den Werten in benignen und malignen Punk-
taten, flr CA 19-9 un TPA im PleuraerguB und fiir CA 125 in
beiden Fliissigkeiten lagen die Werte in malignen Punktaten
zwar tendenziell hdher, dieser Unterschied lieB sich jedoch
statistisch nicht sichern. Fiir die Unterscheidung gutarti-
ger und b&sartiger Erkrankungen legten wir cut-off-Werte
anhand von ROC-Kurven (Abb. 10 und 11) so fest, daB sich
die grdBte Signifikanz der Unterscheidung benigne/maligne
ergab. Fiir CEA lag der glinstigste Grenzwert bei 3 ng/ml,
flir BGP I bei 10 U/ml, fiir CA 19-9 bei 30 U/ml und fiir TPA
im Aszites bei 2000 U/1.

Die Spezifitdt der Unterscheidung benigner und maligner
Punktate betrug bei den cut-off-Werten =zwischen 88% und
100% fir die verschiedenen Marker, unterschiedlich in Pleu-
raerglissen und Aszites, die Sensitivitdt lag zwischen 20%
und 50% (Abb. 10 und 1l1). Flr TPA lag die Sensitivitdt im
Aszites zwar sogar bei 60%, die Spezifitdt jedoch nur bei
84%, und der positive praddiktive Wert nur bei knapp 90% bei
einer Prdvalenz magligner Erkrankungen in unserer Serie von
knapp 70%. Der Wert der Bestimmung dieses Markers erschien
uns deshalb fraglich.

Fiir CEA fanden sich oberhalb des cut-off's liegende Werte
vor allem bei Mamma-, gastrointestinalen und nicht-klein-
zeligen Bronchialkarzinomen, fiir BGP I auBer bei Karzinomen
auch bei Sarkomen und Lymphomen, fiir CA 19-9 hauptsdchlich
bei gastrointestinalen Karzinomen, und fiir TPA unabhdngig
vom Tumortyp. Zur Unterscheidung benigne/maligne erg&dnzten
sich die Marker somit, und eine Kombination der Bestimmung
von CEA, BGP I und CA 19-9 war in der Lage, in 49 von 74
malignen Fdllen das Vorliegen eines Tumors zu erkennen, das
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TUMORMARKER IM ASCITES
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Abb. 10: Statistische Auswertung der Daten von Abb. 8 und
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sind 66%, und bei 28 benignen Punktaten ergab sie nur 1
falsch-positives Resultat, das bedeutet eine Spezifitdt von
96%. Das sind Werte, die im Vergleich zur =zytologischen
Diagnostik doch ganz beachtlich sind.

Zwischen dem immunzytochemischen Nachweis eines Antigens
und dem Auftreten hoher Werte desselben Markers in der
Fliissigkeit bestand ein Zusammenhang, jedoch fanden sich
auch immunzytochemisch positive Befunde bei niederen Mar-
kerwerten und umgekehrt.

Abb. 12 zeigt die Medianwerte, die 10. und die 90. Perzen-

tile der Marker in Aszites und Pleurapunktaten getrennt fiir
benigne und maligne Erkrankungen. Es f£f&dllt auf, daB die

TUMCRMARKER ~ IM  TRANS/EXSUDAT UND ASCITES

MARKER|NI/| 10.PZ | MEDIAN 90, PZ |SIGNIFIKANZ

CEA PL B |25/ <2,0 | <2.0| <20/ ., |
NG/ML M| 8 1.2 2.7 218.,0 N's'
As B | 16| <2.0| «<2.0| <20/ ,, s
Mull 1.2 2,6 | 1037.5 '

BP PL B | 17| 2.1 7.1 150,
U/mL M| 49 L, 8.6 18.9 NS |
Ps B | 13 16 66] 9.8 . | s
M| 28l 4,7 10.0 23,0 !

(A-19-9 B | 17| 1.4 7.1 430 s
U/ML PL M| 49 3,7 7.8 912,2 NS |
As B | 13| 1.3 6.5 3.5 ., Lo
w2l w2l 27,6 1209.2 !

TPA PL B | 17| 3652 | 2745.2 | 791411 o |
UL M| ol 345,6 | 3409.8 | 15966.1 NS |
As B | 13| 260,0 | 1000,0 | 3080.0| ., ' ws
M| 28| 59,5 | 3377.5 | 32643.7 l

CA-125 B | 17| u8.5 237.5 | 18600 |\ |
U/m PL M | wa| 5,5 276.5 | 2529.0 ol
As B | 13| 228.9 30,5 | 1940,0 | | o
M| 28| 186.7 3€9,2 | 3020.0 '

PL=PLEURA-TRANS/EXSUDAT: As=AscITEs:B=BENI1GNE,M=MALIGNE
*«< 0,05; **<0,02/0,01; *** < 0.,005/0,001

Abb. 12: Medianwerte, 10. und 90. Perzentile der in
den Abb. 8 und 9 gezeigten Daten.

Werte in benignen Punktaten flir CEA, CA 19-9 und BGP I im
Bereich der fiir die entsprechenden Antigene im Serum auf-
tretenden Spiegel liegen. TPA und CA 125 zeigen dagegen
auch in benignen Punktaten vielfach h8here Spiegel, als sie
im Serum bei gutartigen Erkrankungen normalerweise auftre-
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ten. Dies erscheint uns aus zwei Grinden wichtig: Zum einen
wurde im Referat von Schrdck et al. (9) die Erwartung ge-
duBert, daB sich aus dem Vergleich der Werte von TPA und
CA 125 im Serum bzw. im Aszites Hinweise auf das biolo-
gische Verhalten und die Ausbreitung von Ovarialkarzinomen
ziehen lieBen. Nach unseren Ergebnissen scheint dies nicht
m8glich. CA 125 und TPA werden nicht nur von Karzinomzel-
len, sondern auch von Mesothelzellen gebildet, und hohe
Spiegel beider Antigene im Aszites kOnnen Ausdruck sowohl
einer groBen Tumormasse im Peritonealraum als auch einer re-
aktiven Proliferation des Mesothels sein.

Die Arbeitsgruppe von Klapdor hat umfangreiche Untersuchun-
gen iiber die Serumspiegel von CA 125 bei verschiedenen be-
nignen Erkrankungen durchgefithrt (10). Erhdhte Serumspiegel
fanden sich selten bei extraabdominalen benignen Erkrankun-
gen, aber hiufiger bei Leberzirrhose und bei chronisch ent-
ziindlichen Erkrankungen des Diinn- und Dickdarms. Wir vermu-
ten, daB bei den letztgenannten Erkrankungen CA 125 aus bei
Aszites (Leberzirrhose) oder Entziindung (M.Crohn, Colitis
ulcerosa) proliferierendem Mesothel stammt.

Korrelation Serum-/Punktat-CEA

Bei 94 Patienten wurden gleichzeitig die CEA-Spiegel im Se-
rum und in der Punktatfliissigkeit gemessen (Abb. 13). Zwar

'O‘T

g/ml}
3,

o,
+

EFFUSION FLUID CEA(n

10 10! 10 ot
SERUM CEA(ng/mi}

Abb. 13: Vergleich Serum-CEA/Punktat-CEA bei 94 Pa-
tienten, Regressionsgerade (lg y = x + 0.1728).

zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation bei-
der Werte, doch bei zahlreichen Patienten fand sich ein im
Normbereich liegendes Serum-CEA bei einem Punktat-CEA, das
hinweisend fir Malignitdt war, oder ein erhdhtes Serum-CEA
bei einem Punktat-CEA unter 10 ng/ml. Somit 1&B8t sich im
Einzelfall die Bestimmung des Tumormarkers im Aszites oder
Pleuraergufl nicht durch diejenige im Serum ersetzen. Mdg-
licherweise ist die Konstellation: CEA im Serum niedrig, im
Aszites bzw. PleuraerguB hoch hinweisend fiir eine anteilig
groBe Tumormasse im Peritonealraum bzw. eine Pleurakarzino-
se.
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Zusammenfassung

Die tumorassoziierten Antigene CEA, BGP I, TPA, CA 19-9 und
CA 125 wurden radioimmunologisch in der Fliissigkeit und im-
munzytochemisch in den Zellen von Aszites- und Pleurapunk-
taten von 36 Patienten mit benignen und 127 Patienten mit
malignen Erkrankungen bestimmt. Werte in der Punktatfliis-
sigkeit oberhalb eines Grenzwerts von 3 ng/ml fir CEA, von
10 U/ml fiir BGP I und von 30 U/ml fiir CA 19-9 wiesen mit
einer Spezifitdt zwischen 92% und 100% und einer Sensitivi-
tdt zwischen 20% und 50% auf eine maligne Atiologie des Er-
gusses hin. Der immunzytochemische Nachweis von CEA, BGP I
oder CA 19-9 war spezifisch fiir das Vorliegen eines Karzi-
noms und konnte in insgesamt 45% aller Punktate bei Karzi-
nompatienten geflihrt werden. Durch eine Kombination der
herkdmmlichen zytologischen mit einer immunzytochemischen
Untersuchung der Punktate konnte in 63% der Fdlle das Vor-
liegen eines Karzinoms richtig erkannt werden, bei alieini-
ger zytologischer Befundung dagegen nur in 32%. Der diagno-
stische Nutzen der Bestimmung von TPA und CA 125 erscheint
gering, da beide Antigene auch in benignen Mesothelzellen
gefunden wurden und zwischen den Spiegeln in benignen und
malignen Punktaten statistisch nicht oder nur gering signi-
fikante Unterschiede bestanden.
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