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Der diagnostische Wert von Tumormarkern in Aszites- und
Pleurapunktaten

R. Lamerz', J. Mezger?, A. L. Gerbes'

'Medizinische Klinik II und *Medizinische Klinik III, Klinikum GroBhadern, Universitit
Miinchen

In der Diagnostik von Aszites- und Pleurapunktaten wird die Bestimmung von Tumormar-
kern vor allem dazu eingesetzt, um zwischen einer benignen und einer malignen Ursache des
Ergusses zu differenzieren. Dieser Ansatzpunkt hat deshalb Bedeutung, weil die konventio-
nelle Zytologie, von der eigentlich die Beantwortung der Frage ,,maligne oder nichtmaligne
Ursache** erhofft wird, zwar eine hohe Spezifitét, aber nur eine unbefriedigende Sensitivitit
aufweist. In der Literatur (siehe (12)) werden fur die Sensitivitit Werte zwischen 28% und
60% angegeben, in unserer eigenen Serie wurde nur bei 28 von 96 Punktaten von Patienten
mit gesicherten malignen Erkrankungen zytologisch die Diagnose ,,maligne Ursache*
gestellt.

Der Nachweis von tumorassoziierte Antigenen wird in der Diagnostik der Punktate auf
zweierlei Weise eingesetzt: Zum einen kann man die Tumormarker in der Flissigket der
Punktate quantitativ bestimmen. Hierbei werden im allgemeinen Methoden verwandt, wie
sie fir die Untersuchung von Serumproben etabliert sind. Zum andern kann man mittels
Immunfluoreszenz oder Immunzytochemie die Marker in den Zellen der Punktate
nachweisen; heute sind vor allem Immunperoxidasetechniken gebréauchlich.

Eigene Untersuchungen

In eigenen Untersuchungen beschiéftigten wir uns mit den in Tabelle 1 aufgefiihrten
Antigenen. Biliary glycoprotein I (BGP I) wurde erstmals 1979 von Svenberg (16) isoliert,
als dieser in menschlicher Galle nach CEA-dhnlichen Substanzen suchte. Erhoéhte
Serumspiegel des Antigens kommen bei benignen und malignen Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts vor (9), und es konnte immunhistochemisch in Karzinomen, ebenfalls
vor allem des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen werden (10).

Tabelle 1. Untersuchte Antigene, verwendete Antikorper und Teste.

Kontrolle - MAK eines Mausemyeloms

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

BGP 1 - Polyklonales IgG vom Kaninchen; RIA

TPA - Polyklonales IgG vom Kaninchen; RIA (Mallinckrodt)

CA 199 - MAK (CIS-ID); IRMA (Mallinckrodt)

CA 125 - MAK OC 125 (CIS-ID); IRMA (Mallinckrodt)

Immunzytochemische Befunde

Tabelle 2 fafit unsere immunzytochemischen Befunde zusammen. In Aszites- und Pleuraer-
giissen kommen prinzipiell 5 verschiedene Zelltypen vor, ndmlich Granulozyten, Lympho-
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Tabelle 2. Reaktionsmuster der eingesetzten Antikorper in benignen und malignen Punktaten

benjgne maligne
Granulo. | Lympho. | Makro. | Mesoth. | Granulo. | Lympho. | Makro. | Mesoth. | Ca.-Zellen
anti-CEA + 0 0 0 + 0 0 0 0/+
anti-BGP I (+) 0 0 0 (+) 0 0 0o/+ 0/+
anti-TPA 0 0 0 07+ 0 0 0 0/+ +
anti-CA 19-9 0 0 0 0 0 0 0 0/+ 0/+
0C125 0 0 0 0/+ 0 0 0 0/+ 0/+

zyten, Makrophagen, Mesothelzellen und bei malignen Erkrankungen zusétzlich eventuell
Tumorzellen. In Lymphozyten und Makrophagen waren alle 5 untersuchten Antigene nicht
nachweisbar. Unsere polyklonalen Antikorper gegen CEA und BGP I sowie 2 der 3
monoklonalen Antikdrper gegen CEA reagierten sowohl in benignen als auch in malignen
Punktaten mit Granulozyten. Diese Kreuzreaktion stérte jedoch die diagnostische Verwend-
barkeit der Antikorper nicht. Wie Abb. 1 zeigt, waren Granulozyten ndmlich auch in der
Peroxidasefarbung gut als solche zu identifizieren und nicht mit Tumorzellen zu verwech-
seln. 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. 2. Auch Kabawat und Bast fanden
CA 125 im Mesothel, als sie das Vorkommen des Antigens in normalen und krankhaften
menschlichen Geweben immunhistochemisch untersuchten (8). TPA tritt eng gekoppelt mit
den Intermediarfilamenten epithelialer Zellen auf. Da man in Mesothelzellen sowohl das
Zytoskelettprotein epithelialer Zellen Zytokeratin als auch das mesenchymaler Zellen
Desmin nachweisen kann (3), nimmt es nicht wunder, da3 man in ihnen auch TPA findet.
Anti-CA 19-9 farbte in benignen Punktaten keinerlei Zellen an. Unterschiede zu diesen

A,
I

Abb. 1. Pleurapunktat, polyklonales anti-CEA: Markierter neutrophiler (re) und eosino philer (li)
Granulozyt

Abb. 2. Aszitespunktat, Ovarialfibrom, OC 125: Markiertes Mesothelzellproliferat.
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Abb. 3. Pleurapunktat. Mammakarzinom. anti-BGP I: Markierte Karzinomzelle, ncgative Mesothe-
lien und Makrophagen.

Abb. 4. Pleurapunktat, Magenkarzinom, anti-CEA: Markierter Tumorzellverband.

Befunden ergaben sich bei malignen Erkrankungen nur, wenn ein Karzinom vorlag.
Beispiele zeigen die Abb. 3 und 4. Nicht-karzinomatése Tumorzellen waren durch alle
verwendeten AntikOrper nicht angefdrbt. Nur in Punktaten bei Karzinomen fanden sich
Zellen mit durch anti-BGP I bzw. durch anti-CA 19-9 markierten Vakuolen (Abb. 6). Nach
der Morphologie dieser Zellen nehmen wir an, daB3 es sich um Mesothelzellen handelt, die
das Antigen aus der ErguBfliissigkeit oder von zugrundegehenden Karzinomzellen aufge-
nommen haben. Wie auch in immunhistochemischen Studien anderer Untersucher (4), fand

Abb. 5. Aszitespunktat, Magenkarzinom, anti-Ca 19-9: Heterogene Markierung der Tumorzellen.

Abb. 6. Pleurapunktat Mammakarzinom, anti-BGP I: Markierte Zytoplasmavakuolen in Mesothelien.
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Tabelle 3. Haufigkeit positiver zytologischer und immunzytochemischer Befunde in Abhéingigkeit von
der Grunderkrankung

n Positive Befunde

Zytologie Immunozytochemische Férbung Zytologie plus
CEA BGP I CA 199  Immuncytoch.
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
- Gastrointestinaltrakt 8 1 4 3 4 S
- Lunge, kleinzellig 2 1 0 0 0 1
- Lunge, nicht kleinzellig 12 4 4 5 3 8
- Niere 4 0 0 0 0 0
- verschiedene 5 2 2 0 1 3
Mesotheliome 5 1 0 0 0 1
Lymphome, Leukdmien 13 2 0 0 0 2
Sarkome 30 0 0 0 0
Benigne Erkrankungen 26 0 0 0 0 0

sich eine ausgepragte Heterogenitit der Expression von CA 19-9 innerhalb einer Karzinom-
zellpopulation (Abb. 5). Soweit sich das nach morphologischen Kriterien beurteilen 1dft,
farbte anti-TPA fast alle Karzinomzellen, OC 125 die Tumorzellen von allem bei
Ovarialkarzinomen und seltener auch bei anderen Karzinomen. Da beide Antikorper, anti-
TPA und OC 125, aber auch mit Mesothelzellen in benignen Punktaten reagierten, lieB sich
diese Reaktion nicht diagnostisch nutzen.

Fiir die Diagnostik verwendbar waren somit nur anti-CEA, anti-BGP I und anti-CA 19-9.
Bei welchen Karzinomtypen sich mit welchen Antikérpern Tumorzellen nachweisen lieBen,
und wie die immunzytochemische Diagnostik im Vergleich zur zytologischen Befundung
abschnitt, zeigt Tabelle 3. Die Zytologie erbrachte in etwa einem Drittel der Fille einen
positiven malignen Befund und war 100%ig spezifisch fiir Malignitdt. Immunzytochemisch
positive Befunde ergaben sich nur bei Karzinomen, und zwar vor allem bei Mammakarzino-
men, nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen und gastrointestinalen Karzinomen. Zusitz-
lich reagieten anti-BGP I mit 2 und anti-CA 19-9 mit 7 von 14 Ovarialkarzinomen.

Trotz dieser prinzipicllen Ahnlichkeit der 3 Antikérper ergaben sich im Einzelfall doch
deutliche Unterschiede. Die Sensitivitdt der immunzytochemischen Diagnose eines Karzi-
noms lag mit 24% fiir CEA, 18% fiir BGP I und 24% fiir CA 19-9 niedrig. Doch dadurch,
daB} sich die 3 Antikdrper ergénzten, konnten Tumorzellen in 20 von 51 karzinomatdsen
Punktaten nachgewiesen werden, in denen die morphologische Diagnose ,,kein Hinweis fiir
Malignitdt* oder ,,fraglicher Befund* gelautet hatte. Dadurch konnte die Sensitivitat der
Diagnose eines Karzinoms von 32% auf 63%, also auf fast das Doppelte gesteigert werden.
Die Sensitivitit 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 Mammakarzinomen und Lymphomen in unserer
Serie zusammenhidngen. Bei diesen Erkrankungen war bei uns wie auch bei anderen
Untersuchungen die Trefferquote der zytologischen Diagnostik besonders ungiinstig.
Vielleicht waren unsere Pathologen auch etwas zu zuriickhaltend mit der Diagnose
,,maligne*“, was allerdings auch zu einer 100%igen Spezifitat fiihrte. Jedoch auch wenn
andere Befunder die Diagnose ,,maligne* im konventionell gefirbten Parédparat groBziigi-
ger gestellt hitten, erscheint uns die objektive Methode der Erkennung von Tumorzellen
durch den Nachweis von Tumormarkern eine wertvolle Ergédnzung der subjektiven
Einfliissen unterworfenen konventionellen Zytologie zu sein.
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Tumormarker in der Flissigkeit

Die Ergebnisse der Bestimmungen der Tumormarker in der Flissigkeit der Punktate zeigen
die Abb. 7 und 8. Fiir CEA und BGP I sowohl im Aszites als auch im Pleuraerguf3 und fiir
CA 19-9 und TPA im Aszites ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den Werten in
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Abb. 7. Tumormarkerwerte in der Flissigkeit von 57 Aszitespunktaten.
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Abb. 8. Tumormarkerwerte in der Fliissigkeit von 111 Pleurapunktaten.
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Abb. 9 und 10. Statistische Auswertung der Daten von Abb. 7 und 8.

benignen und malignen Punktaten, fir CA 19-9 und TPA im Pleuraerguf3 und fiir CA 125 in
beiden Fliissigkeiten lagen die Werte in malignen Punktaten zwar etwas hoher, dieser
Unterschied lieB sich jedoch statistisch nicht sichern. Die Grenze, oberhalb derer wir einen
Wert als hinweisend auf Malignitdt ansahen, legten wir anhand von Spezifitits-Sensitivitats-
Kurven fest (Abb. 9 und 10) und zwar fiir CEA bei 3ng/ml, fiir BGP I bei 10 U/ml, fiir CA
19-9 bei 30 U/ml, und fir TPA bei 2000 U/L.

Die Spezifitat der Unterscheidung benigner und maligner Punktate betrug bei diesen cut-
off-Werten zwischen 88% und 100% fiir die verschiedenen Marker, unterschiedlich in
Pleuraergiissen und Aszites, die Sensitivitdt lagen zwischen 20% und 50% (Abb. 9 und 10).
Fir TPA lag die Sensitivitat im Aszites zwar sogar bei 60%, die Spezifitat jedoch nur bei
84%, und der positive pradiktive Wert nur bei knapp 90% bei einer Priavalenz maligner
Erkrankungen in unserer Serie von knapp 70%. Der Wert der Bestimmung dieses Markers
erschien uns deshalb fraglich.

Fir CEA fanden sich oberhalb des cut-off’s liegende Werte vor allem bei Mamma-,
gastrointestinalen und nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen, fir BGP I auBer bei
Karzinomen auch bei Sarkomen und Lymphomen, fir CA 19-9 hauptsichlich bei
gastrointestinalen Karzinomen, und fiir TPA unabhingig vom Tumortyp. Zur Unterschei-
dung benigne/maligne ergdnzten 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 Fillen
das Vorliegen eines Tumors zu erkennen, daB sind 66%, und bei 28 benignen Punktaten
ergab sie nur 1 falsch-positives Resultat, das bedeutet eine Spezifitit 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 Fliissigket bestand ein Zusammenhang, jedoch fanden sich
auch immunzytochemisch positive Befunde bei niederen Markenwerten und umgekehrt.
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Tabelle 4. Angaben der Literatur zum immunzytochemischen Nachweis
von Tumorzellen

Antigen Spezifitat Sensitivitat
CEA + (+)
CA | ? +
EMA ? +
HMFG ? +
simple epithelium antigen - +
intermediate filaments - +
Keratin associated component + (+)
AFP + (+)
PLAP + +)
SP 1 + (+)

Literatur Immunzytochemie

Tabelle 4 faBt Angaben der Literatur zur immunzytochemischen Identifikation von Tumor-
zellen in Punktaten zusammen. Fiir CEA kamen alle Untersucher wie wir zu dem Schluf3,
daB es in benignen Punktaten immunzytochemisch nicht nachzuweisen ist und daf3 es méBig
sensitiv fiir das Vorliegen eines Karzinoms, speziell eines Adenokarzinoms ist (Lit. siche
12). Fir CA 1, ein Antigen, das vor allem von einer Oxforder Arbeitsgruppe untersucht
wurde, EMA (epithelial membrane antigen) und HMFG (human milk fat globule antigen)
gilt gleichermaBen, dal der Nachweis der Antigene von den Erstbeschreibern als sowohl
sehr sensitiv als auch sehr spezifisch fiir das Vorliegen eines Tumors angegeben wurde (18,
17, 5), daB3 aber andere Untersucher die Antigene auch in einem nennenswerten Prozentsatz
benigner Punktate in Mesothelzellen finden konnten (15, 17, 13). Wir konnten das
Vorkommen von EMA in Mesothelien in einer eigenen Pilotuntersuchung bestatigen. Von
anderen AntikOrpern, ndmlich gegen simple epithelium antigen (7) und nicht ndher
spezifizierte Intermediarfilamente (7) wurde publiziert, dal sie zwar ebenfalls sehr haufig
Tumorzellen in karzinomatésen Punktaten anfirbten, aber auch mit Mesothelien in
benignen Punktaten reagieren kénnen. Da uns eine sehr hohe Spezifitdt fiir Malignitat
unabdingbar erscheint, halten wir den Wert von Antikdrpern gegen diese 5 Antigene in der
Punktatdiagnostik fiir gering. Antikérper gegen Keratin associated component (17), alpha-
Fetoprotein (14), placental alkaline phosphatase (14) und pregnancy specific beta-1-
glycoprotein (14) reagierten zwar nur mit malignen Punktaten, aber nur mit ganz
bestimmten, eher seltenen Tumortypen. Damit ist ihre Sensitivitét fiir eine routineméaBige
Verwendung wohl zu gering.

Literatur Marker in der Fliissigkeit

Tabelle 5 faBt die Angaben der Literatur iber Tumormarker in der Flissigkeit von
Punktaten zusammen. Die meisten Untersucher haben sich mit CEA beschéftigt (Lit. bei
(16)). In diesen Arbeiten werden Grenzwerte fiir die Unterscheidung benigne/maligne
zwischen 2,5 und 40 ng CEA/ml Punktatflissigkeit, Sensitivitidten zwischen 27% und 88%
und Spezifitdten zwischen 88% und 100% angegeben. Diese groBen Diskrepanzen sind zum
einen durch die unterschiedlichen Bestimmungsmethoden bedingt, zum andern durch die
unterschiedlich gewihlten Spezifititsniveaus. Wenn man fir die jeweils verwendete
Methode einen eigenen Normwert festlegt, scheint die Bestimmung des CEA’s in der
Punktatflissigkeit eine méBige Sensitivitat und hohe Spezifitat fir Karzinome zu haben. Fiir
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Tabelle 5. Angaben der Literatur iiber Tumormarker in der Flissigkeit von Aszites- und Pleurapunk-
taten

Antigen Spezifitat Sensitivitit Grenzwert
CEA 85-100% 27-88% 2.5-40ng/ml
B-HCG 96 % 36% 10 miU/ml
AGP 54% 100% 39 ng/dl
PAG keine genauen Angaben

AFP keine genauen Angaben, kaum sinnvoll

B-HCG wurden in einer Arbeit von Couch (16) bei einem Grenzwert von 10 mIU/ml eine
Spezifitat von 96% und eine Sensitivitiat von 36% angegeben. An malignen Erkrankungen
waren in dieser Serie Karzinome, Sarkome, Mesotheliome und Lymphome enthalten, also
Erkrankungen, bei denen sowohl der immunhistochemische Nachweis als auch erhohte
Serumspiegel von B-HCG sehr selten sind. Alpha-1-acidylglycoprotein zeigte zwar keine
hohe Spezifitit, doch waren in einer Serie von insgesamt 50 Patienten Werte unter 39 ng/ml
nur bei benignen Erkrankungen zu finden (11). Fiir pregnancy associated glycoprotein
finden sich iiber Sensitivitdt und Spezifitit keine Angaben, doch soll es bei Aszitespunktaten
gewisse diagnostische Hinweise geben konnen (1). Die Bestimmung von alpha-Fetoprotein
soll wegen einer sehr geringen Frequenz hoher Werte nicht sinnvoll sein (11).

Bei Anwendung geeigneter Techniken, Antikérper und Grenzwerte, kann durch den
Nachweis von Tumormarkern somit mit hoher Spezifitit, aber nur maBiger Sensititvitat
zwischen benignen oder malignen Ursachen eines Aszites oder Pleuraergusses unterschie-
den werden. Diese Methoden sind vor allem geeignet, Karzinome, weniger andere
Malignome zu erkennen. Als gesichert kann der Wert der Bestimmung von CEA in der
Punktatfliissigket gelten. Diese Bestimmung ist fiir die Routine zu empfehlen. Der
immunzytochemische Nachweis von CEA ist zwar aufwendiger, bietet aber den Vorteil
einer hoheren Spezifitat und die Moglichkeit, Tumorzellen direkt nachzuweisen. Deshalb
sollte man von dieser Methode durchaus in bestimmten Féllen Gebrauch machen, auch weil
manchmal immunzytochemisch Tumorzellen bei normalem CEA in der Punktatfliissigkeit
gefunden werden. Der Wert der iibrigen besprochenen Antigene ist noch nicht gesichert und
sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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