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Verwendete Abkiirzungen

AILD angio-immunoblastic lymphoid disorder
ALL Akute lymphatische Leukéimie

AML Akute myeloische Leukiimie

ATCL Adulte T-Zell-Leukémie

B-CLL B-Chronische lymphatische Leukéimie
BCR-ABL break point cluster region ABL
B-NHL B-Non-Hodgkin Lymphom

C-ALL common acute lymphoblastic leukemia
Ca. Carcinom

CD 27 cluster of differentiation 27

CML Chronische myeloische Leukémie
CMV Cytomegalievirus

CT Computertomographie

DNS Desoxyribonukleinsiure

FAB French-American-British-Group
FACS fluorescence-activated cell sorter
FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
GI-Tumor Gastrointestinaler Tumor

IgG, IgM Immunglobulin Typ G, Typ M

KOC KH-domain containing protein overexpressed in cancer
LDH Laktatdehydrogenase

M. Crohn Morbus Crohn

MALT mucosa associated lymphatic tissue
mRNA Boten-Ribonukleinsiure

MRT Magnetresonanztomographie

NHL Non-Hodgkin Lymphom

NOS Not otherwise specified
NK-Zell-Lymphom Natiirliche Killerzellen Lymphom
PCR Polymerase Kettenreaktion

PLL Pro-Lymphozyten-Leukimie

RNA Ribonukleinséure

RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction

Staph. aureus

Staphylokokkus aureus

TAE tris acid edta-puffer

TNF Tumornekrosefaktor
WHO World Health Organisation
ZNS Zentrales Nervensystem

Zyto

Zytologie



1. Einleitung

Eine korrekte und moglichst vollstindige Ausbreitungsdiagnostik maligner Erkrankungen
(Staging) ist die Basis prognostischer Aussagen und essentiell fiir eine stadiengerechte
Behandlung. Bildgebende Verfahren spielen hierfiir in den letzten Jahrzehnten die
entscheidende Rolle und haben insbesondere in der Lymphomdiagnostik invasive
Massnahmen wie die explorative Laparatomie und Splenektomie zum Staging maligner

Lymphome abgelost.

Die zunehmende Verfiigbarkeit funktioneller Verfahren wie der Positronen-Emissions-
tomographie (PET) hat die Sensitivitit und Spezifitdt des Stagings weiter verbessert [23, 24].
Trotz dieser Fortschritte ist es bislang nicht gelungen, eine Ausbreitung maligner
Erkrankungen im Zentralen Nervensystem (ZNS) mit hinreichender Zuverlédssigkeit zu
diagnostizieren. Besondere Bedeutung hat der Befall des ZNS bei malignen himopoetischen
Erkrankungen, die das Kompartiment des ZNS als ,,Riickzugsraum* nutzen: Konventionelle
therapeutische MaBBnahmen sind héufig nicht in der Lage, den ,,Dritten Raum* des ZNS zu
erreichen. Von dort aus kommt es zur Repopulation des eigentlich tumorfreien Organismus.
Nur intensivierte Therapiemalnahmen wie die intrathekale Applikation von Zytostatika,
ZNS-Bestrahlung oder die hochstdosierte Anwendung von wenigstens zum Teil
liquorgéngigen Substanzen vermag dieses Problem teilweise zu 16sen, hdufig um den Preis
erheblicher Toxizitdt. Besonders oft wird der ZNS-Befall bei der akuten lymphatischen
Leukdmie (ALL), der akuten myeloischen Leukdmie (AML), sowie im akuten Blastenschub
einer chronisch myeloischen Leukdmie (CML) beobachtet [40]. Er ist aber auch bei den Non-
Hodgkin-Lymphomen (NHL) und sehr selten beim Hodgkin Lymphom beschrieben worden
[2,4, 11, 18, 29]. Eine ZNS Beteiligung bei Diagnosestellung wird bei fiinf bis sieben Prozent
der AML Patienten [6] und in bis zu zehn Prozent der Patienten mit einer adulten ALL
festgestellt [10]. Die Inzidenz fiir das Auftreten eines Befall des ZNS bei NHL Patienten ist
hiufig und kann, abhédngig vom histopathologischen Subtyp, bis zu 30 % erreichen [2, 11, 18,
29]. Isolierte ZNS-Lymphome sind eine seltene, schwierig zu diagnostizierende und zu
therapierende Entitit.

Seltener ist die Beteiligung des ZNS bei soliden Tumoren, wobei hier vor allem das
Mammacarcinom, das kolorektale Karzinom und das Maligne Melanom [19, 36] Erwédhnung

finden sollten.



Tabelle 1: WHO-Klassifikation der malignen Lymphome [14]

B-Zell-Lymphome NK/T-Zell-Lymphome
*ALL *ALL
*CLL *CLL
*PLL *PLL
*Splenisches Marginalzonen-L. *NK-Zell-Lymphom
*Haarzell-Leukimie *ATCL
Plasmazellerkrankungen Kutane Lymphome

*Multiples Myelom *Mycosis fungoides

*Plasmozytom *Sezary Syndrome

*Primire Amyloidose *Primir kutan anaplastisches L.

*Schwerkettenkrankheit
*MALT-Lymphom Extranodale Lymphome
*Marginalzonenlymphom nodal *Nasales T-Zell-Lymphom
*Folliculdres Lymphom *Enteropathie assoziiertes Lymphom
*Diffus groBzelliges Lymphom *Hepatosplenisches Lymphom
*Mediastinales Lymphom *Subcutanes, panniculitis-like T-Zell-L.
eIntravaskuldres Lymphom Nodale Lymphome
*Primary effusion lymphoma *AILD
*Burkitt Lymphom *Peripheres T-Zell-Lymphom

*Anaplastisches T-Zell-Lymphom
*Post-Transplantations-Lymphom *Blastdres NK-Zell-Lymphom
Morbus Hodgkin
Noduldr Lymphozyten pridominant | Klassischer Hodgkin

(ALL= Akute lymphatische Leukdmie, CLL= Chronische lymphatische Leukédmie, PLL= Pro-Lymphozyten
Leukimie, NK-Zell-Lymphom= Natiirliche Killerzellen Lymphom, ATCL= Adulte T-Zell-Leukdmie, MALT=
mucosa associated lymphoid tissue = schleimhautassoziiertes lymphatisches Gewebe, AILD= angio-

immunoblastic lymphoid disorder, L.= Lymphom)



Standardverfahren fiir die Diagnose eines ZNS — Befalls sind neben den bildgebenden
Verfahren wie Kernspintomographie (MRT) [5, 16, 21, 34] und Computertomographie (CT)
[28, 35] morphologische und laborchemische Untersuchungen des Liquors. Da eine ZNS-
Mitbeteiligung anfangs asymptomatisch bleiben kann, wird eine Lumbalpunktion mit einer
zytologischen Untersuchung des Liquors als initiale Stagingprozedur bei héamato-
onkologischen Patienten empfohlen [2, 10]. Trotz dieser Malnahmen wird ein Teil der
Patienten nicht addquat diagnostiziert. Besonders bei indolenten lymphoproliferativen
Erkrankungen kann die zytologische Differenzierung zwischen Tumorzellen und reaktiven
Lymphozyten, wie sie zum Beispiel bei einer viralen Meningitis vorkommen konnen,
schwierig sein. Ahnlich wie bei den soliden Tumoren kann die erste zytologische
Untersuchung des Liquors in bis zu 40 % der Patienten mit einem Liquorbefall durch ein
Non-Hodgkin-Lymphom ein falsch negatives Ergebnis liefern [3, 30, 42]. Auch bei einer
Wiederholung der Untersuchung des Liquors kann bei Patienten mit einem meningealen
Befall in fiinf bis zehn Prozent der Fille keine definitive Diagnose gestellt werden. Falsch
negative Ergebnisse sind nicht nur auf untersucherabhingige Faktoren zuriickzufiihren.
Héaufige Fehler entstehen durch zu wenig Material, zu lange Lagerung der Probe oder zu
geringe Tumorlast [9]. Fiir eine prézisere Diagnose sind deswegen zusitzliche Methoden zur
besseren Unterscheidung zwischen malignen lymphatischen Zellen und reaktiven Zellen
notwendig.

Die Spezifitit der Liquorzytologie ist sehr gut. Falsch positive Ergebnisse kommen bei der
Untersuchung durch erfahrene Zytopathologen selten vor [38]. Allerdings kann es vor Allem
bei der Beurteilung einer Liquorprobe von Patienten mit schwerer Grunderkrankung und
unspezifischer Mitreaktion des Liquorraumes im Rahmen eines generalisierten Infektes zu

einer Fehlinterpretation kommen.

In den letzten Jahren wurden groe Anstrengungen unternommen, um die Tumor-
diagnostik aus Liquor zu verbessern. Eine Moglichkeit bietet die Immunzytologische Analyse
mit monoklonalen Antikorpern gegen Oberflichen-Antigene der interessierenden
Tumorzellen. Diese Methode ist hdufig durch die niedrige Zellzahl im Liquor eingeschrénkt,
von geringer Sensitivitdit und trigt nur wenig zur standardmifigen morphologischen
Begutachtung bei [12]. So stellen zum Beispiel Hovestadt et al. [12] bei ihren
immunzytologischen Analysen von Patienten mit soliden Tumoren oder malignen

himatologischen Erkrankungen eine Sensitivitit von 54 %, aber eine Spezifitit von 98 % bei



Verwendung der Immunzytologie fest. Die Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass die
Immunzytologie nicht als Screening-Verfahren eingesetzt werden sollte. Der diagnostische
Gewinn immunzytologischer Verfahren im Vergleich zur reinen Morphologie betrigt acht bis
zwolf Prozentpunkte [1, 12]. Verbessert werden kann dieses Ergebnis zum Beispiel mittels
einer Immunphénotypisierung durch die Multiparameter Flow Zytometrie (FACS) [8, 31].
Dabei werden nicht nur mehr Zellen untersucht, sondern es konnen auch erheblich mehr
verschiedene Epitope mittels verschiedener Antikorper getestet werden. Vor Allem aber
konnen Mehrfachmarkierungen Ko-Expressionen bestimmter Epitope nachweisen, die
charakteristisch fiir bestimmte Malignome sind.

Obwohl verschiedene humorale Tumormarker im Liquor auftauchen, ist ihr Einsatz im
klinischen Alltag zur Diagnosestellung einer malignen Infiltration des Liquors nicht etabliert.
Verschiedene 16sliche Serummarker wie zum Beispiel Albumin, IgG, IgM, Fibronektin, 3 2-
Mikroglobulin, Tumornekrosefaktor (TNF)-oo und oligoklonale Immunglobulin-Banden
wurden bei Leukdmie- und Lymphompatienten im Liquor bestimmt. Trotz der Tatsache dass
eine Reihe von Verdnderungen entdeckt wurden, konnte kein zuverldssiger Parameter zur
Diagnose eines Liquorbefalls gefunden werden [39]. Dies erscheint nicht verwunderlich, da
alle erwidhnten Parameter auch Produkte der physiologischen Reaktion des Immunsystems

sind und somit auch bei entziindlichen Verdnderungen hiufig vorkommen.

Neben diesen aufgefiithrten Markern wurden bei soliden Tumoren eine Reihe weiterer
Tumormarker im Liquor untersucht. So wurde zum Beispiel gepriift, ob die Bestimmung der
D-Dimere (Fibrinspaltprodukt) als Marker dienen kann, um einen meningealen Befall
anzuzeigen. Obgleich dieser Test fiir bestimmte Neoplasien nicht spezifisch ist, zeigten diese
Daten, dass die Bestimmung der D-Dimere in der Diagnosestellung bei einem ZNS-Befall
und in der Therapieiiberwachung niitzlich sein kann. Allerdings sind die D-Dimere auch nach
traumatischer Lumbalpunktion mit subklinischer Blutung erhoht, so dass sie sich nicht als
Parameter zu Verlaufskontrolle bei hdufig punktierten Patienten eignen [7]. Die Kombination
aus einem unspezifischen Tumormarker, wie zum Beispiel des LDH Isoenzym 5 und der
zytologischen Begutachtung kann die Diagnostik verbessern, bietet aber letztlich keine

hinreichende Sicherheit [22].

Eine Vielzahl weiterer Tumormarker ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. Viele
dieser Marker (z. B. Fibronectin [17], TNF-a [13], 16sliches CD 27 [15]) scheinen viel
versprechend zu sein, bendtigen jedoch zur Validierung weitergehende Untersuchungen, um

sich im klinischen Gebrauch durchsetzen zu konnen.



Eine weitere Moglichkeit der molekularbiologischen Identifizierung von malignen
Zellen bietet die Diagnostik auf der Ebene der DNA bzw. der RNA. Hierbei bedient man sich
der Polymerase Kettenreaktion (PCR) oder der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) [21,
33]. Grundlage hierfiir ist die Kenntnis spezifischer genetischer Veridnderungen innerhalb
einer Tumorzellpopulation. Insbesondere maligne Lymphome und Leukdmien zeichnen sich
durch das Vorhandensein spezifischer genetischer Aberrationen aus (Tabelle 2). So weist eine
Unterform der ALL (Common ALL) hiufig eine Chromosomentranslokation t (9;22) mit dem
Fusionsgen BCR-ABL auf. Bei der AML findet man héufig eine Inversion auf Chromosom
16 mit dem Fusionsgen CBFBMYHI1 1, eine Translokation t (15;17) oder t (8;21). Mittels sehr
sensitiver Methoden wie der PCR gelingt der Nachweis geringster Mengen DNA als Indikator
fiir residuellen Befall. Problematisch ist jedoch, dass nicht zwischen autochthonen Zellen des
Liquors und kontaminierenden Zellen aus dem Blut unterschieden werden kann. Die
Komplexitidt der verschiedenen Chromosomenaberrationen, welche den unterschiedlichen
Leukdmien beziehungsweise Lymphomen, aber auch soliden Tumoren zugrunde liegen
konnen, macht es beinahe unméglich mittels dieser Verfahren ein Screening durchzufiihren.
In einer Liquorprobe konnen nicht alle theoretisch moglichen Verdnderungen untersucht
werden. Zudem stellt sich das Problem, dass immer noch mehr als 70% aller Malignome
nicht iiber bekannte Aberrationen verfiigen. Auflerdem sind die Untersuchungsmethoden teuer

und aufwindig [37].
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Tabelle 2: Distinkte Aberrationen himatologischer Neoplasien [14]

Aberration Krankheitsbild Involvierte Gene
t(14;18)(932;921) Follikulares NHL BCL-2, Igh
Diffus groBzellig
1(8;14)(g24;932) Burkitt-Lymphom c-myc, Igh
1(8;22)(g24;q11) Burkitt-Lymphom c-myc, Igl
(2;8)(p11;924) Burkitt-Lymphom c-myc, Igk
t(11;14)(q13;932) Mantelzell-Lymphom Cyclin D1
B-CLL
t(11;18)(g921;921) Marginalzonen-Lymphom/MALT API1, MALT1
t(14;18)(932;921) Marginalzonen-Lymphom/MALT MALT, Igh
t(1;14)(g21;922) Marginalzonen-Lymphom/MALT BCL-10; Igh
t(1;2)(q22;p12) Marginalzonen-Lymphom/MALT BCL-10, Igk
t(2;18)(p11;921) B-CLL BCL-2, Igk
t(18;22)(g21;911) B-CLL BCL-2, Igl
t(14;19)(932;q13) B-CLL BCK-3, IGh
1(9;14)(p13;032) lymphoplasmocytisches Lymphom Igh
t(3;14)(927;932) de novo diffus groBzellig Igh
1(3;22)(927;911) de novo diffus groBzellig Igl
1(3;2)(p12;0927) de novo diffus groBzellig Igk
(

t(15;17)

Promyelozytenleukamie

Retinsaurerezeptor

t(8;21) Akute myeloische Leukamie

Inv (16) Akute myeloische Leukamie CBF
1(9;22) CML, C-ALL BCR-ABL
t(2;5) groBzellig anaplastisches Lymphom ALK, NPM

[t= Translokation, in Klammer entsprechend die beteiligten Chromosomen und der Genort, bezeichnet mit p

(kurzer Arm des Chromosoms) und q (langer Arm des Chromosoms); Inv= Inversion, NHL= Non-Hodgkin-

Lymphom, BCL-2= B-cell lymphoma 2 associated oncogene, Igh= Immunglobulin-heavy-locus, c-myc= c-

myelocytomatosis oncogene, Igl= Immunglobulin-lambda chain complex, Igk= Immunglobulin-kappa locus, B-

CLL= Chronisch-lymphatische-B-Zell-Leukédmie, API 1= alpha-2-antiplasmin 1, MALT 1= mucosa associated

lymphatic tissue lymphoma translocation gene 1, BCK= brain-type creatin kinase, CBF= cytosinmonophosphat

binding factor, BCR= breakpoint cluster region, ABL= Abelson tyrosin kinase, ALK= anaplastic lymphoma

kinase, NPM= nucleophosmin, CML= Chronisch myeloische Leukdmie, C-ALL= common acute lymphoblastic

leukemia]
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Ein ideales Verfahren zum Nachweis maligner Zellen im Liquor sollte folgende
Eigenschaften besitzen:

e anwendbar bei moglichst vielen Malignomen

¢ cinfache Durchfiihrbarkeit des Tests

¢ zumindest semiquantitative Aussage moglich (Verlaufskontrolle)

® hohe Spezifitit zur Abgrenzung von reaktiven Befunden

KOC als neuer Marker fiir Malignitéit

1997 hat die Arbeitsgruppe von Mueller-Pillasch et al. in einer weit angelegten
Untersuchung fiir unterschiedliche exprimierte Genprodukte in Pankreaskarzinomzellen ein
Gen identifiziert, welches ein neuartiges Protein mit vier K-homologen (KH) Doménen
kodiert. Dieses KOC genannte Gen (KH-domain containing protein overexpressed in cancer)
ist im Pankreaskarzinom iiberexprimiert und in entziindlichem oder normalem Zellgut nicht
nachweisbar [25-27, 41]. Eine bekannte Funktion von Proteinen, die eine KH-Domine
enthalten, ist die Regulation der mRNA. Damit kommt ihnen eine Bedeutung bei
fundamentalen biologischen Prozessen wie der Zellentwicklung, Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und in der Karzinogenese zu [32]. So lieB sich die KOC-Expression schon
in frithen Schwangerschaftsstadien in Maiuseembryonen nachweisen. In der spiten
Schwangerschaft lieBen sich die hochsten Konzentrationen fiir KOC im Magen, Pankreas,
Niere und dem sich entwickelnden Gehirn nachweisen [26]. KOC ist damit ein oncofetales
Gen. Es konnte eine Rolle in der Regulation der Tumorzellproliferation spielen, indem es bei
der Transkription und/ oder bei posttranskriptionellen Prozessen interferiert. Die genaue

Rolle von KOC in der Tumorbiologie ist noch unklar.

Das vorliegende Datenmaterial legt den Schluss nahe, dass KOC insbesondere in
malignen Tumoren und im embryonalen Gewebe exprimiert wird [25, 26] und deswegen ein
ideales Ziel zur Diskrimination maligner und benigner Prozesse bei adulten Organismen
darstellt.

So erwies sich die KOC in einer prospektiven Untersuchung von Mueller et al. bei 76
Patienten, die einer Feinnadelpunktion fiir die weitere Diagnostik einer abdominellen
Raumforderung von Aszites, Zysten oder Liquor cerebrospinalis unterzogen wurden, als
probater Marker fiir Malignitit [27].

Neben der Moglichkeit des Nachweises mittels RT-PCR auf RNA-Ebene gibt es mittlerweile

einen monoklonalen Antikorper, der sich zur immunhistochemischen Analyse eignet [41].
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Eigene, nicht publizierte Voruntersuchungen an hiamatopoetischem Zellmaterial lieferten
gute Ausgangsdaten fiir die Anwendung dieser Untersuchungsmethode fiir die Diagnostik von
Leukidmien und Lymphomen. Aufgrund dieser Daten sollte diese vorliegende Untersuchung

folgende Fragen kléren:

1. Lassen sich Liquorproben mittels RT-PCR auf das Vorhandensein KOC-
exprimierender Zellen hin untersuchen?
2. Welche Erkrankungen eignen sich zur Untersuchung mittels KOC?

3. Korrelieren die Ergebnisse der KOC-Diagnostik mit den zytologischen Daten ?

13



2. Materialien und Methoden

2.1 Herkunft und Gewinnung der untersuchten Zellen

2.1.1 Herkunft der Proben

Alle in dieser Arbeit verwendeten Liquorproben wurden von Patienten der Universitidt Ulm,
Abteilung Innere Medizin III, mit deren ausdriicklichem Einverstindnis gewonnen. Die
Entnahmen fanden im Rahmen der aus klinischer Indikation notwendigen Kontroll-

Untersuchungen statt. In der Mehrzahl handelte es sich um stationére Patienten.

2.1.2 Entnahmetechnik fiir Liquor

Von jedem Patienten wurde zu diagnostischen Zwecken Liquor cerebrospinalis mittels einer
Lumbalpunktion mit einer sterilen Einwegkaniile mit Mandrin 8 (22 G x 90mm) unter
aseptischen Bedingungen gewonnen. Die ersten fiinf Tropfen wurden verworfen und der
Liquor in sterilen Plastikrohrchen gesammelt und ziigig weiterverarbeitet. Die Liquormenge

lag bei 0,5 bis 3 ml. Ein Aliquot von ca. 400 pul wurde fiir die Zytologie verwendet.

2.2 Bestimmung der KOC Expression in Zellen aus der Lumbalpunktion

1x10° Zellen (bei geringer Zellzahl im Liquor entsprechend weniger) wurden mit 1ml
humanem Serum gemischt und unmittelbar danach bei 1200 Umdrehungen pro Minute fiir 2
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die zuriickgebliebenen Zellpellets in
RNeasy Mini Kit Lysepuffer (Firma Qiagen, Hilden, Deutschland) resuspendiert und die
Gesamt-RNA unter Verwendung des gleichen Kit nach der Anweisung des Herstellers
extrahiert. Die cDNA Synthese und die Polymerase Kettenreaktion wurden mit dem ,,One
Step PCR Kit“ (Firma Qiagen, Hilden, Deutschland) unter Verwendung von KOC
Genspezifischen Primern durchgefiihrt. Die Annealingtemperatur betrug 55°C fiir 32 Zyklen.
Die PCR Produkte wurden auf einem 1%igen Agarose/ TAE Gel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefirbt.



Die KOC RT-PCR Assays wurden Einfachblind und von verschiedenen Mitarbeitern

unabhiingig voneinander durchgefiihrt.

2.3 Zytologische Untersuchung der gewonnenen Lumbalpunktionen

Fiir die Zellzdhlung wurde eine Zihlkammer nach Neubauer verwendet. 20 ul Liquor wurden
mit 2 ml Hamolysereagenz vermischt (Verdiinnungsfaktor 1:100). Nach dem Auflegen des
Deckglases auf die Zihlkammer wurde diese langsam mit der verdiinnten Probe gefiillt, bis
der Uberschuss in die Uberlaufrinne floss. Um Verdunstung zu vermeiden wurde die
Zihlkammer in eine feuchte Kammer gelegt. Mit dem 40fachen Objektiv wurde die Zellzahl
(n) in fiinf Gruppenquadranten, bestehend aus je 4x4 Kleinstquadranten, ausgezihlt. Fiir die
Zihlung wurden alle Zellen verwertet, die innerhalb der mittleren der drei Begrenzungslinien
der Gruppenquadrate lagen, sowie die Zellen, die die mittlere Linie von zwei Seiten
beriihrten, zum Beispiel am linken und unteren Rand des Gruppenquadrats, also L-formig.
Fiinf Gruppenquadrate ergeben ein Volumen von 0,02 pl. Multipliziert man die Zellzahl mit
50, ergibt sich die Anzahl der Zellen pro ul Liquor.

Die Aufrundung der Zellzahlen auf ganze Zahlen gewihrleistet eine bessere Ubersichtlichkeit
bei der Auswertung. Unter Beriicksichtigung aller zur Verfiigung stehenden klinischen
Informationen fiihrte ein zytologisch erfahrener Arzt die Auswertung des Untersuchungsgutes
durch. Insbesondere wurde der Anteil der unterschiedlichen Zellsubgruppen (Granulozyten,
Lymphozyten, Blasten) differenziert. Der abschlieBende Befund wurde in die Kategorien
reaktiv, entziindlich-granulozytdr, maligne epithelial, maligne lymphatisch, maligne
myeloisch oder nicht diagnostisch eingeordnet.

Die Auswertung bezieht sich auf die jeweils zum Punktionszeitpunkt klinisch verwertete
Interpretation der Liquorzytologie. In Fillen mit diskrepanten Befunden wurden die Préaparate

nochmals mikroskopiert.
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2.4 Auswahl der Patienten

Alle im Untersuchungszeitraum gewonnenen Liquorproben wurden neben einer zytologischen
Untersuchung auch einer KOC Bestimmung unterzogen. Insgesamt standen 62 Patienten fiir
die Untersuchung zur Verfiigung.
Von den insgesamt 62 Patienten konnten 43 fiir die Auswertung verwendet werden.
Voraussetzung fiir den Einschluss in die Untersuchung war ein eindeutiger zytologischer
Befund kombiniert mit einer eindeutigen KOC-Analyse. 19 Patienten wurden von der
Auswertung ausgenommen. Griinde waren ein nicht eindeutiger zytologischer Befund bedingt
durch Blutkontamination, eingeschriinkte, beziehungsweise unzureichende Beurteilbarkeit des
Préparates bei schlechter Erhaltung des Probenmaterials oder retrospektiv nicht auffindbare
Liquorbefunde, sowie eine nicht eindeutige KOC-Analyse des Punktats als fraglich positiv
beziehungsweise fraglich negativ oder fehlend.
Bei den in die Studie aufgenommenen 43 Patienten wurde aus medizinischen Griinden oder
bedingt durch unzureichende Beurteilbarkeit des gewonnenen Materials (Blutkontamination,
zu geringe Probenmenge, schlechte Erhaltung des Materials) eine zweite (18 Patienten) oder
mehrere (sechs bzw. fiinf Patienten) Lumbalpunktionen durchgefiihrt. Somit konnte auf
insgesamt 71 untersuchte Probenpaare zuriickgegriffen werden.

Die Zuteilung zu einer jeweiligen Gruppe erfolgte anhand der Primérdiagnose des

Patienten.
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2.5 Statistik

Wegen der teilweise geringen Fallzahl werden die Ergebnisse in erster Linie deskriptiv
dargestellt. Einige wichtige statistische Parameter fiir das gesamte Patientenkollektiv wurden
anhand folgender Formeln berechnet. Innerhalb der Subgruppen wurde darauf wegen der

geringen Fallzahlen verzichtet.

. Anzahl der richtig Positiven
Sensitivitit =

Anzahl der richtig Positiven + Anzahl der falsch Negativen

Anzahl der richtig Negativen

Spezifitit = — : —
Anzahl der richtig Negativen + Anzahl der falsch Positiven

. o Anzahl ichtig Positi
Positiv pradiktiver Wert = nzahl der richtig Positiven

Anzahl der richtig Positiven + Anzahl der falsch Positiven

Negativ pridiktiver Wert = Anzahl der richtig Negativen

Anzahl der richtig Negativen + Anzahl der falsch Negativen
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 71 Liquorproben von 43 Patienten untersucht. Je nach Hauptdiagnose
wurden 4 Gruppen gebildet:
e Reaktive Verdnderungen — diese Gruppe enthielt alle entziindlichen Verdnderungen
und umfasste 6 Patienten
e Maligne myeloische Leukdmien — unter dieser Entitdt wurden 11 Patienten mit bereits
diagnostizierter myeloischer Leukdmie (AML sowie CML in chronischer Phase)
subsummiert
e Maligne lymphatische Erkrankungen — diese Gruppe umfasste alle lymphatischen
Leukdmien - auch eine CML im lymphatischen Blastenschub und Lymphome,
insgesamt 23 Patienten
e Solide Tumoren — hier wurden 3 Patienten mit nicht hdmopoetischen malignen

Erkrankungen eingeschlossen

Vorausgesetzt die zytologische Untersuchung wird als Standard zur Beurteilung maligne
versus benigne herangezogen, hat die KOC-Diagnostik am Gesamtkollektiv eine Sensitivitit
von 60%, eine Spezifitit von 94% sowie einen positiven pradiktiven Wert von 75% bei einem
negativen pradiktiven Wert von 89%. Die Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 7

dargestellt.
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ABBILDUNG 1: ALLE PATIENTEN, 1. LIQUORPROBE, 43 MESSUNGEN

(Zyto= Zytologie, KOC= KH-domain containing protein overexpressed in cancer)

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Auswertung bezogen auf die Diagnosegruppen

dargestellt.

3.1 Reaktive Verinderungen

Sechs Patienten (fiinf Méanner und eine Frau, Altersmittelwert 54 Jahre, Range 32 bis 70
Jahre) wurden der Gruppe der entziindlichen/ reaktiven Veridnderungen im Liquor zugeordnet.
Die klinischen Diagnosen der Patienten waren CMV-Meningoenzephalitis, Pneumonie,
Pankreatitis, Sepsis bei Zustand nach akuter Aortendissektion Typ A mit Aorta ascendens-
Ersatz, M. Crohn und Staphylococcus aureus Meningitis. Bei allen sechs untersuchten Proben
konnte in der zytologischen Untersuchung (Mittelwert 48,3 Zellen/ul Liquor, Range 1 bis 198
Zellen/ pl Liquor) eine maligne Erkrankung im Liquor sicher ausgeschlossen werden. Dieser
Befund bestitigte sich in der KOC-PCR, alle sechs Proben waren KOC negativ. An einem
Patienten (CMV-Enzephalitis) mit der Probennummer 38 wurden im Verlauf noch zwei
weitere Liquorpunktionen im Abstand von 4 und 70 Tagen durchgefiihrt. Die {iibrigen

Patienten wurden nicht mehr punktiert.
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Tabelle 3: Reaktive Liquorbefunde, 6 Patienten, bei einem Patienten insgesamt 3 Punktionen

CMV-Meningoenzephalitis, Pneumonie, Pankreatitis, Sepsis, Morbus Crohn,

Staph. aureus Meningitis

Entnahme Nr. Patienten Zyto + /IKOC + | Zyto-/KOC + | Zyto + /KOC - | Zyto - /KOC -
1 6 0 0 0 6
2 1 0 0 0 1
3 1 0 0 0 1

(CMV= Cytomegalievirus; Staph.= Staphylokokkus, KOC= KH-domain containing protein overexpressed in
cancer, Zyto= Zytologie)

ABBILDUNG 2:

GRANULOZYTARE ENTZUNDUNG IM LIQUOR,
MAY-GRUNEWALD/ GIEMSA-FARBUNG

(100-fache Vergroflerung)

zytologisches Labor, Dr. M. Bommer, Innere Medizin III, Universitit Ulm
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3.2 Myeloische Leukimien (AML und CML)

Elf Patienten (acht Minner und drei Frauen, Altersmittelwert 54,5 Jahre, Range 17 bis 81
Jahre) wurden mit der Diagnose einer akuten myeloischen Leukdmie sowie einer chronisch
myeloischen Leukidmie bei Verdacht auf eine Mitbeteiligung des Liquorraums ebenfalls einer
Liquorpunktion unterzogen (Mittelwert 126,3 Zellen/ ul Liquor, Range 1 bis 884 Zellen/ul
Liquor).

Bei zwei in der Zytologie positiven Proben konnte KOC nachgewiesen werden. Bei einem
Patienten (Probe Nr. 36) mit einer akuten myeloischen Leukdmie wurde drei mal im Abstand
von zwolf und vierzehn Tagen (884, 11 und 5 Zellen/ pl Liquor) KOC mit einer jeweils
positiven Zytologie nachgewiesen. In diesem Fall war die KOC-Analyse bei abnehmender
Liquorzellzahl unter sequentieller intrathekaler Therapie und weiter positiver Zytologie
ebenfalls positiv.

In der ersten Punktion waren bei sechs Proben sowohl die Zytologie als auch die
KOC-PCR negativ. Bei zwei Patienten konnte diese Konstellation in einer zweiten
Liquorprobe bestitigt werden.

Diskrepante Ergebnisse lieferten zwei in der ersten Zytologie positive Liquorproben (Nr. 27,
28): die KOC-PCR fiel negativ aus. Dieses negative Ergebnis ergab sich bei den gleichen
zwel Patienten erneut bei einer anschliefenden Wiederholung der Punktion.

Bei Patient Nr. 27 konnte bei einer dritten und vierten Untersuchung, im Gegensatz zur ersten
und zweiten Punktion, nach intrathekaler Applikation von Methotrexat und AraC
(Arabinosyl-Cytosin) in der zytologischen Begutachtung kein Liquorbefall mehr
nachgewiesen werden. Die KOC-PCR fiel wie in den vorangegangenen Untersuchungen

erneut negativ aus.

Tabelle 4: Myeloische Leukimien (Chronisch myeloische und Akute myeloische Leukimie) 11 Patienten

Entnahme KOC+ Zyto

Nr. gesamt Zyto+ /KOC + Zyto-/KOC+ Zyto+/KOC- Zyto-/KOC -
1 11 2 0 2 7

2 6 1 0 2 3

3 3 1 0 0 2

4 2 0 0 0 1

(KOC= KH-domain containing protein overexpressed in cancer; Zyto= Zytologie)
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ABBILDUNG 3: AKUTE MYELOISCHE LEUKAMIE (MYELOMONOZYTAR),
LIQUORZYTOLOGIE, MAY-GRUNEWALD/ GIEMSA-FARBUNG
(100-fache VergroBlerung)
zytologisches Labor, Dr. M. Bommer, Innere Medizin III, Universitit Ulm

3.3. Akute lymphatische Leukimie und lymphatische Blastenschiibe bei CML, maligne
und indolente Non-Hodgkin-Lymphome, M. Hodgkin

23 Patienten (15 Ménner und 8 Frauen, Altersmittelwert 47,5 Jahre, Range 17 bis 81 Jahre)
mit einer diagnostizierten ALL, einer CML im lymphatischen Blastenschub, einem
hochmalignen Non Hodgkin Lymphom (NHL) und der Diagnose eines indolenten Lymphoms
sowie eines M. Hodgkin wurden ebenfalls bei dringendem Verdacht auf eine maligne ZNS-
Mitbeteiligung durch ihre Grunderkrankung einer Liquordiagnostik unterzogen. Der
Mittelwert der Liquorzellzahl lag bei 15,5 Zellen/ pul (Range 1 bis 155 Zellen/ul).

Bei 16 Patienten konnte zytologisch bei der ersten Punktion kein Befall nachgewiesen
werden, konkordant hierzu war die negative KOC-PCR. Bei drei Patienten wurde in der
Primirdiagnostik ein maligner Befall des Liquors durch eine lymphatische Leukdmie (ALL,
B-CLL, Mantelzell-Lymphom) festgestellt, die KOC-PCR war bei diesen Proben positiv. Bei
einem Patienten mit der Diagnose Mantelzell-Lymphom (Probe Nr. 22) wurde dieses

Ergebnis in der zweiten Untersuchung bestitigt.
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Beim Patienten mit der Probe Nr. 4 deckten sich die nach 21, 23 und 27 Tagen erneut
durchgefiihrten Punktionen bei nun negativer Zytologie mit einem nun auch negativ
gewordenen KOC-Nachweis. Der Patient erhielt nach der ersten Punktion eine intrathekale
Chemotherapie mit Methotrexat (MTX).

Lediglich ein Patient (Probe Nr. 20) lieferte bei drei weiteren Punktionen nach vier, sieben
und elf Tagen eine Diskrepanz zwischen weiterhin positiver Zytologie und einem nun
negativen KOC-Nachweis.

Auch der Patient mit der Probennummer 16 zeigte in dieser Gruppe eine Diskrepanz. Trotz
der negativen Zytologie lieferte die PCR fiir das KOC ein positives Ergebnis.

Bei insgesamt elf Patienten aus der Gruppe der lymphatischen Reihe (ALL, CLL, Lymphom,
CML, M. Hodgkin) wurde im Verlauf nach 5 Tagen im Median (Range 2 bis 93 Tage) eine
erneute Kontrolle des Liquors durchgefiihrt (12,4 Zellen/ ul Liquor im Mittel, Range 1 bis 69
Zellen/ pl Liquor). Bei sieben Patienten war die Zytologie, wie auch die KOC-PCR, negativ.
In diese Gruppe wurde auch eine Patientin (17 Jahre alt) mit einem Morbus Hodgkin
aufgenommen. Bei ihr wurden zwei Punktionen im Abstand von drei Tagen und einer
Zellzahl von 54 bzw. 22 Zellen/ ul Liquor durchgefiihrt. Beide Male konnte ein Befall des
ZNS durch Hodgkin-Zellen zytologisch ausgeschlossen werden. Jedoch fiel das KOC bei der
ersten Punktion positiv aus. In der zweiten Liquorprobe war das KOC nun korrelierend zum

negativen zytologischen Befund negativ ausgefallen.

Tabelle 5: Lymphatische Leukimien und maligne Lymphome, 23 Patienten

Entnahme KOC+ Zyto

Nr. gesamt Zyto + /IKOC + Zyto-/KOC + Zyto +/KOC- Zyto-/KOC -
1 23 3 2 2 16
2 11 1 0 3 7
3 2 0 0 1 1
4 2 0 0 1 1

(KOC= KH-domain containing protein overexpressed in cancer; Zyto= Zytologie)
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3.4. Solide Tumore

Drei Patienten wurden mit den Diagnosen Adeno-Karzinom des Colon mit intracerebralen
Metastasen, supraselldres Kraniopharyngeom und metastasiertes Adeno-Bronchial-Karzinom
ebenfalls einer Liquorpunktion unterzogen. Bei den drei Patienten (eine Frau, zwei Ménner,
Altersmittelwert 57 Jahre, Range 37 bis 71 Jahre) wurde einmalig Liquor mit einem
Mittelwert von 3 Zellen/ pl Liquor (Range 3 bis 6 Zellen/ul) gewonnen.

In keiner der untersuchten Liquorproben konnten morphologisch maligne Zellen identifiziert

werden. Konkordant hierzu waren alle Proben in der KOC-PCR negativ.

Tabelle 6: Solide Tumoren (3 Patienten: Adeno-Carcinom des Colon, Bronchialcarcinom,

Kraniopharyngeom)
Entnahme KOC+ Zyto
Nr. gesamt Zyto + /KOC + Zyto-/KOC + Zyto + /KOC- Zyto-/KOC -
1 3 0 0 0 3

(KOC= KH-domain containing protein overexpressed in cancer; Zyto= Zytologie)

ABBILDUNG 4: LIQUOR, HOCHMALIGNES B-NON-HODGKIN-LYMPHOM MIT
ZENTRALEM-NERVENSYSTEM BEFALL, MAY-GRUNEWALD/
GIEMSA-FARBUNG
(100-fache Vergroflerung)
zytologisches Labor, Dr. M. Bommer, Innere Medizin III, Universitit Ulm
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43 Patienten ] Reaktiver Liquor

Verdacht auf
maligne Zellen
im Liquor

solide Tumoren

myeloische Leukdmien

lymphatische Leukdmien
und Lymphome

ABBILDUNG 5: UBERSICHT DER UNTERSUCHTEN PATIENTEN

(n=6) Cytomegalievirus-Meningoenzephalitis, Pneumonie,
Sepsis, Morbus Crohn, Staphylokokkus aureus Meningitis,
Pankreatitis

(n=3) Adeno-Carcinom des Colon, Kraniopharyngeom, Bronchial-
Carcinom

(n=10) Akute myeloische Leukimie
(n=1) Chronische myeloische Leukédmie

(n=23) Akute lymphatische Leukdmie und lymphatischer
Blastenschub bei Chronisch myeloischer Leukémie,
maligne und indolente Non-Hodgkin-Lymphome,
Morbus Hodgkin
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Tabelle 7: Ubersicht der Ergebnisse

Punktion 1 Punktion 2 Punktion 3 Punktion 4
a |Pr.Nr. clklzz|lc|kKld|zz|c|kld |zz]|c|K |d |zz
Solide Tumoren
63 1 Bronchialcarcinom - |- 3
71 2 Adeno-Carcinom des Colon | - | - 1
37 3 Kraniopharyngeom - |- 6
lymph. Leukédmie, Lymphom
50 4 Pra-pra-B-ALL + | + 6 21 1 - |-l28| 2 | -]-]27] 0
60 5 T-ALL - |- 2
22 6 C-ALL - 1 25| 2
59 7 Pra-T-ALL - 4 2| 3
51 8 T-ALL - 3
32 9 T-ALL - 1 2| 2
56| 10 C-ALL - 2 93| 6
30| 11 T-ALL - 2
60| 12 T-ALL - 6
30| 13 Burkitt-Lymphom - 1
59| 14 GroBzellig diffus - 1
39| 15 Peripheres T-Zell-Lymphom - |- 2
73| 16 GroBzellig diffus - |+ 2
35| 17 Burkitt-like-Lymphom - - 5
Priméres ZNS-Lymphom
57| 18 (GroBzellig diffus) - | - 4 - - 121 1
31| 19 B-CLL, Binet C + | -1 65| + | -114]| 15
B-CLL, Richter
37| 20 Transformation + |+ 21 + | - 1410 + |-]7]6 | +]-]11]11
58 | 21 Follikulares Lymphom - |- 1
67 | 22 Mantelzell-Lymphom + |+ 155 | + |++[| 2] 69
81| 23 B-Zell-Lymphom NOS - |- 2
53| 24 CML, lymph. Blastenschub | + | - 5 + 1 -18] 5
36| 25 EBV —Lymphom - |- 11
17 26 Morbus Hodgkin - |+ | 54 - | - 18] 22
myeloische Leukdmien
411 27 AML FAB M4 + |1 -136 | +|-15] 4 - | -144] 1 -l -|51] 2
44 | 28 AML FAB M3v + | - 4 + | - 18] 17
21| 29 AML FAB M4eo - |- 2
54| 30 AML FAB M1 - -] 21 - | -129] 3
66 | 31 AML FAB M5b + | ++| 433
63| 32 AML FAB M5 - |- 1
63| 33 AML FAB MO + | (#)]| 4 + ()] 3] 4 - -1t 2 -1-118] f
65| 34 AML FAB M7 - |- 1
66 | 35 AML FAB M4 -] - 1 - -] 1
76 | 36 AML FAB MO + |++[ 884 | + [++ (12| 11 | + [+]14]| 5
41| 37 CML - | - 2
Reaktive Prozesse
39| 38 CMV-Encephalitis - | - 1189 | - | -]14|280] - | -|70]| 21
63 | 39 Sepsis - |- 3
70 | 40 Pneumonie - |- 2
61 41 Staph. aureus Meningitis - |- 93
32| 42 Morbus Crohn - |- 1
59| 43 akute Pankreatitis - |- 2

K = KOC; C = Zytologie; ZZ = Zellzahl (/ul); a= Patientenalter; Pr.Nr.= Probennummer; d= Tage zwischen Wiederholungspunktion und 1. Punktion;
ALL= Akute lymphatische Leukdmie; ZNS= Zentrales Nervensystem; CLL= Chronisch lymphatische Leukémie; NOS= not otherwise specified= nicht
weiter klassifiziert; FAB= French-American-British-Group; Chronisch myeloische Leukidmie; lymph.= lymphatisch; EBV= Epstein-Barr-Virus; AML=
Akute myeloische Leukdmie; CMV= Cytomegalievirus; Staph.= Staphylococcus;




4. Diskussion

Die Mitbeteiligung des ZNS ist eine hidufige Komplikation akuter Leukdmien und aggressiver
Non-Hodgkin-Lymphome. Die dann erforderliche spezifische Behandlung des ZNS ist
aufwindig und geht mit teilweise erheblichen Nebenwirkungen einher. Insbesondere die
Kombination aus Strahlentherapie und intrathekaler Chemotherapie fiihrt teilweise zu einer
Leukenzephalopathie mit Beeintrichtigung der cerebralen Leistungsfihigkeit [20]. Da ein
Befall des ZNS initial oft asymptomatisch ist, gehort die Lumbalpunktion und die
anschliefende morphologische Untersuchung des Liquors nach wie vor zur Stagingprozedur
[2, 10]. In Zweifelsfillen kann eine zusitzliche Immuntypisierung den Informationsgehalt der
Untersuchung erhohen. Sinnvoll ist dies allerdings nur bei Erkrankungen, die mittels
spezifischer Oberflichenmarker charakterisiert werden konnen. Trotz der Fortschritte in der
bildgebenden Diagnostik des ZNS ist die zytologische Untersuchung des Liquors auf maligne
Zellen immer noch das diagnostische Mittel der Wahl [9].

Wie die Praxis der zytologischen Untersuchung von Liquorproben zeigt, fithren viele
Probleme zu einer unzureichenden diagnostischen Sicherheit. So kann auch der erfahrene
Zytopathologe oft keine eindeutige Diagnose stellen. Zu geringe Probenmenge, schlecht
erhaltenes Material oder eine blutige Punktion konnen die Aussagekraft erschweren [9].
Insbesondere Verlaufskontrollen, die den Erfolg einer intrathekalen Therapie evaluieren
sollen, sind in aller Regel auf alleiniger Basis zytologischer Untersuchungen schwierig.
Ublicherweise wird bei positiver Liquorzytologie solange mit intrathekaler Therapie
behandelt, bis eine vollstindige zytologische Negativitit erreicht wird. Bei den moglichen
Fehlerquellen der Zytologie sollte allerdings die rein morphologische Diagnostik erginzt
werden durch ein spezifischeres Verfahren.

Ziel dieser Pilotstudie war es, die technische Machbarkeit der KOC-RT-PCR an Liquor zu
priiffen und moglichst viele Tumorentitdten hinsichtlich der Anwendbarkeit der Methode zu
evaluieren. Auflerdem sollten entziindliche Prozesse mit hinreichender Sicherheit von

Malignomen abgegrenzt werden.
Fiir maligne Lymphome und Leukdmien stand ausreichend Untersuchungsmaterial zur

Verfiigung. Proben entziindlicher Verinderungen waren nur von 6 Patienten, Material von

Patienten mit soliden Tumoren nur von 3 Patienten verfiigbar.
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Unsere Untersuchung konnte zeigen, dass die Methodik an den geringen zur Verfiigung

stehenden Mengen von Liquor mit hinreichender Zuverldssigkeit moglich ist.

Bei der Auswahl der untersuchten Proben wurden bewusst reaktive Befunde untersucht, um
zu priifen, ob eine ausreichende Trennung zwischen potentiell malignen und sicher nicht
malignen Befunden moglich ist. In unserer Untersuchung konnten die reaktiven Befunde mit
hoher Zuverldssigkeit als KOC negativ identifiziert werden. Selbst eine Liquorprobe mit
einem hohen Anteil von Lymphozyten bei einem Patienten mit einer CMV-Enzephalitis war

in der KOC-PCR negativ. Einschrinkend ist allerdings die in dieser Gruppe niedrige Fallzahl.

Liquorproben von Patienten mit malignen Grunderkrankungen wurden je nach Ihrer
Moglichkeit der Zuordnung in myeloisch, lymphatisch oder nicht-himopoetisch (epithelial)
eingeteilt und analysiert.

Die grofite Gruppe stellten Patienten mit ALL und malignen Lymphomen dar. Bei einer
Patientin mit der unreifsten Form der untersuchten Erkrankungen, einer Pra-pra-B-ALL, war
sowohl morphologisch als auch mittels der KOC-PCR ein Liquorbefall diagnostiziert worden.
Die beiden Patienten mit C-ALL waren wie die Patienten mit T-ALL sowohl zytologisch als
auch mittels KOC unauffillig. Morphologisch eindeutig befallen war der Liquor des Patienten
mit Mantelzell-Lymphom, konkordant dabei die starke Positivitidt fiir KOC. Die beiden
Patienten mit B-CLL (Probennummer 19 und 20) waren zytologisch auffillig. Allerdings war
die KOC-PCR nur eines Patienten mit B-CLL in Richter-Transformation positiv
(Transformation einer B-CLL in ein sekundédr hoher malignes NHL, mit einer ungiinstigeren
Prognose und schlechteren Therapiemoglichkeit), wihrend die Untersuchung bei der B-CLL
ohne Zeichen der Transformation negativ war. Moglicherweise ist die KOC-Expression auch
hier Ausdruck der fehlenden Reife der Zellen.

Der einzige Patient im (lymphatischen) Blastenschub einer CML hatte einen morphologisch
eindeutigen Befall des ZNS, allerdings eine negative KOC-PCR.

KOC positiv ohne klinische oder zytomorphologische Hinweise fiir einen ZNS-Befall war
eine Patientin mit M. Hodgkin, eine Erkrankung, die extrem selten zu ZNS-Befall neigt.
Dieser Befund ist offensichtlich falsch positiv, da auch im weiteren klinischen Verlauf keine

Hinweise fiir einen ZNS-Befall auftraten.
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Ahnlich gelagert ist der Fall eines Patienten mit einem malignen B-NHL (groBzellig diffus)
mit extranodalem Befall der Haut, aber ohne Hinweis auf einen ZNS-Befall. Auch hier war
die KOC-PCR positiv, wihrend der Liquor zytologisch ohne pathologischen Befund war.
Bemerkenswert ist der einzige Fall eines Transplantations-assoziierten EBV-Lymphoms
(Eppstein-Barr-Virus) des ZNS in unserer Untersuchung mit Nachweis einer morphologisch
auffilligen Zellpopulation im Liquor, allerdings ohne KOC-Nachweis. EBV-Lymphome sind
oligoklonale B-Zellneoplasien, die insbesondere bei immunsupprimierten Patienten nach
Organ- oder Stammzelltransplantationen auftreten [14]. Charakteristischerweise sind diese B-
Zellen reif und héufig in der Lage Immunglobulin-Schwerketten zu produzieren und damit in
ihrer Differenzierung nahe bei reifen Plasmazellen, was eine mogliche Erkldrung fiir die
negative KOC-PCR bei auffilliger Zytologie sein kann.
ZweitgroBBte Gruppe waren die myeloischen Leukdmien (AML) mit insgesamt 11
untersuchten Patienten. Sechs der Untersuchten — inklusive der einzigen CML in chronischer
Phase - waren zytologisch und hierzu korrelierend in der KOC-PCR negativ. Bei drei
Patienten konnte sowohl morphologisch als auch in der KOC-PCR ein Befall des Liquors
diagnostiziert werden. Die Verlaufsuntersuchungen dieser Patienten bestitigten — soweit
vorhanden - die initialen Resultate.

Bei zwei Patienten waren KOC und Zytologie diskrepant: Ein Patient mit einer AML
FAB M4 war zytologisch — auch retrospektiv bei nochmaliger Durchsicht der Préiparate -
eindeutig als positiv zu bewerten. Hierzu passte die signifikant erhohte Liquorzellzahl (36/ul).
Bei der Patientin mit der Probe Nr. 28 wurde der Liquor trotz normaler Liquorzellzahl
morphologisch als befallen interpretiert, eine Einschitzung, die retrospektiv an den Préiparaten
durchaus nachvollzogen werden kann. Trotzdem fiel die KOC-PCR bei beiden Proben negativ
aus. Ursache der Diskrepanz ist damit mit gewisser Wahrscheinlichkeit nicht in einer
fehlerhaften Interpretation des zytologischen Pridparates zu suchen. Eine teilweise bei
mehreren Punktionen negative KOC-PCR macht eine fehlerhafte Technik oder Interpretation
der KOC-PCR ebenfalls unwahrscheinlich. Beide Erkrankungen — AML M3v und AML M4 —
sind gekennzeichnet durch eine zumindest teilweise Ausreifung der Leukdmie und damit
moglicherweise eine fehlende Expression von KOC. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch
den deutlichen Nachweis von KOC in den drei unreifen Leukdmien (2x AML MO sowie AML
M5b).

Die wenigen untersuchten Patienten mit soliden Tumoren hatten allesamt keine auffillige

Liquorzytologie. Konkordant hierzu war die KOC-PCR in allen drei Féllen negativ.
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Wichtig fiir die Bewertung der KOC-Diagnostik sind insbesondere Untersuchungen an
Liquorproben von Patienten mit entziindlichen Veridnderungen ohne maligne
Grunderkrankung. Alle untersuchten Proben waren KOC negativ, selbst bei hohen Zellzahlen
mit lymphozytirer (CMV-Enzephalitis) oder granulozytirer Dominanz (Staphylokokkus
aureus Meningitis). Dieses Ergebnis ist ein Hinweis auf die zu erwartende Spezifitit der
Methode, wenngleich die Interpretation ob der geringen Fallzahl nur mit Vorsicht

vorgenommen werden darf.

Das von uns ausgewertete Probenmaterial kann somit als Grundlage dienen, diese Methode an
einem groferen Patientengut zu evaluieren, um dann eine genauere Aussage iiber den
eventuellen Nutzen fiir eine breite klinische Nutzung machen zu konnen. Vielversprechend
scheint die Methode bei der Gruppe der unreifzelligen Leukédmien und Lymphome zu sein,

weswegen hierauf besonderes Augenmerk gerichtet werden sollte.
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5. Zusammenfassung

Die stetig wachsende Zahl neuer genetischer Verdnderungen, die in malignen Tumoren
entdeckt werden, bieten die Gelegenheit, an immer kleiner werdenden Gewebe- und
Sekretproben immer spezifischere Aussagen treffen zu konnen. Die Diagnostik maligner
ZNS-Erkrankungen ist bislang eine Doméne der Radiologie sowie — mit Einschrinkungen in
bestimmten Fillen — der Liquorzytologie.

1997 hat die Arbeitsgruppe von Mueller-Pillasch et al. in einer weit angelegten Untersuchung
fiir unterschiedliche exprimierte Genprodukte in Pankreaskarzinomzellen ein Gen
identifiziert, welches ein neuartiges Protein mit vier K-homologen (KH) Doménen kodiert.
Dieses KOC genannte Gen (KH-domain containing protein overexpressed in cancer) ist im
Pankreaskarzinom iiberexprimiert und in entziindlichem oder normalem Zellgut nicht
nachweisbar.

Das vorliegende Datenmaterial legt den Schluss nahe, dass KOC (KH-domain containing
protein overexpressed in cancer) insbesondere in malignen Tumoren und im embryonalen
Gewebe exprimiert wird und deswegen ein ideales Ziel zur Diskrimination maligner und
benigner Prozesse bei adulten Organismen darstellt.

Ziel dieser Studie war es, die technische Machbarkeit der KOC-RT-PCR (Reverse
Transciptase Polymerase Chain Reaction, reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion) an
Liquor zu priifen und moglichst viele Tumorentitdten hinsichtlich der Anwendbarkeit der
Methode zu evaluieren. Aulerdem sollten entziindliche Prozesse mit hinreichender Sicherheit
von Malignomen abgegrenzt werden.

71 Liquorproben von 43 Patienten wurden auf die Expression von KOC mittels RT-PCR
sowie zytologisch untersucht. Die Patienten wurden dabei in die vier Gruppen reaktive
Veridnderungen, maligne myeloische Leukdmien, maligne lymphatische Erkrankungen sowie
solide Tumoren eingeteilt.

Vorausgesetzt die zytologische Untersuchung wird als Standard zur Beurteilung maligne
versus benigne herangezogen, hat die KOC-Diagnostik am Gesamtkollektiv eine Sensitivitit
von 60%, eine Spezifitit von 94% sowie einen positiven pradiktiven Wert von 75% bei einem
negativen pradiktiven Wert von 89% ergeben.

Mit dem neuen Marker KOC (KH-domain containing protein over expressed in cancer)
konnte nun ein Merkmal identifiziert worden sein, das insbesondere bei sehr unreifen

Malignomen wie Precursor-Leukdmien und unreifen Lymphomen die Diagnostik des
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Primérbefalls und die Verlaufskontrolle unter Therapie vereinfacht und prizisiert. Wihrend
offensichtlich die Anwendung der KOC-RT-PCR bei reifzelligen Lymphomen und
Leukdmien nicht Erfolg versprechend zu sein scheint, sind die Befunde bei unreifen
Leukdmien und Lymphomen durchaus interessant. Besonders die gute Abgrenzbarkeit

gegeniiber reaktiven Befunden scheint eine der Stédrken des Verfahrens zu sein.
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