Aus der Klinik und Poliklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe — Innenstadt
Klinikum der Ludwig- Maximilians- Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. med. K. Friese

Immunomagnetische Anreicherung Disseminierter Tumorzellen im

Knochenmark und Blut von Patientinnen mit Mammakarzinom

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig- Maximilians- Universitat Minchen

vorgelegt von
Julia Stellwagen
aus

Heidelberg

2009



Mit Geneh

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den
Promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mindlichen Priufung:

migung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Prof. Dr. med. H. Sommer
Priv. Doz. Dr. med. Andreas Jung

Prof. Dr. med. Hubert Elser

Priv. Doz. Dr. med. C. Schindlbeck

Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser; FACR, FRCR

02.07.2009



Inhaltsverzeichnis

INNAIESVEIZEICNNIS ...ttt e nneas I
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...ttt 5
I Y1 o1 1= (1 o OSSPSR 7
I R o] [0 (=100 To] (oo I OSSR SRRS 7
1.2 Definition: MammakarZiNOM...........cceiirieiienienieseeseese e seeee e see e e seeeeens 7
1.3 Prognostische und pradiktive Faktoren beim Mammakarzinom .............cccccoc..... 7
1.4  Metastasierung und disseminierte Tumorzellen ..., 9
1.4.1 Y ey S S LT (Vo RSSO 9
1.4.2 DT e 10
2 ZHEISTEIIUNG ..o 13
K I 1101 (=T (o] (1] Lo OSSPSR 14
4 Material uUnd MethOOEN..........ooviiiiiiicie e 18
Nt |V -1 (=] - PSSR 18
411 REAGENZIEN ... 18
4.1.2 KITS UNG AK ottt 19
4.1.3 PUFFEr UNd LOSUNGEN ........eiiiiiieiee et 19
4.1.4 LG LR PO URUPPOTRI 20
4.1.5 Verbrauchsmaterialien ..........ccocvvieiieieiereee e 20
4.2  Patientenkollektiv und —material ............cccooviiiiiieiii 21
4.2.1 PatieNteNKOHEKLIV ......oveeiieii s 21
4.2.2 Patienten- und tumorbezogene Daten ............ccocvvvviiiieiciene e 21
4.2.3 Knochenmarkpunktion............coeieiesee e 21
4.2.4 Periphere VenenpunkiioN. ..o s 22
4.3 LabormetNOTEN .......oouiiiiiie e 22
4.3.1 Aufarbeitung des Knochenmarks...........ccccovieiiiiiie i 22
4.3.2 Herstellen von Nativ- ZYLOSPINS ........coeiveriiiniiiiieeieee e 24
4.3.3 HEA- Anreicherung mit dem ,,HEA Tumor Cell Enrichment and

Detection Kit™ (RUmMan)..........ccooiiiiiiiiiiiiieeee e 25
4.3.3.1 Zellen anreiChern ... 25
4.3.3.2 Angereicherte Zellen fArDEN ..........ccccoveiviii i 27

4.3.4 Doppelfarbung am KM: Keratin (A45/B/B3) und HEA (Anti- Ep-CAM)
mittels IMMUNFIUOIESZENZ.........ccoviiiii e 27



4.3.4.1 HEA (ANti- EP- CAM) coooooiveoeeeeeeeeeeeeeeeseesessseeeesssessesseseessseesssssesesssees 28

4.3.4.2  Keratin- NACNWEIS .......ccccviiiiieiieie et 28
4.3.5 Anreicherung von Tumorzellen im Knochenmark (KM) mit Anti-
Thomsen- Friedenreich IgM (CDL176) .......ccccceevveveeieiieceee e 29
4.3.6 Immunzytologie mit der APAAP Farbung ........ccoooveviiiieiie e 31
4.4 Statistische MethOUEN .........c.ooiiiiiiiie e 34
ST =1 (0 T=1 o] o] 7= SR 35
5.1 HEA- Tumorzellanreicherung mit dem ,,HEA Tumor Cell Enrichment and
Detection KIT* (Miltenyi BIOTEC)........ccccueieieiiiiiiiiie e 35
511 PatieNtENAUSWEITUNG ..ottt 35
512 ProbENAUSWEITUNG ... .ccvveieiieciie it sre e 38
5.1.3 Doppelfarbung am KM: Keratin (A45/B/B3) und HEA (Anti- Ep- CAM)
mittels IMMUNOTIUOIESZENZ..........cve e 39
5.2 TF- Tumorzellanreicherung im Knochenmark und peripheren Blut ................. 40
521 PatienteNaUSWEITUNG ......c.ccveiieiieeie et e e e e e 40
5.2.2 ProbENAUSWEITUNG ... .ccveeieieie ettt sre e 42
5.2.2.1  KNOCNENMAIK .....ccuiiiiieiiiie ettt nre e 42
5.2.2.2  BlUL.ooiie e 46
5.2.2.3 Knochenmark und BIUL...........cccooiiiiiiiiiiie e 50
5.2.3 Korrelation der Ergebnisse der TF- Tumorzellanreicherung im KM mit
verschiedenen Parametern .........cocovveevreeneeie e seesie e 51
5.2.3.1 Nachweis DTZ in Abhéngigkeit von der TumorgroBe (T) .......c.ccoeveeee. 51
5.2.3.2 Nachweis DTZ in Abhédngigkeit vom regionaren Lymphknotenstatus
() SRRSO 52
5.2.3.3 Nachweis DTZ in Abhangigkeit vom Fernmetastasenstatus (M).......... 53
5.2.3.4 Nachweis DTZ in Abhdngigkeit vom Differenzierungsgrad (G) .......... 54

5.2.3.5 Nachweis DTZ in Abhéngigkeit vom Hormonrezeptorstatus (ER/PR). 55
5.2.3.6  Nachweis DTZ in Abhangigkeit vom Her-2/neu- Status (Her-2/neu)... 57

524 Beispiele isolierter Tumorzellen aus Patientenproben............c.cccccvenene. 58

5.3 NegatiVKONTIOHEN .....c.ooiiiiiee e 59
531 ANTEICNEIUNG . ...ttt et erea 59
53.2 PIIMAISCIEENING ..ottt re e e s 59

B DISKUSSION ...ttt bbb r e 60
6.1  ZUSAMMENTASSUNG. ... eetierieieieieeieieeseeee e se et e st e e sraeste e sreeaeeneesreeneeenee e 60



6.2  Diskussion der MethOden ...........ccooueiiiiiiieiiic e 60
6.2.1 Allgemeine MethodendisKUSSION...........ccooviiiiiiiiniiee e 60
6.2.2 Diskussion der Methoden der HEA- Anreicherung im KM .................... 61
6.2.3 Diskussion der Methoden der TF- Anreicherung im KM und PB............ 63

6.3 Diskussion der ErgebniSse ... 66
6.3.1 Diskussion der Ergebnisse der HEA- Anreicherung im KM.................... 66
6.3.2 Diskussion der Ergebnisse der TF- Anreicherung im KM ....................... 67
6.3.3 Korrelation der Detektionsraten der TF- Anreicherung im KM

Mit KIINISChen Parametern..........coooviveiiiie i 70

6.3.3.1  TUMOIGIORE. ...ttt 70
6.3.3.2 Lymphknoten- und Fernmetastasen..........ccccceeveveeieeiesiein e s 71
6.3.3.3  Differenzierungsgrad ..........ccccveveieeie it 71
6.3.3.4  HOrmONreZePtOrStatUS ..........ceivireiiieieiiesiee e 72
6.3.4 Diskussion der Ergebnisse der TF- Anreicherung imPB............cc.coeee. 73
6.3.5 Klinische Relevanz und AUSDICK ............cciiiiiininiieee e 75
ZUSAMMENTASSUNG.....veevveitieiie ettt et e e sbeenesreesreenee s 78
o] 15 LA ] T oSSR 81
ANNBING .. bbbttt b et ne e 82

9.1 Histologische Klassifikation der Mammakarzinome.............cccoovevvvevieieesneennnn 82

9.2  Klinische TNM- Klassifikation Mammatumoren (TNM) .........cccccoeveiieieennnn 83

9.3  Kiriterien des Gradings beim Mammakarzinom nach Elston und Ellis.............. 86

9.4 HOIrMONIEZEPLOISLALUS ......eeveeiiiieisieeie ettt 87

9.5  Her2/neu- EXPressionSStatUS........ccveiueiieiierie ettt 88

9.6 TNM- Klassifikation: Isolierte Tumorzellen (ITC) ....c.ccoevvevievieiecieceecee, 89

9.7  Knochenmarkstatus Primérscreening - TF-Anreicherung ...........ccceevveevveevinennn. 90

9.8  Wilcoxon-Test: absolute Tumorzellzahl Primarscreening -

TF- Anreicherung im KM .......ooii e 91

9.9  Wilcoxon-Test: relative Tumorzellzahl Primérscreening -

TF-Anreicherung im KIM ........oooiiiii e 92

9.10 Blutstatus Primarscreening - TF-ANreiCherung.........cocoovvvieieiene s 93

9.11 Wilcoxon-Test: absolute Tumorzellzahl Primarscreening -

TF- Anreicherung im BIUL ..o 9

9.12 Wilcoxon-Test: relative Tumorzellzahl Primdrscreening -

TF-Anreicherung iM BIUL ........oooviiiiice e 95



10 LIteratUrVeIZEICHNIS ..o, 97
11 CUITICUIUM VI8 ..o, 106
I B T 101 7 o U o RSOSSN 108



Abkiirzungsverzeichnis

A. dest. Destilliertes Wasser

Ag Antigen

AK Antikorper

APAAP Alkalische Phosphatase- Anti- Alkalische Phosphatase
BET Brusterhaltende Therapie
Bidest. Bidestilliert

BSA Albumin bovine serum

Bzw. Beziehungsweise

CD45 Cluster of Differentiation

CIS Carcinoma in situ

CK+/- Cytokeratin positiv/negativ
DCIS Duktales Carcinoma in situ
DMF Dimethylformamid

DTz Disseminierte Tumorzellen
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid
ER+/- Estrogenrezeptor positiv/negativ
Erys Erythrozyten

FCS Fetal calf serum

G Grading

HEA Human Epithelial Antigen
HER-2/neu Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
HLA Humanes Leukozyten Antigen
ICC Immuncytochemie

Ig M/G Immunglobulin M/G

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

KM Knochenmark

KMP Knochenmarkpunktion

LCIS Lobulares Carcinoma in situ

LK Lymphknoten

M Fernmetastasierung

MACS Magnetic activated cell sorting
mMAK monoklonaler Antikérper



MAX
MHC
MIN

MNC
MNZ
MRD

n.a.
NacCl
Na,HPO,
NaNO;
neg

oT

PB

PBS

PCR

pos
PR+/-

RT

RT- PCR

TF
TRIS
TZ

Maximum

Major histocompatibility complex
Minimum

Mononuklear cells
Mononukleare Zellen

Minimal residual disease
Nodulé&rer Status

nicht angegeben

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumnitrit

negativ

Objekttrager

Peripheres Blut

Phosphate buffered saline
Polymerase Chain Reaction
positiv

Progesteronrezeptor positiv/negativ
Raumtemperatur

Reverse Transkription- PCR
TumorgroRe

Thomsen- Eriedenreich
Tris- Buffered Saline

Tumorzellen



1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die hdufigste krebsbedingte Todesursache der Frau. Im Jahr
2004 wurden europaweit Uber 370.100 Neuerkrankungen und 129.900 Todesfélle
verzeichnet [1]. Allein in Deutschland erkranken jahrlich etwa 47.500 Frauen an
Brustkrebs. Die letzten Zahlen aus dem Jahre 2002 verzeichnen laut statistischem

Bundesamt rund 18.000 Todesfalle auf Grund dieser Erkrankung in der Bundesrepublik.

1.2 Definition: Mammakarzinom

Der Begriff Mammakarzinom umfasst jene bdsartigen Tumoren, die entweder von den
Epithelien der Milchgdnge ausgehen = duktale Karzinome, oder von den lobuléren
Driusenendstiicken = lobulédre Karzinome. Bei beiden Formen unterscheidet man
prainvasive und invasive Verénderungen. Erstere bezeichnet man als duktale und
lobuldre In- situ Karzinome (DCIS und LCIS), die sich zundchst noch an die nattrlichen
Grenzen der Lappchen bzw. der Milchgédnge halten. Wird die Basalmembran zerstort und
wachst das Karzinom in das angrenzende Stroma, spricht man von einem invasiven
Mammakarzinom. Das DCIS geht wesentlich hdufiger und schneller in ein invasives
Karzinom uber als das LCIS. Unter den invasiven Befunden ist das duktale
Mammakarzinom mit ca. 80% die haufigste Form. Daneben gibt es noch einige seltenere

Mammakarzinomtypen mit jedoch deutlich geringerem Malignitatsgrad.

1.3 Prognostische und pradiktive Faktoren beim Mammakarzinom

Sowohl zur individuellen Therapieplanung als auch zur Prognoseabschatzung ist eine
routinemaRige Beurteilung des Tumors nach bestimmten Kriterien unabléssig. Diese
erfolgt nach histomorphologischen Kriterien (duktal, lobulér, usw.) [2] (Anhang 1), nach
der TNM- Kilassifikation, 6. Auflage [3] - die TumorgroRe (T), regiondren
Lymphknotenstatus (N) und Fernmetastasierung (M) erfasst (Anhang 2) - sowie
histologischem Differenzierungsgrad (G) nach Elston und Ellis [4] (Anhang 3). Des
Weiteren ist die Bestimmung des Estrogen (ER)- und Progesteronrezeptorstatus (PR)
von klinischer Bedeutung (Anhang 4). Als wichtigster prognostischer Einzelfaktor in
Bezug auf Rezidiv und Uberleben gilt derzeit der axillare Lymphknotenstatus. Je hoher
die Anzahl der befallenen Lymphknoten, desto h6her das Rezidiv- und Mortalitatsrisiko.

Sind keine Lymphknotenmetastasen vorhanden, gewinnt die GrofRe des Primartumors
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zunehmend an prognostischer Bedeutung. Daneben weisen die deutlich selteneren
Mammakarzinomtypen wie medulldares, muzingses, papillares und tubuléres Karzinom
eine wesentlich bessere Prognose auf als etwa das lobuldre und duktale
Mammakarzinom. Ein Einbruch des Tumors in Blut- und/oder Lymphgefalie deutet
ebenfalls auf eine schlechte Prognose hin. Auch das histopathologische Grading zur
Beurteilung des Malignitatsgrades aller Typen des Mammakarzinoms weist eine
eindeutige Abhéngigkeit in Bezug auf das Rezidivrisiko und das Gesamtiberleben auf.
So steigt mit abnehmendem Differenzierungsgrad das Risiko ein Rezidiv zu erleiden und
die Uberlebenszeit sinkt entsprechend [5]. Denn je undifferenzierter das Tumorgewebe
ist, umso grofRer ist seine Bosartigkeit und Wachstumsgeschwindigkeit, jedoch auch seine

Strahlenempfindlichkeit, was fiir eine Radiotherapie von wesentlicher Bedeutung ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass ca. 25-30% der Patientinnen ohne LK Befall
(NO) ein Rezidiv erleiden [6, 7], wahrend der Prozentsatz bei Patientinnen mit LK
Metastasen (N1) bei 60% liegt [8, 9].

Von diesen Prognosefaktoren sind die pradiktiven Faktoren abzugrenzen, die eine
individuelle Therapieplanung ermdglichen und eine VVorhersage liber das Ansprechen und
den Erfolg der Therapie zulassen. Zu diesen gehdren der Estrogen- und
Progesteronrezeptorstatus, dessen Positivitat VVoraussetzung fur das Ansprechen auf eine
endokrine Therapie ist sowie die Bestimmung einer HER-2/neu Uberexpression
(humaner epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor) (Anhang 5), von welcher der
Therapieerfolg einer Herceptintherapie abh&ngt. Diese wird inzwischen sowohl adjuvant
als auch beim metastasierten Mammakarzinom eingesetzt.

Zurzeit werden die TNM- Kilassifikation, Grading, Hormonrezeptorstatus und Alter fiir
Behandlungs- und prognostische Entscheidungen verwendet. Diese Faktoren reichen
jedoch nicht aus fir eine genaue Einteilung in eine low- risk Gruppe, die keine adjuvante
Chemotherapie benétigt, und in eine Hochrisikogruppe fur ein frihes Rezidiv [10, 11].
Deshalb mussen weitere Faktoren evaluiert werden, die eine noch genauere
Risikoabschatzung und individuellere Therapieplanung erméglichen.

Prinzipiell stehen fir die Therapie des Mammakarzinoms die operative Therapie -
Brusterhaltende Therapie (BET) oder Mastektomie, die systemische Therapie im Sinne
einer Chemo- oder Hormontherapie und die Strahlentherapie sowie seit einiger Zeit die
Immuntherapie mit monoklonalen Antikorpern als neuere Form der systemischen

antineoplastischen Therapie zur Verfligung. Diese verschiedenen Mdglichkeiten sind



jedoch keineswegs nur als Monotherapien anzusehen, sondern in Kombination, angepasst
an die individuelle Auspragung des Krankheitsbildes der Patientin, anzuwenden.

1.4 Metastasierung und disseminierte Tumorzellen

Im Rahmen verstéarkter Brustkrebs- Friherkennungsuntersuchungen und Mammaographie
Screening Untersuchungen ist es heutzutage moglich, Brustkrebs in einem friiheren und
somit prognostisch ginstigeren Stadium zu diagnostizieren als noch vor einigen Jahren
[12-14]. Daher ist es haufig nicht mehr der Primartumor, der fur Morbiditat und
Mortalitat verantwortlich ist, sondern die friihzeitige Streuung der Tumorzellen. Diese
disseminierten Tumorzellen (DTZ), auch minimale Tumorresiduen (MRD = minimal
residual disease) genannt, kénnen Ausgangspunkt fir eine spéatere Metastasierung oder
Rezidivierung der Erkrankung sein und damit die Prognose bestimmen, weshalb ihre
Erfassung von grofier klinischer Bedeutung ist. Die klinischen Verfahren zur Diagnostik
einer Metastasierung beim Mammakarzinom umfassen Anamnese, Tastbefund, Rontgen,
Sonographie, Szintigraphie, Computertomographie, Magnetresonanztomographie und die
Positronenemissionstomographie [15]. Mit Hilfe dieser konventionellen diagnostischen
Verfahren sind jedoch nur manifeste Metastasen nachweisbar. Zum friihen Nachweis von
DTZ sind sie daher nicht geeignet. Durch den Einsatz spezifischer monoklonaler
Antikdrper sowie molekularbiologischer Techniken gibt es jedoch mittlerweile die

Maglichkeit, isolierte Tumorzellen frihzeitig nachzuweisen [16, 17].

1.4.1 Metastasierung

Unter Metastasierung verstent man ganz allgemein den Prozess der Verschleppung
maligner Zellen und ihr An- und Weiterwachsen in vom Primdrtumor entfernteren
Korperregionen. Man unterscheidet - je nach anatomischer Struktur, innerhalb derer sie
erfolgt - funf Metastasierungswege: Die lymphogene Metastasierung uUber die
Lymphbahnen, die hdmatogene Metastasierung uber die Blutbahn, die kavitdre
Metastasierung uber praformierte Korperhohlen, die kanalikuldre Metastasierung tber
epithelial ausgekleidete Kanéle sowie sogenannte Impfmetastasen, bei denen die
Tumorzellverschleppung und -absiedlung entlang eines Stichkanals erfolgt. Dieser
entsteht im Rahmen diagnostisch- chirurgischer Eingriffe wie Punktionen und Biopsien.
Voraussetzung fur eine Metastasierung ist zundchst der Defekt bestimmter Gene wie
etwa des so genannten Antimetastasengens pNM23. Des Weiteren verlieren die
Tumorzellen Gene, die Zelladhdsionsmolekile (Integrine) sowie die entsprechenden



Rezeptoren daftr exprimieren. Dies fuhrt zu einem Kohasionsverlust des Zellverbandes.
AuBerdem bilden die Tumorzellen Motilitatsfaktoren und Chemokine, welche die
Zellmotilitat weiter fordern und Unruhe in den Zellverband bringen. Unter dem Einfluss
von Wachstumsfaktoren wie TGFB und bFGF sezernieren die Tumorzellen
Metalloproteinasen, mit denen sie die Basalmembrankollagene aufspalten konnen,
daruber hinaus einen Plasminogenaktivator, um Kollagene, Laminin und Fibronektin
abzubauen. Nun konnen sich die Tumorzellen aus dem Zellverband 16sen und sind in der
Lage in das umliegende Gewebe und in GefdRe einzubrechen (Intra-, Extravasation).
Schlie3lich bleiben sie irgendwann in der terminalen Strombahn stecken. Um vom
Immunsystem nicht gleich vernichtet werden zu konnen, schiitzen sie sich mit einer
verminderten Expression von HLA- Selbsterkennungsmolekilen [18] und mit einer
Fibrinummantelung. Nun hangt es von den ortsspezifischen Anheftungs- und
Wachstumsbedingungen sowie von der Bestimmungsadresse auf der Tumorzelle selbst
ab, ob sie sich in einem bestimmten Organ absiedeln kann oder nicht: soil and seed-
Konzept. Doch trotz diverser Schutzmechanismen Uberlebt nur ein sehr geringer
Prozentsatz, etwa 0,05%, der zirkulierenden Tumorzellen und kann zur
Metastasenbildung fiihren [19]. Einzelne Tumorzellen koénnen sich als sogenannte
schlafende Tumorzellen in Organen oder Geweben absiedeln und nach einer Latenzzeit
von 10 bis 20 Jahren zu aggressiven Spatmetastasen auswachsen. Dieser Verlauf ist beim
Mammakarzinom héaufig [20]. Das Skelett ist beim Mammakarzinom eines der am
haufigsten von Fernmetastasen betroffenen Organsysteme. 75% der Patienten, die an
Brustkrebs versterben weisen eine Skelettbeteiligung auf. Daher, und weil epitheliale
Zellen unter normalen Umstanden im KM nicht nachweisbar sind, eignet es sich
besonders fur den Nachweis von DTZ [21]. AulRerdem kann es fir den Patienten relativ
ungeféhrlich aspiriert werden [22]. Auch das periphere Blut (PB) wird haufig fir das
Screening auf DTZ verwendet. Etwas problematisch ist allerdings, dass hier zirkulierende

isolierte Tumorzellen nur relativ selten nachweisbar sind.

142 DTZ

Im Zusammenhang mit Tumorzelldisseminierung wird héufig der Begriff der
Mikrometastasierung verwendet. Dies ist jedoch etwas problematisch, da es sich bei
Mikrometastasen definitionsgemal um organisierte stromahaltige Zellverbande (<0.2cm)
handelt, die Anschluss an das Kapillarsystem gefunden haben [23-25]. Darlber hinaus

sind Mikrometastasen proliferationstichtig und damit in therapeutischer Hinsicht das Ziel

10



einer klassischen zytotoxischen Therapie. Disseminierte Tumorzellen als Korrelat einer
minimalen  Residualerkrankung  mussen  vielmehr  als  Vorstufen  einer
Mikrometastasierung angesehen werden [26]. Die Ergebnisse zahlreicher Studien stiitzen
die Hypothese, dass die Streuung isolierter Tumorzellen eine Vorstufe auf dem Weg zur
Klinisch manifesten Metastasierung darstellt [27-34]. Diese okkulte Streuung von
isolierten Tumorzellen beziehungsweise kleinen Zellclustern tritt im Verlauf der
Erkrankung vermutlich schon sehr friihzeitig auf und kann dann - auch nach langer
Latenzzeit - die Bildung solider Metastasen nach sich ziehen [35]. Die prognostische
Relevanz von DTZ wird in der Literatur allerdings nach wie vor kontrovers diskutiert.
Innerhalb der letzten Jahre hat sich der Nachweis von DTZ jedoch in den meisten Studien
als wichtiger prognostischer Faktor in Hinblick auf das Gesamt- und rezidivfreie
Uberleben erhirtet [10, 16, 28-34, 36-40]. In einigen Studien wurde er sogar als
unabhéngiger Prognosefaktor bestatigt [10, 22, 27, 31, 41, 42]. Die UICC hat den
Nachweis disseminierter Tumorzellen in regiondren Lymphknoten als pNO(i+)-Stadium,
bei nicht regionédrer Lokalisation als pMO(i+)-Stadium in die TNM- Klassifikation
eingefiihrt [23, 43] (Anhang 6). Die frihest mogliche Detektion dieser DTZ
beziehungsweise minimalen Tumorresiduen ist somit ein wesentlicher Faktor, um
Patientinnen mit einem hohen Rezidivrisiko friihzeitig identifizieren zu kdnnen und so
eine bessere Prognoseabschatzung zu ermdglichen und eine individuellere
Therapieplanung zu gewaéhrleisten. Dadurch ergibt sich auBerdem die Mdglichkeit zu
einer verbesserten Risikostratifizierung beziglich weiterer Therapieentscheidungen oder
auch fir die individuelle Durchfiihrung gezielter Therapien zur Eradikation dieser Zellen,
bevor sie zu manifesten Metastasen auswachsen [44]. Tatsachlich kann man bei 35% [45]
der MO Patienten DTZ im Knochenmark nachweisen sowie bei 15% [11, 46, 47] der NO
Patienten in den regiondren Lymphknoten. Neben dem friihzeitigen Nachweis von DTZ
ist jedoch auch die weitere Charakterisierung dieser Zellen wichtig. So kann durch
Phénotypisierung [48, 49] die metastatische Potenz der Zelle genauer untersucht werden.
AuBerdem konnte sie helfen den Vorgang der Metastasierung besser zu verstehen. In
diesem Zusammenhang ist auch die Analyse therapierelevanter Antigene von besonderer
Bedeutung, da dadurch eine Individualisierung der Therapie zunehmend in den Bereich
des Mdaglichen riickt [21]. Auf Grund genauerer Untersuchungen geht man davon aus,
dass es sich bei dem GroRteil dieser DTZ um sog. dormant cells handelt; d.h. schlafende
Zellen, die sich in einem mitotisch inaktiven Zustand befinden, der GO- Phase [48, 50,

51]. Dies ist vermutlich auch der Grund dafir, warum sich die Anzahl an DTZ durch die

11



herkdmmlichen Chemotherapeutika kaum vermindern lasst [52, 53]. Denn diese greifen
in der Regel in den aktiven Teilungsprozess der Zellen ein.

Aber gerade Patientinnen mit persistierenden DTZ im KM nach Beendigung der
Chemotherapie haben eine signifikant schlechtere Prognose beziliglich Gesamt- und
rezidivfreiem Uberleben als solche, die einen negativen KM- Status aufweisen [52-55].
Daher sind sie potentielle Kandidaten fir eine zellzyklusunabhangige Antikorpertherapie
[48, 56-61].

Zusammenfassend konnen neue Marker wie der Nachweis von DTZ im KM als
prognostische Faktoren im Hinblick auf den weiteren Verlauf der Erkrankung dienen
oder auch als pradiktive Faktoren bei der Abschatzung des erwarteten
Therapieansprechens helfen. AufRerdem kodnnen sie selbst Ziel fur neue Therapien wie
einer Antikorpertherapie sein. Die weitere Charakterisierung dieser Zellen sowie die
Erforschung neuer tumorassoziierter Antigene als Angriffspunkte fur eine Immuntherapie
sind in diesem Zusammenhang von grolRem Interesse. Nicht zuletzt ist mit Hilfe DTZ ein
Monitoring der Wirksamkeit adjuvanter Therapieverfahren moglich [17, 21, 59].

Der Goldstandard im Nachweis von DTZ ist die Immunzytochemie, da sie zur Zeit die
am besten etablierte Methode auf diesem Gebiet darstellt [62, 63]. In der Regel werden
hierbei 2*10° mononukleare Zellen (MNZ) auf das Vorkommen von DTZ gescreent. Da
DTZ jedoch nur mit einer Frequenz von ca. 1- 10 Tumorzellen pro 10° mononukleare
Zellen im Knochenmark auftreten [64], ist die Gefahr eines falsch- negativen Ergebnisses
bei der Untersuchung von 2*10° Zellen relativ groB. Des Weiteren ist die
Tumorzellausbeute mit dieser Methode gering und damit auch die weitere
Charakterisierung der Zellen erheblich erschwert.

Deshalb muss weiter nach Verfahren und Methoden geforscht werden, die insbesondere
die Sensitivitdt des Nachweises isolierter Tumorzellen erhéhen, jedoch gleichzeitig im
Rahmen eines Routinescreenings durchfiihrbar sind. Ein besonderer Fokus ist hierbei seit
einiger Zeit unter anderem auf die Anreicherung von DTZ mittels magnetisch markierter
Antikorper gerichtet, womit sich diese Arbeit beschéftigt.
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2 Zielstellung

Tumorzellanreicherung im Knochenmark (KM) mittels monoklonalem
Antikorper (mAK) gegen das Human Epithelial Antigen (HEA) mit dem
,,Tumor Cell Enrichment and Detection Kit* der Firma Milteny Biotech
Etablierung einer Methode zur Anreicherung disseminierter Tumorzellen
(DTZ) im Knochenmark (KM) und peripheren Blut (PB) mit einem
Antikorper (AK) gegen das Thomsen- Friedenreich- Antigen (TF)

Vergleich der beiden Anreicherungsmethoden mit der immunzytochemischen
Methode (ICC) mittels APAAP- (Alkalische Phosphatase- Anti- Alkalische
Phosphatase) Technik zum Nachweis von DTZ

Vergleich der Detektionsraten mit Parametern wie Tumorgrofle, regionarem
Lymphknotenstatus, Fernmetastasierung (TNM), Differenzierungsgrad (G),
Hormonrezeptorstatus (ER/PR), HER-2/neu Status

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Tumorzellanreicherung mittels AK gegen das
Human Epithelial Antigen und gegen das Thomsen- Friedenreich- Antigen zur Detektion
disseminierter Tumorzellen im Vergleich mit dem immunzytochemischen Nachweis mit
der APPAP- Methode.

Zunéchst wurde die Anreicherung von DTZ im Knochenmark mit einem kommerziell
erhéltlichen KIT, dem ,,Tumor Cell Enrichment and Detection Kit*“ der Firma Milteny
Biotec durchgefihrt. AnschlieBend wurde eine Methode zur Anreicherung von DTZ im
Knochenmark und peripheren Blut mittels Antikdrper gegen das Thomsen- Friedenreich-
Antigen entwickelt. Die Ergebnisse der Anreicherung wurden mit denen der etablierten
immunzytochemischen Methode mittels APAAP- Technik zum Nachweis von DTZ
verglichen.  Anschlielend wurden die Detektionsraten mit klinischen und
histopathologischen Parametern wie Tumorgroéle, Lymphknotenstatus,
Fernmetastasierung, Differenzierungsgrad, Hormonrezeptorstatus und HER-2/neu Status

korreliert.
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3 Hintergrund

In der Literatur findet man im Wesentlichen drei Methoden, um DTZ bzw. minimale
Tumorresiduen (minimal residual disease = MRD) zu detektieren: die Immunhistochemie
mit monoklonalen Antikdrpern (mAK) gegen Zytokeratine (CK), der Nachweis
tumorzellspezifischer Gentranskripte durch Polymerase- Kettenreaktion (Polymerase
Chain Reaction = PCR) und Reverse Transkription- PCR (RT-PCR) sowie die
Durchflusszytometrie. Eine Tumorzellanreicherung mittels monoklonalen Antikdrpern
(mAK) gegen verschiedene Oberflachenproteine der Tumorzellen kann jeweils den
verschiedenen Methoden vorgeschaltet werden.

Bei der Methode der Anreicherung kann man prinzipiell eine Positiv- und eine
Negativanreicherung unterscheiden. Bei ersterer werden die Tumorzellen an magnetische
Partikel gebunden, bei letzterer hingegen die hamatopoetischen Zellen. Man findet auf
dem Markt, neben anderen (CellSearch System von VERIDEX,
EasySep/StemSep/RosetteSep von CellSystems, Adna Test Breast Cancer Select/Detect
von AdnaGen) zwei weit verbreitete Anreicherungssysteme: das Dynabead- und das
MACS- System. Das hier verwendete MACS (magnetic activating cell sorting)- System

basiert auf dem Einsatz von MACS Microbeads,

superparamagnetische Partikel (ca.50nm), die an ® ¢ : /{\
hoch spezifische monoklonale Antikorper gegen A;__&_g{
Tumorzell- Antigene gebunden werden. O

Sie werden verwendet, um die anzureichernden =

Tumorzellen uber Antigen- Antikorper- Bindungen
magnetisch zu markieren. Die Zellsuspension mit
den gebundenen Zellen wird dann in sogenannte
Séulen, MACS Columns, pipettiert. Diese Sdulen
werden in einen permanenten Magneten, MACS

Separator, der ein starkes Magnetfeld erzeugt,

eingesetzt. Durch die magnetischen Kréfte werden

&

die Uber Antikorper an die magnetischen Partikel
gebundenen Tumorzellen zuriickgehalten. Die ! . . a
ungebundenen Zellen laufen durch die Saule durch.

SchlieBlich konnen  die  zuriickgehaltenen

Copyright: Milteny Biotech

Tumorzellen mit Hilfe eines Stempels aus der Saule
Abb. 1

{
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herausgedrickt

werden.

Mit

diesem Prinzip konnen Tumorzellen aus

einer

Zellsuspension mit Hilfe eines magnetischen Feldes selektioniert und angereichert

werden. (Abb. 1)

Folgende Antikdrper wurden bisher im Wesentlichen zur Anreicherung disseminierter

Tumorzellen verwendet: (Tab. 1)

Anreicherungs-
system

Positivanreicherung

Negativanreicherung

MACS MicroBeads

MACS Cytokeratin
MicroBeads mit mAk CAM 5.2
gegen CK 7,8 [65-67]

CD45 MicroBeads gegen
Leukozytenoberflachenanti-
gen [67-69]

Anti-Cytokeratin MicroBeads
mit mAk gegen CK8 [70]

IgG MicroBeads mit mAK
3B10 gegen 17-1A [71]

MACS c-erbB-2 microbeads
[71, 72]

Anti-HEA (EpCAM)
MicroBeads mit mAk Anti-
HEA-125 [67, 68, 72-75]

IgG MicroBeads mit mAKk Anti-
ErbB2 [72]

IgG MicroBeads mit mAKk Anti-
EGFR [72]

IgG MicroBeads mit mAKk Anti-
HEA [72]

Dynal Dynabeads

Anti-EpCAM/ Anti-HER2/neu
-Dynabeads mit mAk 3B10/
mAk 7C1 [76, 77]

Anti-CD45-M450-Dynabeads
gegen Leukozytenantigen
CD45 [10, 78-81]

Anti-EpCAM M450-Dynabeads
mit mAK Ber-Ep4 [82]

Anti Ep-CAM M450-
Dynabeads mit mAk MOC31
[81, 83-85]

IgG M450-Dynabeads mit mAk
MOC-31 [86]

IgG M450-Dynabeads mit
“panhuman”Ak [86]

Anti Ep-CAM Dynabeads mit
mAk VU1D9 [81]

M280-Dynbeads mit mAk BM2
gegen MUC1 [87]

IgG M280-Dynabeads mit mAk
MOC31 [80]

IgG M280-Dynabeads mit mAk
Ber-EP4 [80, 88]

IgG M280-Dynabeads mit mAk
317G5 [80]

Tabelle 1
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In dieser Arbeit wurde ein AntikOrper gerichtet gegen das Thomsen- Friedenreich-
Antigen (TF) verwendet, einen Marker, der in den letzten Jahren immer mehr an
Interesse gewonnen hat. Das Thomsen- Friedenreich- Antigen wurde bereits 1976 als
spezifischer Marker bei bosartigen Brusttumoren entdeckt und ist schon seit langem als
Tumor- assoziiertes Antigen bekannt [89, 90]. AuBerdem ist TF ein wichtiger Faktor bei
der Adhasion der Tumorzellen an Endothelien sowie der Tumorinvasion und somit ein
wichtiger Marker flr die Aggressivitat eines Tumors [91]. Bei dem Antigen handelt es
sich genauer um ein Kohlenhydratepitop, das mit den Blutgruppenantigenen verwandt ist.
TF ist ein Disaccharid, das sich aus D-Galactose gekoppelt an N-Acetyl-D-Galactosamin
zusammensetzt [92, 93]. Die Vorstufe von TF ist das Tn- Antigen, dessen Struktur
GalNAcal-R ist [94]. Das Tragerprotein von TF ist MUC-1. TF kommt in normalem
adultem Gewebe nur in begrenzter Menge vor, wahrend es auf der Oberflache von
Tumorzellen hingegen stark exprimiert wird [95]; ebenso wahrend einer friihen
Fetalphase auf epithelialen und mesothelialen Komponenten [96]. Die Expression des
Thomsen- Friedenreich- Antigens auf DTZ im KM von Brustkrebspatientinnen wurde
erstmals in einer Studie derselben Arbeitsgruppe erforscht. Hierbei konnte nachgewiesen
werden, dass das TF- Antigen auch auf DTZ im KM exprimiert wird. Erstaunlicherweise
zeigten 98% aller CK positiven Tumorzellen im KM eine Koexpression von TF, obwohl
nur ca. 40-70% aller invasiven primdaren Mammakarzinome positiv fur dieses Antigen
sind, wobei hier mit zunehmender GroRe des Primartumors sowie steigender Zahl
befallender Lymphknoten die Expressionsrate fir TF entsprechend zunimmt [97]. Zur
Tumorzellanreicherung im KM mittels Antikdrper gegen das Thomsen- Friedenreich-
Antigen gibt es bisher keine Literatur.

Zur Detektion der mit TF angereicherten Tumorzellen wurde ein monoklonaler
Antikorper (A45-B/B3) [78] gegen die Zytokeratine 8, 18 und 19 verwendet. Diese
werden von normalen und veranderten epithelialen Zellen [98, 99] exprimiert, jedoch
nicht von Knochenmarkszellen [100, 101]. Diese immunzytochemische Methode gilt zur
Zeit als Goldstandard [102] im Nachweis minimaler Tumorresiduen, da sie fir ihre
reproduzierbare Sensitivitdt und Spezifitat bekannt ist [101]. Die falsch- positive Rate
liegt hier bei < 1% [27]. Der mikroskopische Nachweis der Antigen- Antikorper Reaktion
erfolgte mit Hilfe der APAAP- Methode (Alkalische Phosphatase- Anti- Alkalische
Phosphatase = Enzym- Anti- Enzymkomplex). Der APAAP Komplex wird dabei tber
einen Brickenantikorper an den Primarantikdrper gegen oben genannte Zytokeratine
gebunden [103].
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit im Rahmen eines Vorversuchs eine HEA
Tumorzellanreicherung mit dem ,,HEA Tumor Cell Enrichment and Detection Kit* der
Firma Milteny Biotec durchgefihrt. HEA st ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ungefédhr 25 kDa [104]. Es wird auf 60-70% der Zytokeratin-
positiven (CK+) Zellen im Knochenmark von Patienten mit epithelialen Tumoren

exprimiert [105].
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Reagenzien

Reagenzien Firma

Aceton, Code No.: 1.00014.2500 MERCK

Ultra V Block, Code No.: TA-060-UB Lab Vision Corporation
Albumin bovine serum (BSA), 50g Sigma Aldrich

Cat.No.: A 9647

FCS (“fetal calf serum”)
Cat. No.: A15-649

PAA Laboratories

Code No.: 40255

AB- Serum, Ref. 805135 Biotest
APAAP, Mouse Monoclonal DakoCytomation
Code No.: D 0651

(-)-Tetramisole hydrochloride, 59 Sigma Aldrich
Code No.: L-9756

Natriumnitrit NaNO2 MERCK
Code No.: 106549

Neufuchsin Serva

Code No.: 20293

Naphtol- ASBi- Phosphate Sigma Aldrich
Code No.: N-2250

DMF/N,N- Dimethylformamid Sigma Aldrich

Ficoll- Paque "™ PLUS
Code No.: 17-1440-03

Amersham Biosciences

Cat.No.: L1825

PBS- DULBECCO (1x) w/o Ca **, Mg %, LE;

Biochrom AG

Aqua ad iniectabilia Braun

B. Braun Melsungen AG

Mg®*, Phenol Red; LE, Cat.No.: L2045

Tryptan Blue Solution (0,4%) Sigma Aldrich
Code No.: T8154

Kaisers Glyceringelatine MERCK

Code No.: 1.09242.0100

Antibody Diluent, Background Reducing, DakoCytomation
Code No.: S3022

TBS (Tris- Buffered Saline), pH 7,6 DakoCytomation
Code No.: S3001

HANKS” SALT SOLUTION (1x) w/o Ca**, |Biochrom AG
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4.1.2 KITS und AK

KITS und AK

Firma

Whole Blood Erythrocyte Lysing Kit
Cat.No.: WL1000

R&D Systems

MACS- HEA Tumor Cell Enrichment and
Detection Kit (human)
Order No.: 130-090-500

Miltenyi Biotec

Mouse Anti Human Ep- CAM
Code No.: MCA 850 G

Serotec

Rabbit- Anti- Mouse 1gG Cy2 markiert
Code No.: 315-226-003

Jackson ImmunoResearch

Pan- Keratin Klon A45-B/B3, Mouse IgG
direkt markiert mit Cy3

Code No.: von unserer Arbeitsgruppe in
Auftrag gegeben

Micromet

Thomsen- Friedenreich- AK, Anti CD176,
Clone Nemod- TF2, Mouse IgM,
Code No.: MAB-P301

Nemod Biotherapeutics

Rat Anti- Mouse IgM MicroBeads,
Code No.: 130-047-302

Miltenyi Biotec

Cat.No.: M-9269

Mouse monoclonal antibody A45-B/B3 micromet

Order No.: R0O02A

Polyclonal Rabbit Anti- Mouse DakoCytomation
Immunoglobulins, Code No.: Z 0259

MOPC- 21 Mouse IgG1 Sigma Aldrich

DAKO Fuchsin+Substrate- Chromogen
Code No.: K0625

DakoCytomation

4.1.3 Puffer und Losungen

Puffer und LAsungen Bestandteile Menge
Levamisol 90mg
Natriumnitrit NaNO, 50mg
Substrat- Chromogen- Ldsung Neufuchsin 500l
Naphtol- ASBI- Phosphat 125mg
DMF/NN- Dimethyl- Formamid | 1500ul
NaCl 90g
PBS, pH 7,4 Na,HPO, 14,33g
“phosphate buffered saline” KH,PO, 2,679
Ad A.dest. 1000ml
Hamatoxylin 1,09
Natriumjodat 0,29
) ) Aluminiumkaliumsulfat*12 H,O | 50,09
Saure Hdmalaunldsung (nach P. Mayer) Chloralhydrat 50,0
Citronenséure*1 H,0 1,099
Wasser gereinigt 1000,0g
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4.1.4 Gerate

Gerate Firma
Cytozentrifuge Universal 30 F Hettich Zentrifugen
Megafuge 1,0R Heraeus Instruments

MACS Seperator (OctoMACYS)

Miltenyi Biotec

Sonorex RK510 Transistor

BANDELIN

Neubauer- Zahlkammer

BRAND/Marienfeld

Schiittler Vortex Genie2

Bender&Hobein

Photomikroskop Axiophot ZEISS
Pipettierhilfe Accu-jet pro BRAND
Pipetten (0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000ul) Eppendorf
4.1.5 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien Firma

Deckglaser 24*24mm (200St.)

Menzel- Glaser

Deckglaser 24*40mm (100St.)

Menzel- Glaser

Objekttrager SuperFrost Plus (72St.)
Art. No.: J1800AMNZ

Menzel- Glaser

MACS Seperation Columns (25 MS Columns)
Order No.: 130-042-201

Miltenyi Biotec

MACS Pre- Separation Filters (50St.)
Order No.: 130-041-407

Miltenyi Biotec

Falcon 15ml Polypropylene Conical Tube
Art.No.: 352096

Becton- Dickinson- Labware

Falcon 50ml Polypropylene Conical Tube
Art.No.: 352070

Becton- Dickinson- Labware

Eppendorf- Hutchen 1,5ml Eppendorf
Serologische Pipette 10ml SARSTEDT
No./Ref.: 86.1254.025

Serologische Pipette 5ml SARSTEDT
No./Ref.: 86.1253.025

2ml Stripette Costar
Cat.No.: 4020

Pipettenspitzen 1000ul, blau (250St.) SARSTEDT
No./Ref.: 70.762

Pipettenspitzen 200ul, gelb (500St.) SARSTEDT

No./Ref.: 70.760.002

Pipettenspitzen 0,1-20ul, Tip-Box N 5*96 St.
Code No.: 702408

PLASTIBRAND
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4.2 Patientenkollektiv und —material
4.2.1 Patientenkollektiv

Allen Patienten, die zu einer chirurgischen Intervention bei Mammakarzinom in die 1.

Universitatsfrauenklinik Muinchen (Maistrasse) kamen, wurde eine KM- Punktion in
Vollnarkose im Rahmen des chirurgischen Eingriffes angeboten. Darlber hinaus wurde
eine KM- Punktion in Lokalanésthesie auch allen Patienten mit Radio- oder systemischer
Therapie angeboten oder solchen, die zu Follow- up Untersuchungen kamen. Neben den
priméren KM- Untersuchungen wurden auf Verlangen der Patienten wiederholte Follow-
up Punktionen durchgefiihrt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung gemafR den
Vorgaben des lokalen Ethikkommittees wurde im Rahmen des Aufklarungsgespraches
eingeholt (siehe Anhang).

4.2.2 Patienten- und tumorbezogene Daten

Folgende patienten- und tumorbezogene Daten wurden erhoben:

Alter

Menopausenstatus

Histologie

TNM- Klassifikation

Grading

Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus
Her-2/neu Status

Therapiestadium zum Zeitpunkt der KM- Punktion
Operative Therapie

Lymphangiosis

H&mangiosis

4.2.3 Knochenmarkpunktion

Die Knochenmarkaspiration erfolgte beidseits aus den vorderen Beckenkammknochen im
Bereich der Spinae iliacae anteriores superiores (2-8ml pro Seite). Um eine Gerinnung
des Probenmaterials zu vermeiden, wurde das Knochenmark in heparinisierten Spritzen
abgenommen und innerhalb weniger Stunden weiterverarbeitet. Insgesamt wurden fir
diese Studie Uber einen Zeitraum von 1 Jahr KM- Proben von 99 Patienten aus den
Frauenkliniken I. Frauenklinik Munchen (Maistrasse), Klinikum Bayreuth und Klinikum

Traunstein gewonnen und untersucht.

21



4.2.4 Periphere Venenpunktion
Zusétzlich wurden von 11 Patienten der 1. Frauenklinik der Ludwig- Maximilians
Universitat in Minchen zwischen 25-40ml peripher- vendsen Blutes in heparinisierten

Spritzen gewonnen und ebenfalls innerhalb weniger Stunden weiterverarbeitet.

4.3 Labormethoden
4.3.1 Aufarbeitung des Knochenmarks

1. Uberfiihren des Knochenmarks

Knochenmark  direkt  aus Punktionskantile in ein 50ml
Zentrifugationsrohrchen (Polypropylene Conical Tube) tiberfiihren, Menge
bestimmen und Réhrchen mit laufender Nummer beschriften.

Im Eingangsbuch auf dem Patientenetikett Eingangsdiagnose sowie
Eingangsdatum und gesamte Menge des Patientenmaterials vermerken.

Mit Hanks- Losung auf 50ml auffillen
2. Zentrifugation

Zentrifugation 10min, 169xg, 9°C, ohne Bremse
3. Abpipettieren

Mit einer 10ml Pipette den oberen Uberstand mit Fettphase abpipettieren
bis auf das Sediment. Das abpipettierte Material in einen
Erlenmeyerkolben verwerfen und im infektiésen Mall entsorgen.

Nach diesem Schritt kann der Vorgang fur kurze Zeit unterbrochen
werden

4. Zugabe von Ficoll

8ml Ficoll unter sterilen Bedingungen in 15ml Rohrchen (Polypropylene
Conical Tube) vorgeben.

Die vorbereiteten Ficoll- Rohrchen langsam mit dem Sediment aus Schritt
3 Uberschichten. Um eine Vermischung zu vermeiden, wird das KM mit
einer 5ml Serologischen Pipette aufgenommen und kurz oberhalb des
Ficoll- Flissigkeitsspiegels schrag an der Réhrchenwand abgegeben.

Haufig werden mehrere 8ml Ficoll- Rohrchen pro KM- Probe bendtigt.
WICHTIG: Zlgig arbeiten, sonst rutschen die Zellen ins Ficoll ab

5. Zentrifugation:

Zentrifugation 20min, 1105xg,
9°C, ohne Bremse

6. Interphase absaugen '
p . g . Bl orormalledve
Interphase mit mononukledren Fellen

Zellen (MNZ) - als dunner _
Ring sichtbar - und obere Ficell

Phase mit einer 5ml Pipette

abnehmen und in ein neues 50ml Rohrchen tUberfihren. Abb. 2
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WICHTIG: Das Abnehmen von Ficoll sowie ein Stehen lassen langer als
10min sollte vermieden werden

7. Auffillen mit PBS

Mit PBS auf 50ml auffillen

Schitteln
8. Zentrifugation

Zentrifugation 10min, 535xg, 9°C, mit Bremse
9. Uberstand abgieRen

Uberstand abgiefRen

10. Erythrozytenlyse
Bei zu groBem Anteil an Erythrozyten in der Suspension (starke
Rotfarbung des Prédparats) Erythrozytenlyse durchfiihren gemal
Erythrozyten- Lyse- Kit (R&D System):

1-2ml Erythrozytenlysepuffer zugeben (je nach Erythrozytenanteil und
PelletgroRe), Verdinnung 1:10 in A. dest. (steril) (Vorrat moglich)

5min unter Schiitteln inkubieren

Mit Waschpuffer auf 50ml auffiillen, Verdunnung 1:10 in A. dest. (steril)
(taglich frisch ansetzen)

Zentrifugation 10min, 535xg, 9°C, mit Bremse
Uberstand abgieRen
11. Sediment re- suspendieren

Sediment in PBS re- suspendieren und auf 2-3ml (im Normalfall 3ml/
kleine Zellmenge nur 2ml/ grofRe Zellmenge bis zu 5ml) auffullen. Hieraus
ergeben sich also, wegen eines verbleibenden Restvolumens von ca. 0,3
ml nach AbgieRen des Uberstands, folgende Gesamtvolumina fiir die
Berechnung der Gesamtzellzahl:

o Auf 3ml aufgefullt: 3,3ml
o Auf 2ml aufgeflit: 2,3ml

Nach diesem Schritt kann die Knochenmarkaufarbeitung ber Nacht
unterbrochen werden.

12. Trypanblau
Zuerst 10ul Trypanblauldsung in Mikrotiterplatte vorgeben
KM- Suspension auf Schattler mischen

Mit einer Eppendorfpipette 10ul KM- Suspension zu dem Trypanblau
zugeben und gut mischen

13. Neubauer- Kammerzahlung
Zahlkammer vorbereiten:
o Kammer anhauchen
o Deckglas aufschieben
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4.3.2

o Mit Eppendorfpipette 10ul KM-/Trypanblau- Suspension in
Kammer geben

Im Mikroskop mit 10er Objektiv Ebene suchen, mit 20er Objektiv
mononukledre Zellen z&hlen.

WICHTIG: Auf Erythrozyten achten und diese nicht mitzahlen
Ausgezahlt werden 25 Gruppen- Quadrate im Thoma- Netz
14. Berechnung der Gesamtzellzahl

Gesamtzellzahl = VVolumen (ml) * ermittelte Zellzahl je Quadrat * 2 * 10*

Herstellen von Nativ- Zytospins

1. Ermitteln des bendtigen KM- Suspension- VVolumens

Es werden 18*10° Zellen fiir 18 Zytospins benétigt, d.h. 1*10° Zellen pro
Zytospin

Berechnung des bendtigten Volumens: Volumen (ml) = 18 * 10° *
Gesamtvolumen (z.B. 3,3ml) / Gesamtzahl * 10°

2. KM- Suspension tberfihren

Errechnetes VVolumen in ein 15ml Rohrchen dberfiihren und mit PBS auf
9ml auffillen

9ml Volumen werden zur Herstellung von 18 Objekttragern a 500ul
Suspension bendtigt. Bei niedriger Zellzahl Volumen entsprechend
verringern, so dass jeder OT weiterhin mit 1*10° beschichtet wird.

3. Zytospin-/ Trager- Vorbereitung

Objekttrager mit Datum, laufender Patientennummer und Materialangabe
(Blut/KM) beschriften

Objekttrager in  Zytospannplatte einsetzen und Zytospanneinsatz
einspannen.

KM-/Blut- Suspension nochmals mischen (Schuttler)
Mit einer Eppendorfpipette 500ul Suspension in Zytospanneinsatz geben.
4. Zentrifugation

In der Zytospinzentrifuge 5min, 6*90g, bei Raumtemperatur (RT)
abzentrifugieren

5. Uberstand abpipettieren

Uberstand abpipettieren und die Zytospins 12-24 Std. bei Raumtemperatur
trocknen lassen

6. Lagerung

Weiterverarbeitung (Férbung) von 4 OT bzw. Lagerung der Ubrigen 14
OT bei —80°C

Zu farbende OT an Auftragsstelle mit weiRem Edding markieren
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4.3.3 HEA- Anreicherung mit dem ,,HEA Tumor Cell Enrichment and
Detection Kit*“ (human)

4.3.3.1 Zellen anreichern
WICHTIG: Alle Volumenangaben gelten fiir maximal 5*10° Zellen. Bei gréReren
Zellzahlen missen die Volumina entsprechend hochgerechnet werden.

1. Puffer entgasen

PBS (pH 7,2 mit 0,5% BSA und 2mM EDTA) gemé&l Herstellerangaben
zubereiten und im Sonorex RK510 Transistor entgasen.

2. Zentrifugation nach KM Aufarbeitung

Nach KM Aufbereitung Abnahme der bendtigten Menge an KM fir
Routinescreening (Nativzytospins)

Réhrchen mit KM erneut abzentrifugieren, bei 300xg, 10min, mit Bremse
3. Zellen re- suspendieren
Uberstand abpipettieren und verwerfen
Sediment mit 300ul kaltem, entgastem Puffer re- suspendieren
4. Blockieren
Unspezifische Bindungsstellen mit 100ul FCR Blocking Reagenz blocken
Gut mischen
5. HEA Mikrobeads
100ul MACS Microbeads dazu geben
Gut mischen
30min bei 4°C inkubieren
6. Zellen waschen
Zellen mit 1-2ml Puffer waschen
7. Zentrifugation
Zellsuspension bei 300xg, 10min, ohne Bremse abzentrifugieren
Uberstand verwerfen
8. Zellen resuspendieren
Zellen mit 500ul Puffer resuspendieren
9. Saule und Filter vorbereiten und anfeuchten
Sdule in Magneten einsetzen
Filter auf Sdule aufbringen
Filter und S&ule mit 500ul Puffer anfeuchten
10. Zellsuspension in Saule pipettieren
Zellsuspension mit einer Eppendorfpipette in Sdule pipettieren
Zellsuspension durch Saule laufen lassen
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Nachspulen
Mit 3*500ul Puffer nachspulen

Alle unmarkierten Zellen laufen durch die S&ule durch, magnetisch
markierte Zellen werden gebunden

Zellen aus Saule driicken

Filter abnehmen und verwerfen

Séule aus Magneten entfernen

Sdule auf ein 15ml Rohrchen aufsetzen

Zellen mit 500l Puffer mit einem Stempel aus der S&ule driicken
Fixieren

Zu den 500ul Zellsuspension aus der Séule 500ul Inside Fix zugeben (—
Fixationsvolumen = 1ml)

20min bei RT inkubieren
Séaule vorbereiten und anfeuchten

Neue Saule in Magneten einsetzen

Saule mit 500ul Puffer anfeuchten
Zellsuspension in Saule pipettieren

Zellsuspension (1ml) mit einer Eppendorfpipette in Sdule pipettieren
Waschen

Sofort mit 500ul Puffer nachspiilen
Zellen permeabilisieren

500ul Inside Perm in die Sdule geben
Anti- Cytokeratin- Alkaline- Phosphatase

100l verdlnnte Anti- Cytokeratin- Alkaline- Phosphatase (1:50 in Inside
Perm verdiinnt) in Sdule pipettieren

10 min bei RT inkubieren
Zellen waschen

Zellen in der Sdule mit 500ul Inside Perm waschen

Danach erneut mit 500ul PBS waschen
Zellen aus Saule drtcken

Saule aus Magneten entfernen

Séule in den Becher eines vorbereiteten OT geben

Zellen mit 500ul PBS mit dem Stempel aus der Sdule driicken
Zentrifugation

Zellen auf den OT zentrifugieren (Zytozentrifuge), 5min, 6*90g, bei RT
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4.3.3.2 Angereicherte Zellen farben

4.3.4

22. OT trocknen lassen
OT mit angereicherten Zellen 2-18 Std. bei RT trocknen lassen
23. Auftragsflache markieren
Auftragsflache mit Zellen auf OT mit weiRem Edding markieren
24. Farbung vorbereiten
Herstellung:
o TRIS/HCI Tablette in 1ml dest. Wasser auflésen (Schittler)

o SIGMA FAST Fast Red TR/Naphtol AS- Mx Substrat Tablette
zugeben und in TRIS- Puffer I6sen

25. OT waschen

OT 2min in PBS waschen
26. Zellen anfarben

OT in Farbebecken legen

Je 50-100ul Fast Red Losung mit Eppendorfpipette auf Auftragsstellen
pipettieren

15min bei RT inkubieren
27. OT waschen

OT in OT- Halter einsetzen

In bidest. Wasser fir 2min waschen
28. Eindeckeln

Kaisers Glyceringelatine auf Heizplatte (100-150°C) erwarmen, fur 5-10
min, bis flissig

Mit Eppendorfpipette 3-4 Tropfen Gelatine auf Auftragsstelle geben und
Deckgléaschen (24mm*40mm od. 24mm*24mm) vorsichtig auflegen

WICHTIG: Luftblaschen vermeiden, stéren beim mikroskopieren

Doppelfarbung am KM: Keratin (A45/B/B3) und HEA (Anti- Ep-

CAM) mittels Immunfluoreszenz

1. Praparate auftauen und trocknen
Préparate 10min auftauen lassen
Praparate ca. 20min trocknen lassen
2. Fixierung
Praparate 5min in Aceton fixieren (unter Abzug!)
Danach trocknen lassen (unter Abzug!)
3. PBS
Préparate 3*2min in PBS spulen
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4. Blockierung
Ultra V- Block auf Auftragsstellen geben
200ul je Auftragsstelle mit Pipette auftragen
15min bei RT inkubieren

Dient zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und verhindert
damit unspezifische Anfarbungen

Nach 15min nur abklopfen, nicht abwaschen sonst ist Ausgangszustand
wieder hergestellt

4.3.4.1 HEA (Anti- Ep- CAM)

5. Priméar- AK
Anti- Ep- CAM Klon HEA 125, Mouse IgG, Firma: Serotec
AK 1:20 in Verdinnungsmedium (DAKO S3022) verdinnen
200ul verdunnten AK je Auftragsstelle mit Pipette auftragen
45min bei RT inkubieren

6. PBS
Préparate 3*2min in PBS spulen

7. Sekundar- AK

Rabbit- Anti- Mouse IgG Cy2 markiert 1:50-1:200, Firma: Jackson
Immuno Research

AK 1:100 in Verdinnungsmedium (DAKO S3022) verdiinnen
200ul verdunnten AK je Auftragsstelle mit Pipette auftragen
30min bei RT inkubieren
8. PBS
Préparate 3*2min in PBS spulen
4.3.4.2 Keratin- Nachweis

9. Primar- AK

Pan- Keratin Klon A45-B/B3 (erfasst CK8, CK18, CK19), Mouse IgG
direkt markiert mit Cy3, Firma: Micromet

AK 1:200 in Verdiinnungsmedium (DAKO S3022) verdiinnen
200ul verdinnten AK je Auftragsstelle mit Pipette auftragen
45min bei RT inkubieren

10. PBS
Préparate 3*2min in PBS spilen

11. Praparate trocknen lassen
Im Dunkeln trocknen lassen

12. Eindeckeln
Mit DAPI eindeckeln
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4.3.5 Anreicherung von Tumorzellen im Knochenmark (KM) mit Anti-

Thomsen- Friedenreich IgM (CD176)

Verwendeter Puffer: 10% FCS-PBS (PBS: pH- Wert 7,6-8,0)
1. Zentrifugieren und Re- suspendieren

Nach Abnahme des bendtigten KM fiir Routinelabor = Nativzytospins
(18*10° Zellen) verbliebene Zellzahl fiir Anreicherung berechnen:

Ausgangszellzahl- 18*10° = eingesetzte Zellzahl fiir Anreicherung

In Rohrchen verbliebenes KM mit PBS nochmals abzentrifugieren, bei
409xg, 10min

Uberstand verwerfen
Pellet in 5ml 10% FCS-PBS re- suspendieren
2. Primar- AK

Thomsen- Friedenreich- AK, Anti- CD176, Klon Nemod- TF2, Mouse
IgM, Firma: Nemod Biotherapeutics

AK- Konzentration nach Lodsung in 560ul destilliertem Wasser =
0,42mg/ml (gemal} Vorgabe Nemod Biotherapeutics)

Verdunnungsmedium: 10% FCS- PBS

AK wird in einer Konzentration von 4ug/ml verwendet, d.h. bei 5ml
Ausgangsvolumen ergeben sich 20pg AK — 20ug / 0.42mg/ml = 47,62l

47,62ul AK in 5ml Ausgangsvolumen pipettieren
45min bei 37°C inkubieren

3. Zentrifugation
Bei 409xg, 10min, ohne Bremse abzentrifugieren
Uberstand verwerfen

Pellet in 200-300ul 10% FCS-PBS re- suspendieren, zellzahlabhéngig.
Losung sollte schon flissig sein, evtl. Volumen erhdhen

4. Sekundar- AK
Ratte- Anti- Maus IgM Microbeads, Firma: Miltenyi Biotec
20ul zur Zellsuspension geben
10min bei 4°C inkubieren
5. Magnetsaule anfeuchten
Sdule in den Magneten einsetzen

Filter auf S&ule aufbringen; dient dazu Zellklumpen, welche die S&ule
verstopfen konnten, zurtickzuhalten

Sdule und Filter mit 500ul FCS-PBS anfeuchten
KM- Suspension in die angefeuchtete S&ule geben und durchlaufen lassen
Mit 4*1ml 10% FCS-PBS gut nachspilen
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Saule aus dem Magneten nehmen

Mit 500-1000ul 10% FCS-PBS Zellen mit dem Stempel aus der Sdule
drucken, 5*wiederholen

6. Zentrifugation
Bei 409xg, 5min, ohne Bremse abzentrifugieren
Uberstand verwerfen

Pellet in 1,5-2ml 10% FCS-PBS (je nach eingesetzter Zellzahl) re-
suspendieren

7. Zytospins herstellen
Je 500ul Zellsuspension in die vorbereiteten Zytospanneinsétze geben
OT 5min in Zytozentrifuge abzentrifugieren, 6*90g, bei RT
Uberstand abnehmen
Zytospins ca. 12-24 Std. trocknen lassen

Zytospins vor dem Farben einfrieren, um die Zellwand durchlassig zu
machen

8. Detektion der gebundenen Zellen
Gemal} Farbeprotokoll: Immunzytologie mit der APAAP Férbung

A TF
anti TF

Mag.
beat

Anti
-CK

Abb. 3: Ablaufschema der TF- Anreicherung
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4.3.6 Immunzytologie mit der APAAP Farbung

1. Allgemeines
Gefarbt wird in einem Férbebecken bei RT
Nativzytospin:
o 2 Praparate mit A45-B/B3(1:100)
o 2 Praparate als Negativkontrolle mit MOPC- 21(1:500)
TF- angereicherte Préparate:
o Alle mit A45-B/B3(1:100)

Eine Positivkontrolle (OT mit MCF7 Zellen) sollte immer mitgefarbt
werden

2. Préaparate auftauen
Préparate etwa 30 min auftauen lassen
OT beschriften (A45/MOPC)
AK- Verdinnungen herstellen:
o A45-B/B3: (1:100)
o MOPC- 21: (1:500)
o Z0259: (1:20)
o APAAP: (1:100)
o Verdinnt werden die AK mit 10% AB-Serum/TRIS- Puffer
3. Blockierung

Unspezifische Bindungsstellen werden mit 10% AB- Serum (Verdinnung
1:10 in TRIS- Puffer) blockiert

200ul pro Auftragsstelle
20min inkubieren

Dient zur Absattigung von elektrostatischen Ladungen der Proteine und
somit zur Verhinderung unspezifischer Anfarbungen

4. AB Serum abklopfen

AB- Serum nur abklopfen und den Objekttragerrand um die Auftragsstelle
abwischen

WICHTIG: AB- Serum nicht absptilen, da sonst der Ausgangszustand
wieder hergestellt wird und unspezifische Reaktionen ermdglicht werden

WICHTIG: Préparate durfen nicht austrocknen, zligig arbeiten
5. Priméarantikorper

Primérantikorper A45-B/B3 (Mikromet), 1:100 geldst in AB-Serum (1:10
in TRIS- Puffer)

Negativkontrolle MOPC- 21, 1:100 gel6st in AB-Serum (1:10 in TRIS-
Puffer)
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6. Nativzytospin: PBS
3*3min in PBS waschen
WICHTIG: Negativkontrolle in extra Kivette stellen
6.1. TF- angereicherte Zytospins: TRIS- Puffer
3*3min in TRIS- Puffer waschen
7. Bruckenantikorper/ Sekundarantikorper

R&M Briickenantikorper, Rabbit- Anti- Mouse, 1:20 geldst in AB-Serum
(1:10 in TRIS- Puffer)

8. Nativzytospin: PBS
3*3min in PBS waschen
8.1. TF- angereicherte Zytospins: TRIS- Puffer
3*3min in TRIS- Puffer waschen
9. APAAP
APAAP, 1:100 geltst in AB- Serum (1:10 in TRIS- Puffer)

Alkalische Phosphatase- Anti- Alkalische Phosphatase (Enzym- Anti-
Enzym- Komplex) besteht aus monoklonalen Maus- IgG- Antikdrpern
gegen alkalische Phosphatase, welche spezifisch mit dem Enzym
alkalische Phosphatase konjugiert sind.

10. Nativzytospin: PBS
3*3min in PBS waschen
10.1. TF- angereicherte Zytospins: TRIS- Puffer
3*3min in TRIS- Puffer waschen
11. Nativzytospin: Substrat/ Chromogen
Substrat- Chromogen- Lésung ca. 30min vor Gebrauch neu herstellen
Herstellung:
o LoOsung 1:
o 90mg Levamisol einwiegen (weilRe Einwageschalchen, klein)
o In62,5ml TRIS- Lésung l6sen (Messzylinder)
o Auf 250ml mit A. dest. Auffillen

o In Erlenmeyerkolben (berfuhren und mit Magnetrihrer
mischen

o LOsung 2:
o 50mg Natriumnitrit einwiegen
o In1250ul Aqua dest. Losen (15ml Rohrchen auf Schiittler)

o 500ul Neufuchsin (Kuhlschrank) zugeben und auf Schittler gut
mischen

o Lo6sung 1 und 2 in einem Erlenmeyerkolben mischen
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11.1.

o Losung 3:

o 125mg Naphtol- ASBI- Phosphat (Lagerung bei —20°C)
einwiegen

o 1500ul DMF/NN- Dimethyl- Formamid (unter Abzug!) hinzu
pipettieren und gut mischen

o Losung sollte klar werden

o Lo6sung 3 zu dem Gemisch aus Losung 1 und Lésung 2 in
Erlenmeyerkolben geben und fiir 5min auf dem Magnetriihrer
mischen

o Fertige Substratlosung filtrieren
OT unter dem Anzug féarben
Gebrauchte Substratlésung im Sondermdill entsorgen

TF- angereicherte Zytospins: DAKO Fuchsin+Substrate-
Chromogen Ldsung

DAKO Fuchsin+Substrate- Chromogen: System for
Immunohistochemistry and in situ hybridization

Farbung erfolgte nach Protokoll des Herstellers

12. Nativzytospin: PBS

12.1.

3*3min in PBS waschen

TF- angereicherte Zytospins: A. dest. und Kernfarbung

3*3min in A. dest. waschen

Kernfarbung mit Saurer Hamalaunlésung nach Meyer

OT 30sec in einem Objekttragerhalter in Saure Hamalaunldsung stellen

Danach solange mit Leitungswasser spilen, bis kein blauer Farbstoff im
Wasser mehr sichtbar ist

5min in Leitungswasser bldauen
Bis zum Eindeckeln in A. dest. aufbewahren

13. Eindeckeln

Kaisers Glyceringelatine auf Heizplatte (100-150°C) erwarmen, fur 5-10
min, bis flssig

Mit Eppendorfpipette 3-4 Tropfen Gelatine auf OT geben und
Deckglaschen (24mm*40mm od. 24mm*24mm) vorsichtig auflegen

WICHTIG: Luftblaschen vermeiden, stéren beim Mikroskopieren
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4.4 Statistische Methoden

Die gesammelte Datenmenge wurde mit den Programmen Excel und SPSS ausgewertet.

Die deskriptiven Daten wurden mittels Median und Mittelwert sowie Minimum,
Maximum und Standardabweichung dargestellt.

Um die detektierte Tumorzellzahl vor und nach Anreicherung zu vergleichen, wurden
sowohl die absolute Tumorzellzahl pro Probe als auch die relative Tumorzellzahl pro 1
Mio. MNZ berticksichtigt.

Die relative Tumorzellzahl pro 1 Mio. MNZ wurde nach folgender Formel berechnet:

= detektierte Tumorzellzahl pro Probe * 10°/ eingesetzte MNZ- Zahl
Fur den Vergleich zweier verbundener Stichproben wurden der McNemar- Test sowie
der Wilcoxon- Test eingesetzt.

McNemar- Test

Um die Anzahl tumorzellpositiver Patientenproben - Knochenmark und Blut - vor und
nach Anreicherung zu vergleichen, wurde der McNemar- Test eingesetzt.

Wilcoxon- Test

Der Wilcoxon Test wurde durchgefihrt, um die absolute und relative Tumorzellzahl vor

und nach Anreicherung sowohl im Knochmark als auch im Blut zu vergleichen.

Der absolute Anreicherungsfaktor wurde berechnet nach:

= absolute Tumorzellzahl nach Anreicherung / absolute Tumorzellzahl vor

Anreicherung

Der relative Anreicherungsfaktor entsprechend:

= relative Tumorzellzahl nach Anreicherung / relative Tumorzellzahl vor

Anreicherung
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl KM- als auch Blutproben von insgesamt 99
Patienten mit histologisch gesichertem Mammakarzinom nach o.g. Protokollen bearbeitet
und auf das Vorhandensein von DTZ gescreent. Zundchst wurde im Rahmen eines
Vorversuches die Tumorzellanreicherung mittels ,, HEA Tumor Cell Enrichment and
Detection KIT* (Miltenyi Biotec) durchgefuhrt. Hierbei wurden 34 Patientenproben,
ausschlieBlich KM, untersucht. Im Anschluss wurde eine Methode zur Anreicherung von
DTZ aus KM und peripherem Blut mit einem Antikorper gegen das Thomsen-
Friedenreich- Antigen etabliert. Anhand dieses Protokolls wurden weitere 65 KM- sowie
11 Blutproben von 65 Patienten auf DTZ gescreent. Die Gesamtheit der Proben wurde
Uber einen Zeitraum von einem Jahr von Patienten aus den Frauenkliniken 1. Frauenklinik
Minchen (Maistrasse), Klinikum Bayreuth und Klinikum Traunstein gewonnen. Die
Klinischen Angaben zu den Patienten stammen aus den entsprechenden Kliniken, in
denen die Patienten jeweils behandelt wurden. Die histopathologischen Angaben aus den

Pathologielaboratorien, mit denen die Kliniken zusammenarbeiten.

5.1 HEA- Tumorzellanreicherung mit dem .HEA Tumor Cell

Enrichment and Detection KIT* (Miltenyi Biotec)

5.1.1 Patientenauswertung

Folgende Tabelle (Tab. 2) bietet eine Ubersicht tiber die Verteilung der im Rahmen der
HEA- Anreicherung untersuchten 34 Patienten im Hinblick auf Histologie, TNM- Status,
Grading, Hormonrezeptor- und HER-2/neu- Status sowie einige weitere

histopathologische und klinische Daten.

Parameter Summe
Probenanzahl 34
Patientenanzahl 34
Mittleres Alter (Intervall) 60

(40-85)
Menopausenstatus Postmenopausal 25
Pramenopausal 9
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Histologie DCIS 1
LCIS 1
Duktal- invasiv 10
Duktal- invasiv mit intraduktaler Komponente 14
Duktal- invasiv mit LCIS 1
lobulér- invasiv mit LCIS 3
Medullar 1
Muzinds 1
n.a. 2
Tumorgrolie Tis 2
T1 16
T2 14
T3 0
T4 0
TX 2
Lymphknotenstatus NO 21
N1 8
N2 2
N3 0
NXx 3
Metastasen MO 21
M1 0
Mx 13
Differenzierung Gl 3
G2 12
G3 13
n.a. 6
Estrogenrezeptorstatus ER+ 22
ER- 11
ER n.a. 1
Progesteronrezeptorstatus | PR+ 23
PR- 10
PR n.a. 1
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Her-2/neu Status Negativ 16
Schwach positiv 3
Stark positiv 7
n.a. 8
Therapiestadium zum Operative Therapie 28
Zeitpunkt der KMP + Postoperative Chemotherapie 2
+ Postoperative Hormontherapie 1
+ Postoperative Chemo- und Hormontherapie 2
+ Postoperative Herceptintherapie 1
Operative Therapie BET 29
Ablatio mammae 5
Lymphangiosis Ja 2
Nein 29
n.a. 3
Hé&mangiosis Ja 0
Nein 31
n.a. 3
Tabelle 2
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5.1.2 Probenauswertung

Im konventionellen Primérscreening zeigten 8 / 34 (23,5%) Patienten DTZ mit im Mittel
0,68 (Median 0) TZ / 2*10° mononukledre Zellen (0-6). Nach Anreicherung konnten im
Mittel 4,21*10" (Median 1,78*10") MNZ (3,20*10°- 3,71*10%) gescreent werden. Hierbei

zeigten 0 / 34 Patienten (0%) DTZ (Tab. 3, Abb. 4).

Knochenmark Anzahl (n) der Anzahl (n) der Summe (n) der
Patienten mit DTZ | Patienten ohne Patienten
DTZ
Primarscreening 8 26 34
Anreicherung 0 34 34

Tabelle 3

120

O Anzahl ohne DTZ
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5.1.3 Doppelfarbung am KM: Keratin (A45/B/B3) und HEA (Anti-

Ep- CAM) mittels Immunofluoreszenz
Zum Nachweis einer HEA- und Zytokeratin (CK)- Koexpression wurden die KM-
Préparate der Patientinnen, die im Primarscreening positiv waren (Tab. 3) mit einer
Doppelfarbung gegen Keratin und HEA angefarbt. Die CK positiven DTZ im KM der
Brustkrebspatientinnen wiesen bei allen 8 Patientinnen (100%) eine Koexpression von
HEA und CK auf. Weiterhin war diese Koexpression bei allen im Knochenmark

nachgewiesenen  isolierten  Tumorzellen  vorhanden  (100%). Mononukledre

Knochenmarkszellen ohne CK Expression waren auch negativ fir HEA.

Zellkern: DAPI blau Zellkern: DAPI blau

HEA: Cy2 grun

Zellkern: DAPI blau Zellkern: DAPI blau
CK: Cy3rot HEA: Cy2 grun
CK: Cy3rot

Abb. 5: CK und HEA- Koexpression auf Tumorzellen im KM
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5.2 TE- Tumorzellanreicherung im Knochenmark und peripheren Blut

5.2.1 Patientenauswertung

Folgende Tabelle (Tab. 4) bietet eine Ubersicht tiber die Verteilung der im Rahmen der

TF- Anreicherung untersuchten 65 Patienten im Hinblick auf Histologie, TNM- Status,

Grading, Hormonrezeptor- und HER-2/neu- Status sowie einige weitere
histopathologische und klinische Daten.
Parameter Summe
Probenanzahl 65
Patientenanzahl 65
Mittleres Alter (Intervall) 58 (27-79)
Menopausenstatus Postmenopausal 51
Pramenopausal 14
Histologie DCIS 6
Morbus Paget mit DCIS 1
Duktal- invasiv 35
Duktal- invasiv mit intraduktaler 15
Komponente
Lobuldr- invasiv 2
lobulér- invasiv mit LCIS 2
Duktal und lobuldr- invasiv 1
Duktal und lobuldr- invasiv mit intraduktaler 2
Komponente
n.a. 1
Tumorgrolie Tis 5
T1 27
T2 27
T3 0
T4 1
TX 5
Lymphknotenstatus NO 40
N1 11
N2 5)
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N3 3
NX 6
Metastasen MO 21
M1 0
MXx 44
Differenzierung Gl 6
G2 27
G3 24
n.a. 8
Estrogenrezeptorstatus ER+ 39
ER- 21
ER n.a. 5
Progesteronrezeptorstatus | PR+ 32
PR- 28
PR n.a. 5
Her-2/neu Status Negativ 30
Schwach positiv 17
Stark positiv 11
n.a. 7
Therapiestadium zum Keine Therapie 1
Zeitpunkt der KMP Neoadjuvante Chemotherapie 2
Neoadjuvante Hormontherapie 1
Operative Therapie 57
+ Postoperative Chemotherapie 2
+ Postoperative Chemo und Hormontherapie 1
+ Postoperative Herceptintherapie 1
Operative Therapie Brusterhaltende Therapie (BET) 51
Ablatio mammae 12
n.a. 2
Lymphangiosis Ja 9
Nein 52
n.a. 4
Hamangiosis Ja 3
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Nein 58

n.a. 4

Tabelle 4

5.2.2 Probenauswertung

5.2.2.1 Knochenmark

Im konventionellen Primérscreening zeigten 15 / 65 (23,1%) Patienten DTZ im
Knochenmark. Nach Anreicherung stieg die Anzahl auf 47 / 65 Patienten (72,3%) an.
(p< .0001 [Anhang 7]) (Tab. 5, Abb. 6)

Knochenmark |Anzahl (n) der|Anzahl (n) der|Summe (n) der
Patienten mit DTZ | Patienten ohne DTZ | Patienten

Primérscreening 15 50 65
Anreicherung 47 18 65
Tabelle 5
120 ——
oA DTz
Abb. 6 nzanionne
O Anzahl mit DTZ
100
X 27,69
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g 80
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Q
2 60 76,92
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=
IS
N 40
c 72,31
<
20
23,08
0 T
Primarscreening Anreicherung

Die detektierte Tumorzellzahl lag vor Anreicherung im Mittel bei 0,74 (Median 0) Zellen
(MIN 0, MAX 10, Standardabweichung 2,10). Nach Anreicherung konnten im Mittel
3,29*10" (Median 2,20*10") mononukleare Zellen (MIN 8,40*10°, MAX 2,18*10°) auf
DTZ gescreent werden. Die Anzahl DTZ im Knochenmark stieg auf im Mittel 8,06
(Median 2) Tumorzellen (MIN 0, MAX 105, Standardabweichung 16,93) (Tab. 6).
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Die relative Tumorzellzahl/10° untersuchter MNZ lag im Primarscreening im Mittel bei
0,37 (Median 0) Tumorzellen (MIN 0, MAX 5, Standardabweichung 1,05). Nach
Anreicherung konnten im Mittel 0,4 (Median 0,13) DTZ nachgewiesen werden (MIN 0,
MAX 7,68, Standardabweichung 1,05) (Tab. 6).
Tab. 6 zeigt zusétzlich die Tumorzellzahlen ausschlieBlich bezogen auf die positiven

KM- Proben:

Tumorzellzahl | Mittelwert | Median | Bereich (MIN-MAX) | Standardabweichung

Alle Proben (n=65)

Absolut (pro Probe)

Priméarscreening 0,74 0 0-10 2,10
Anreicherung 8,06 2 0-105 16,93
P- Wert p< .0001 [Anhang 8]

Relativ (pro 10° MNZ)

Primarscreening 0,37 0 0-5 1,05
Anreicherung 0,4 0,13 0-7,68 1,05
P- Wert p=.1110 [Anhang 9]

Nur positive Proben

Absolut (pro Probe)

Primarscreening 3,20 2 1-10 3,43
(positiv: n=15)

Anreicherung 11,15 4 1-105 19,07
(positiv: n=47)

Tabelle 6

In Abb. 7 sind absolute und relative Tumorzellzahl nach Anreicherung

Vergleich pro Probe dargestellt.
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Zusammenfassend lag der mittlere absolute Anreicherungsfaktor bei 10,92; der mittlere
relative Faktor hatte den Wert 1,10.

Bei dem Vergleich Primérscreening und TF- Anreicherung im KM korrelierte das
Ergebnis bei 25 Patienten. Hiervon waren 14 Patienten sowohl im Primarscreening als
auch nach Anreicherung negativ, 11 Patienten waren bei beiden Verfahren positiv. 36
Patienten waren im Primarscreening zunachst negativ und zeigten dann nach
Anreicherung ein positives Ergebnis. 4 Patienten waren im Primarscreening positiv und

nach Anreicherung negativ (Tab. 7, Abb. 8).

Primarscreening TF- Anreicherung Anzahl der Patienten
negativ negativ 14
Knochenmark- negativ positiv 36
status positiv negativ 4
positiv positiv 11
Tabelle 7
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Abb. 9 fur die absolute und Abb. 10 fir die relative Tumorzellzahl zeigen noch einmal
die Proben einzeln aufgeschlusselt, die im Primérscreening negativ waren und nach
Anreicherung positiv wurden, und umgekehrt. Dariiber hinaus sind die korrelierenden
Ergebnisse dargestellt sowie die Tumorzellzahlen der einzelnen Proben vor und nach

Anreicherung im Vergleich.
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5.2.2.2 Blut

Bei Untersuchung des peripheren Blutes zeigte im konventionellen Primérscreening 1 /
11 (9,1%) Patienten DTZ mit im Mittel 0,18 (Median 0) Zellen (MIN 0, MAX 2,
Standardabweichung 0,60). Nach Anreicherung konnten im Mittel 1,62*10" (Median
1,20%10") MNZ (MIN 2,57*10°, MAX 3,86*10") untersucht werden. Hierbei wurden bei
5/ 11 Patienten (45,5%) DTZ im Blut mit im Mittel 1,27 (Median 0) Zellen (MIN 0,
MAX 8, Standardabweichung 2,41) nachgewiesen (p=.2187 [Anhang 10]).

(Tab. 8+9, Abb. 11)

Blut Anzahl (n) der|Anzahl (n) der|{Summe (n) der
Patienten mit DTZ | Patienten ohne | Patienten
DTZ
Primarscreening 1 10 11
Anreicherung 5 6 11
Tabelle 8
120
Abb. 11 O Anzahl ohne DTZ
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Betrachtet man nun wieder die relative Tumorzellzahl/10° untersuchter MNZ, so ergibt
sich fur das Priméarscreening eine detektierte Tumorzellzahl von im Mittel 0,09 (Median
0) TZ (MIN 0, MAX 1, Standardabweichung 0,30). Nach Anreicherung sank die relative
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Tumorzellzahl auf im Mittel 0,06 (Median 0) Zellen (MIN 0, MAX 0,28,
Standardabweichung 0,09). In Abb. 12 sind absolute und relative Tumorzellzahl nach
Anreicherung im direkten Vergleich pro Probe dargestellt.

Tab. 9 zeigt zusatzlich die Tumorzellzahlen ausschliel3lich bezogen auf die positiven

Blutproben.

Tumorzellzahl | Mittelwert | Median | Bereich (MIN-MAX) | Standardabweichung
Alle Proben (n=11)
Absolut (pro Probe)

Primarscreening 0,18 0 0-2 0,60
Anreicherung 1,27 0 0-8 2,41
P- Wert p=.1682 [Anhang 11]

Relativ (pro 10° MNZ)

Primarscreening 0,09 0 0-1 0,30
Anreicherung 0,06 0 0-0,28 0,09
P- Wert p=.3454 [Anhang 12]

Nur positive Proben
Absolut (pro Probe)

Primarscreening 2 2 - -
(positiv: n=1)
Anreicherung 2,8 1 1-8 3,03
(positiv: n=5)
Tabelle 9
9 0,5
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Zusammenfassend ergab sich aus den Werten ein mittlerer absoluter Anreicherungsfaktor
von 7. Der mittlere relative Anreicherungsfaktor lag bei 0,71.
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Im Vergleich Primarscreening und TF- Anreicherung im Blut korrelierte das Ergebnis bei

5 Patienten. Hiervon waren alle 5 Patienten sowohl im Primadrscreening als auch nach

Anreicherung negativ. Keiner der Patienten war bei beiden Verfahren positiv. 5 Patienten

waren zundchst negativ und zeigten dann nach Anreicherung ein positives Ergebnis,

wohingegen 1 Patient im Primérscreening positiv war und nach Anreicherung negativ.

(Tab. 10, Abb. 13)
Priméarscreening | TF- Anreicherung |Anzahl der Patienten
Negativ negativ 5
Negativ positiv 5
Blutstatus _ :
Positiv negativ 1
Positiv positiv 0
Tabelle 10
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Abb. 14 fir die absolute und Abb. 15 fir die relative Tumorzellzahl zeigen noch einmal
die Proben einzeln aufgeschlusselt, die im Primarscreening negativ waren und nach
Anreicherung positiv wurden, sowie umgekehrt. Dariber hinaus sind die korrelierenden
Ergebnisse dargestellt sowie die Tumorzellzahlen der einzelnen Proben im Vergleich vor

und nach Anreicherung.
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5.2.2.3 Knochenmark und Blut
Bei der Untersuchung von 11 KM- und Blutproben jeweils von den selben Patienten

ergab sich bei der Gegenuberstellung der Detektionsraten in KM und Blut fir

Primarscreening und Anreicherung Folgendes:

Im Primé&rscreening zeigten 9 Patienten weder im KM noch im Blut DTZ. Bei 1 Patienten

konnten DTZ nur im KM nachgewiesen werden, bei 1 Patienten nur im peripheren Blut.

Sowohl ein positives Ergebnis im KM wie auch im Blut zeigte kein Patient. Nach

Anreicherung konnten bei 2 Patienten weder im KM noch im Blut DTZ nachgewiesen

werden. Kein Patient war im KM negativ und im Blut positiv. Umgekehrtes hingegen

war bei 4 Patienten der Fall. Sowohl im KM als auch im Blut konnten bei 5 Patienten
DTZ nachgewiesen werden. (Tab. 11, Abb. 16)

Primérscreening TF- Anreicherung
Anzahl
Knochen- Knochen- Anzahl der
Blut der Blut )
mark ) mark Patienten
Patienten
negativ | negativ 9 negativ | negativ 2
Tumor- _ __ Tumor- i __
negativ | positiv 1 negativ | positiv 0
zell- _ i zell- _ :
positiv | negativ 1 positiv | negativ 4
status _ _ status _ _
positiv | positiv 0 positiv | positiv 5
Tabelle 11
100 . .
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5.2.3 Korrelation der Ergebnisse der TF- Tumorzellanreicherung im

KM mit verschiedenen Parametern

5.2.3.1 Nachweis DTZ in Abhangigkeit von der TumorgroRe (T)

60 der 65 Tumorpraparate konnten hinsichtlich TumorgroRe gemal TNM- Klassifikation
genauer eingeteilt werden. Dabei entfielen 8% auf das Tis- Stadium. Die zahlenmaRig
starksten Gruppen waren T1 und T2 mit je 42%. Es befanden sich im Kollektiv keine
Patienten im T3-Stadium und nur ein Patient mit Stadium T4 (1,5%).

60% der Patienten im Tis- Stadium zeigten DTZ im KM. Von den Patienten im T1-
Stadium konnten bei 78% DTZ nachgewiesen werden. Die Werte waren im T2- Stadium
mit 74% positiver Patienten vergleichbar. Im T4 Stadium, das allerdings nur durch einen
Patienten vertreten war, stieg die Nachweisrate auf 100%. (Tab. 12, Abb. 17)

Stadium Anzahl (n) der|Anzahl (n) der Summe
Patienten mit DTZ | Patienten ohne
DTZ
Tis 3 2 5
T1 21 6 27
T2 20 7 27
T4 1 0 1
Tx 2 3 5
Tabelle 12
120
Abb. 17 B DTZ negativ
O DTZ positiv
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5.2.3.2 Nachweis DTZ in Abhangigkeit vom regiondren Lymphknotenstatus (N)
Bei der Untersuchung des regiondren Lymphknotenstatus konnten 59 der 65 Préparate
mit Hilfe der TNM- Klassifikation beurteilt werden. Die zahlenmaRig starkste Gruppe NO
war mit 62% der Patienten vertreten. Das zweitstérkste Kollektiv waren die N1 Patienten
mit 17%. Weitere 8% entfielen auf das Stadium N2 und 5% auf N3.

DTZ im KM wurden bei 70% der NO- Patienten nachgewiesen. Das sind 12% weniger als
in der N1- Gruppe, in der die Tumorzellpositivitat bei 82% lag. Ein &hnliches Ergebnis
zeigten Patienten im N2- Stadium, von denen 80% Tumorzell- positiv waren. Im N3-
Stadium waren es 67%. Betrachtet man nun die Ergebnisse bezogen auf das
Gesamtkollektiv, so  wird deutlich, dass unter  Berlcksichtigung  der
Verteilungsverhéltnisse ein Anstieg der Detektionsrate DTZ von NO nach N2 zu
verzeichnen ist. Einzig in Gruppe 3, die das kleinste Kollektiv darstellt, ist ein leichter
Ruckgang zu verzeichnen. (Tab. 13, Abb. 18)

Stadium Anzahl (n) der|Anzahl (n) der Summe
Patienten mit DTZ | Patienten ohne
DTZ
NO 28 12 40
N1 9 2 11
N2 4 1 5
N3 2 1 3
NX 4 2 6
Tabelle 13
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5.2.3.3 Nachweis DTZ in Abhéangigkeit vom Fernmetastasenstatus (M)

Hinsichtlich Fernmetastasierung waren nur 33 der 65 Patienten nach dem TNM- System
gestaged, davon waren alle im MO- Stadium. Bei 2 Patienten (3%) wurden jedoch beim
klinischen Metastasenscreening Metastasen nachgewiesen. 46% der Patienten war mit
Mx nicht n&her beurteilbar.
tumorzellpositiv. Die beiden Patienten mit klinisch nachgewiesener Metastasierung

waren zu 100% positiv. (Tab. 14, Abb. 19)

Von den Patienten mit MO- Stadium waren 76%

Stadium Anzahl (n) der|Anzahl (n) der Summe
Patienten mit DTZ | Patienten ohne
DTZ
MO 25 8 33
Mx 20 10 30
Klinisch manifeste 2 0 2
Metastasierung

Tabelle 14
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5.2.3.4 Nachweis DTZ in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad (G)

Bei 57 der 65 Patienten wurde im Rahmen der histopathologischen Tumoruntersuchung
ein Grading entsprechend Elston und Ellis durchgefiihrt. Die zahlenm&Rig am stérksten

vertretenen Gruppen waren G2 mit 42% aller Patienten und danach G3 mit 37%. Den

Differenzierungsgrad G1 wies nur ein kleiner Teil von 9% der Patienten auf.

Die Verteilung der Tumorzellpositivitat ergab sich wie folgt. In der G1- Gruppe lag sie
bei 83%. Von den Patienten mit Differenzierungsgrad G2 lieRen sich bei 67% DTZ im

KM nachweisen. Von G2 nach G3 stieg die Anzahl der Patienten mit positivem KM-

Status um 21% auf 88% an. (Tab. 15, Abb. 20)

Grading Anzahl (n) der|Anzahl (n) der Summe
Patienten mit DTZ | Patienten ohne
DTZ
Gl 5 1 6
G2 18 9 27
G3 21 3 24
Gn.a. 3 5 8
Tabelle 15
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5.2.3.5 Nachweis DTZ in Abhangigkeit vom Hormonrezeptorstatus (ER/PR)

Bei der Untersuchung der Praparate durch den Pathologen wurde bei 60 der 65 Patienten
der Estrogen- sowie Progesteronrezeptorstatus bestimmt. Die zahlenméalRig stérkste
Gruppe waren die Estrogenrezeptor positiven (ER+) Patienten mit 60% aller Patienten
gefolgt von Progesteronrezeptor positiven (PR+) Patienten mit 49%. Progesteronrezeptor
negativ (PR-) waren 43%, Estrogenrezeptor negativ (ER-) 32%. Von den ER+ Patienten
waren 77% der Patienten auch tumorzellpositiv. Beim Progesteronrezeptor waren es
entsprechend 78%. Bei den ER- sowie PR- Patienten hingegen hatten jeweils 71% DTZ
im KM.

Vergleicht man nun ER positive Patienten mit ER Negativen, so lieRen sich tendenziell
bei Patienten mit ER positiven Tumoren haufiger DTZ nachweisen als bei solchen mit
ER negativen Tumoren. Gleiches gilt fur den Vergleich von Patienten mit positivem PR
und solchen mit negativem PR. (Tab. 16, Abb. 21+22)
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Hormonrezeptorstatus | Anzahl (n) der Anzahl (n) der Summe
Patienten mit Patienten ohne
DTz DTz
ER positiv (ER+) 30 9 39
ER negativ (ER-) 15 6 21
ER nicht angegeben 2 3 5
PR positiv (PR+) 25 7 32
PR negativ (PR-) 20 8 28
PR nicht angegeben 2 3 5
Tabelle 16
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Fasst man nun ER+ und PR+ Patienten zu einer Gruppe zusammen und vergleicht sie mit
der Gruppe ER+_PR-/ER-_PR+ sowie der Gruppe ER- und PR-, so zeigt sich folgendes
Ergebnis: 43% der Patienten waren sowohl ER+ als auch PR+, 26% dagegen waren fiir

beide Rezeptoren negativ. Von den 43% konnten bei 75% DTZ nachgewiesen werden

bzw. bei 65% der Hormonrezeptor Negativen.

Auf die Patientengruppe, die nur fur einen Rezeptor positiv war, entfielen insgesamt
23%. Von denen waren 87% tumorzellpositiv. Zusammenfassend liel? sich ein Anstieg
der Detektionsrate bei Patienten mit positivem Hormonrezeptorstatus im Vergleich zu

solchen mit negativem Hormonrezeptorstatus nachweisen. Im Vergleich jedoch waren die
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Detektionsraten der Gruppe von Patienten, die nur fiir einen Rezeptor positiv waren, am

hdchsten.
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5.2.3.6 Nachweis DTZ in Abhangigkeit vom Her-2/neu- Status (Her-2/neu)

Bei 58 von 65 Patienten wurden die Tumorpraparate auBerdem auf eine Her-2/neu-
Uberexpression untersucht. Ein positiver Her-2/neu- Status fand sich bei insgesamt 43%
der Patienten, davon waren 61% schwach, 39% stark positiv. 46% der untersuchten
Patienten waren Her-2/neu negativ.

Vergleicht man nun zundchst Her-2/neu positive gegen negative Befunde ohne
Berticksichtigung der Expressionsstarke, so findet man bei 73% der HER-2/neu
negativen Patienten DTZ im Knochenmark, wahrend bei den Her-2/neu Positiven 79%
tumorzellpositiv sind. Vergleicht man nun auch die Untergruppen miteinander, so l&sst
sich feststellen, dass sich am hé&ufigsten DTZ bei Patienten mit schwacher
Uberexpression des Her-2/neu -Rezeptors nachweisen lassen, namlich bei 82% der
Untersuchten. Dagegen waren 73% sowohl der Her-2/neu negativen als auch stark
positiven Patienten tumorzellpositiv. Zusammenfassend lielen sich DTZ etwas héaufiger
bei Her-2/neu positiven Patienten nachweisen als bei solchen mit negativem Status.

(Tab. 17, Abb. 23)
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Her-2/neu- Status | Anzahl (n) der Anzahl (n) der Summe

Patienten mit DTZ |Patienten ohne

DTZ
Negativ 22 8 30
Schwach positiv 14 3 17
Stark positiv 8 3 11
Nicht angegeben 3 4 7
Tabelle 17
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5.2.4 Beispiele isolierter Tumorzellen aus Patientenproben

Abb. 24: Aufnahmen unter Photomikroskop Axiophot (ZEISS) mit 100x
VergrofRerung
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5.3 Negativkontrollen

5.3.1 Anreicherung

Bei den Negativkontrollen handelt es sich um 3 Patientinnen, bei denen mit der
Verdachtsdiagnose Mammakarzinom eine Stanzbiopsie (1 Patient) bzw. BET (2
Patienten) durchgefiihrt wurde. Die histologische Untersuchung der Proben durch den
Pathologen ergab in allen 3 Féllen eine fibrgs- zystische Masthopathie ohne Anhalt fir

eine maligne Entartung des Gewebes.

Parameter Patientenanzahl
Probenanzahl 3
Patientenanzahl 3
Mittleres Alter (Intervall) 47 (40-52)
Menopausenstatus Postmenopausal 0

Pramenopausal 3

Histologie fibros-zystische Masthopathie 3

Therapiestadium zum Keine Therapie 1

Zeitpunkt der KMP Brusterhaltende operative Therapie 2
Tabelle 18

Im konventionellen Primarscreening zeigte kein Patient DTZ im Knochenmark bei 2*10°
untersuchten mononukledren Zellen. Nach Anreicherung konnten im Median 2,67*10’
(im Mittel 2,39%107) Zellen (1,64*10— 2,86*10") gescreent werden. Auch hierbei
wurden bei keinem der Patienten DTZ im Knochenmark nachgewiesen.

5.3.2 Primarscreening

Bei der Immunzytologie mit der APAAP- Methode zur Detektion DTZ im KM wurden
pro Patient 2 der 18 Objekttrager mit Knochenmarkproben als Negativkontrolle
mitgefarbt. Die Farbung wurde mit Hilfe des MOPC- 21 AK durchgefiihrt. Bei keinem

der MOPC- 21 Praparate konnten Zytokeratin- positive Zellen nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom, der hdufigste maligne Tumor der Frau, ist verbunden mit einer
frihzeitigen Streuung von Tumorzellen in den Organismus. Dies stellt einen
wesentlichen krankheitslimitierenden Faktor dar. Obwohl es zum Zeitpunkt der
Primardiagnose hdufig noch keinen Anhalt fiir eine Tumorzellstreuung gibt, entwickelt
ca. ein Drittel der Patienten ein Lokalrezidiv oder Fernmetastasen, z.T. auch noch lange
nach Therapie des Primartumors. Deshalb wurden in den vergangenen Jahren grofie
Anstrengungen unternommen, geeignete Methoden zum friihzeitigen Nachweis einzelner
disseminierter Tumorzellen, die zu soliden Metastasen auswachsen konnen, zu
entwickeln. Den Goldstandard im Nachweis DTZ im KM stellt nach wie vor die
Immunzytologie mit monoklonalen Antikorpern gegen Zytokeratine dar. Da hierbei
jedoch in der Regel nur 2*10° MNZ auf Tumorzellen gescreent werden und weiterhin die
Ausbeute zur weiteren Untersuchung dieser Zellen gering ist, wird nach neuen Methoden
geforscht. Einer dieser neueren Ansétze, mit dem sich auch diese Studie befasst, ist die
Tumorzellanreicherung mittels magnetisch markierter Antikorper. In dieser Arbeit wurde
erstmals ein Antikdrper gegen das Thomsen- Friedenreich- Antigen zur Anreicherung
disseminierter Tumorzellen bzw. minimaler Tumorresiduen im Knochenmark und
peripheren Blut von Patientinnen mit histologisch gesichertem Mammakarzinom
eingesetzt. Zuvor wurde im Rahmen eines Vorversuchs eine Anreicherung DTZ mit dem
kommerziell erhéltlichen ,,HEA Tumor Cell Detection and Enrichment Kit* der Firma
Milteny Biotech durchgefiihrt. Sowohl das Knochenmark als auch das Blut jedes
Patienten wurde darliber hinaus im Rahmen des Routinescreening mittels ICC auf DTZ
untersucht. Insgesamt wurden in der Studie 99 Patientinnen im Alter von 27- 85 Jahren

auf DTZ gescreent.

6.2 Diskussion der Methoden
6.2.1 Allgemeine Methodendiskussion

Die ICC stellt die Standardmethode zur Detektion disseminierter epithelialer Zellen dar.
Sie hat eine nachgewiesene Sensitivitat von bis zu einer Tumorzelle pro 10° MNZ. Um
die Sensitivitdt weiter zu erhohen wurden neue Methoden zum Nachweis DTZ
entwickelt, darunter auch RT- PCR Protokolle. Wéhrend damit die Sensitivitat deutlich

erhoht werden konnte, bleibt die Spezifitdt weiterhin fraglich. Limitierend fur diese
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Methode scheint insbesondere eine so genannte illegitime Genexpression zu sein. Ein
weiterer Nachteil dieser molekularen Tumorzelldetektion ist, dass eine weitere
Charakterisierung der gefundenen Zellen nicht mehr moglich ist.

Ein anderer Ansatz, die Sensitivitidt der ICC zu erhdhen, ist die Anreicherung groRerer
Mengen MNZ mit magnetisch markierten AK vor der Detektion mittels
immunzytochemischer Farbung. Doch obwohl in den letzten Jahren neue
Anreicherungstechniken entwickelt wurden, die entweder auf einer positiven oder
negativen Selektion beruhen, ist es durch die nachgewiesene phanotypische Heterogenitét
der isolierten Tumorzellen schwierig, einen geeigneten Marker zu finden, der auf weiten
Teilen dieser Zellen exprimiert wird [27, 106, 107]. Ein grof3er Vorteil dieser Studie, die
mit AK gegen Oberflachenmarker wie HEA und TF zur Tumorzellanreicherung arbeitet,
gegenliber dem System, das Strukturproteine wie CK verwendet, ist, dass die
Zellmembran vor der Detektion der Zellen nicht permeabilisiert werden muss. Dies
ermoglicht eine weitere Charakterisierung und Kultivierung der Zellen, um ihre

Lebensfahigkeit sowie ihr metastatisches Potenzial genauer zu untersuchen.

6.2.2 Diskussion der Methoden der HEA- Anreicherung im KM

34 Knochenmarkaspirate von 34 Patientinnen mit histologisch gesichertem
Mammakarzinom wurden mit einem Antikdrper gegen das Human Epithelial Antigen
(HEA, Milteny) mittels Immunomagnetabsorption angereichert.

Mit dieser Anreicherungsmethode konnten im Vergleich zur Standard- ICC deutlich mehr
MNZ auf DTZ gescreent werden. Wahrend mit der ICC stets nur ein kleiner Anteil der
gewonnen Probe untersucht werden kann, konnte mit dieser Methode das gesamte
Probenvolumen gescreent werden. Damit wurde die Gefahr eines falsch negativen
Ergebnisses reduziert. AuBerdem handelt es sich um einen kommerziell erhéltlichen KIT
mit standardisiertem Protokoll, was eine hohe Reproduzierbarkeit der Methodik
garantiert. Ein  limitierender  Faktor dieser sowie auch vieler anderer
Anreicherungsmethoden stellt die heterogene Expression einiger Antigene auf isolierten
Tumorzellen dar. Auch fir HEA gibt es Untersuchungen, die eine variable, inkonstante
Expression bestatigen [60, 108].

AuBerdem sollte diskutiert werden, inwieweit mit dieser Anreicherungsmethode
Tumorzellen verloren gehen konnen, abgesehen von den Zellen, die auf Grund
mangelnder Antigen- Expression nicht detektiert werden konnen. Hierzu seien drei

wesentliche Punkte genannt:
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Zur lIsolierung der MNZ Fraktion wurden die KM- Proben mit Hilfe der
Ficoll- Dichtezellzentrifugation aufgearbeitet. Durch die Abtrennung der
Erythrozyten und Granulozyten von den MNZ koénnen auch Tumorzellen
verloren gehen.

Darliber hinaus besteht auf Grund zusatzlicher Bearbeitungs- und
Zentrifugationsschritte der Knochenmarksproben bei der Methode der
Anreicherung im  Vergleich zur ICC eine weitere Gefahr des
Tumorzellverlustes.

Auch das Alter der Proben kann den Verlust von Tumorzellen begunstigen. So
war es auf Grund langerer Transportwege bei Patientinnen aus dem Klinikum
Bayreuth nicht immer mdglich die Proben innerhalb von 24 Stunden weiter
zu verarbeiten. Da die Anreicherung mit einer hdheren mechanischen
Belastung der Zellen verbunden ist, besteht durchaus die Mdglichkeit, dass in
alteren Proben einige Tumorzellen bereits tot waren und durch die
Anreicherung zerstort wurden. Inwieweit sich das Alter der Proben allerdings
tatséchlich auf die Detektionsraten auswirkt, konnte gegenwartig noch nicht
evaluiert werden. Dennoch sind die Empfehlungen dahingehend, dass die
Proben schnellstmdglich nach ihrer Gewinnung weiterverarbeitet werden

sollten.

In der Mehrzahl der bisherigen Studien zur Tumorzellanreicherung wurde, wie in unserer
Studie auch, eine Kombination aus Dichtegradient- Zentrifugation und anschlieBender
Immunomagnetischer Separation durchgefihrt [109]. Es gibt jedoch erste Studien zur
HEA- Tumorzellanreicherung [65, 76, 81], die die magnetischen Beads direkt auf die
nativen KM- bzw. Blutproben geben, ohne vorher die MNC- Fraktion zu isolieren. Dies

wirde helfen den Tumorzellverlust im Aufbereitungsschritt zu eliminieren.
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6.2.3 Diskussion der Methoden der TF- Anreicherung im KM und PB

In dieser Arbeit wurde erstmals ein Antikérper gegen das Thomsen- Friedenreich-
Antigen auf dem Gebiet der Tumorzellanreicherung eingesetzt.

Die Anreicherung erfolgte mit einem Primar- Antikorper, gerichtet gegen das Thomsen-
Friedenreich- Antigen (TF, Nemod) und anschlieBender Inkubation mit einem
magnetisch markierten Sekundér- Antikdérper. Mit der TF- Anreicherungsmethode in
Kombination mit herkdbmmlicher Immunzytochemie wurden weitere 65 KM- sowie 11
Blutproben von 65 Patientinnen mit histologisch gesichertem Mammakarzinom auf DTZ
gescreent.

Auch mit dieser Methode konnte im Vergleich zur Standard- ICC die gesamte Probe und
damit eine deutlich groRere Anzahl MNZ auf isolierte Tumorzellen untersucht werden.
Die Gefahr eines falsch negativen Ergebnisses wurde somit verringert.

Die Problematik der heterogenen Expression vieler Antigene auf DTZ wurde bereits bei
HEA angesprochen. Schindlbeck et al. konnten bei der Untersuchung der Expressionsrate
von TF an DTZ eine Expression auf 98% der untersuchten Tumorzellen nachweisen [97].
Da dies die erste Studie dieser Art war, konnte keine Vergleichsliteratur herangezogen
werden. Auf Grund der erzielten Ergebnisse, die eine nahezu vollstandige TF- Expression
auf DTZ im KM zeigten, schien TF als Antigen fir eine Tumorzellanreicherung sehr gut
geeignet. Deshalb wurde im Unterschied zu allen bisherigen Untersuchungen auf dem
Gebiet der Tumorzellanreicherung in dieser Arbeit erstmals ein AK gegen TF eingesetzt.
Unseres Wissens nach ist dies bisher die erste Studie zur Tumorzellanreicherung mit
einem AK gegen dieses Ag.

Die bei HEA in Bezug auf den Tumorzellverlust bereits erwéhnten Punkte gelten in
gleichem Malke auch fir die TF- Anreicherungsmethode. Um jedoch einen
Tumorzellverlust bei der Anreicherung mdoglichst gering zu halten, wurde nur ein
Durchlauf der Zellsuspension durch die MACS Sadulen zur Auftrennung der
Zellfraktionen durchgefiihrt, auch wenn dadurch einige normale Knochenmarkszellen in
der Tumorzellfraktion zu finden waren (Abb. 25). Diese konnten jedoch durch die
immunzytochemische Farbung und anschlieRende
Detektion  mittels APAAP-  Methode und
Kernfarbung als CK- (negative) Knochenmarkszellen
von den CK+ (positiven) Tumorzellen eindeutig

abgegrenzt  werden. In  einer  methodisch

vergleichbaren Studie von Weihrauch et al., die
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allerdings mit einem AK gegen Zytokeratine arbeiteten, wurden ahnliche Uberlegungen
angestellt [65].

Auch wenn CK+ (positive) Tumorzellen mit dieser Farbemethode eindeutig
identifizierbar waren, fanden sich auf einigen Zytospins Artefakte, die sich am ehesten
auf Zellfragmente zurtickfuhren lieRen. Es besteht die Vermutung, dass es sich hierbei um
tote Zellen in der MNZ- Fraktion handelte, die bei der Anreicherung unspezifisch
gebunden sowie angefarbt wurden. Da tote Zellen wesentlich weniger resistent gegen
aullere Einflisse sind, wurden sie vermutlich bei der Anreicherung zerstort, was das
Auftreten von Zelltrimmern erklaren wirde.

Ein allgemeiner Nachteil dieser wie auch vieler anderer Anreicherungsmethoden besteht
in der unzureichenden Standardisierung und methodischen Validierung. Um dieses
Problem zu l6sen, wird ein internationaler Konsens dringend bendétigt. Dieser sollte
Richtlinien bezlglich Vorgaben zu Qualitatskontrollen, Kriterien zur technischen
Untersuchungsdurchfihrung sowie zu Raten falsch positiver und falsch negativer
Ergebnisse fur klinisch anwendbare Untersuchungen enthalten, um einen Vergleich
zwischen verschiedenen Methoden iberhaupt erst zu ermdglichen [107].

Prinzipiell ist sowohl in Knochenmark- als auch in Blutproben das Screening auf DTZ
mdoglich. Dennoch ist die Blutabnahme fir den Patienten wesentlich weniger belastend
als eine Knochenmarkaspiration. Des Weiteren wirde sich das periphere Blut fur die
Etablierung einer neuen Methode besser eignen, da es zum einen im Vergleich zu KM
leichter und in grofReren Mengen zu gewinnen ist, zum anderen ist auch eine wiederholte
Abnahme bei ein und demselben Patienten weniger problematisch. Dieser Faktor der
Quantitét spielt insbesondere bei Versuchsreihen eine wesentliche Rolle. Ein weiterer
Vorteil ware die einfachere Rekrutierung von freiwilligen gesunden Spendern als
Negativkontrollen. Der Nachteil bei der Untersuchung des peripheren Blutes im Rahmen
der Entwicklung einer neuen Anreicherungsmethode ist jedoch die sehr geringe
Konzentration von Tumorzellen in diesem Medium. Somit ist die Aussage, ob keine
Tumorzellen in der Probe vorhanden waren oder sie mit der angewandten Methode nicht
nachgewiesen werden konnten, im Vergleich zu KM- Proben noch zusatzlich erschwert.
Daher erfolgten in dieser Studie die Versuche zundchst nur mit Knochenmark. Die TF-
Anreicherung im peripheren Blut wurde erst nach Fertigstellung eines geeigneten
Protokolls durchgefiihrt. Dennoch ist es ein anzustrebendes Ziel, das Tumorzellscreening

kinftig im Blut durchzufuhren. Wiederholte Untersuchungen waren weniger belastend

64



flr den Patienten, ganz abgesehen von geringeren Risiken und Kosten. Sie sind jedoch
Klinisch umso wichtiger im Hinblick auf die schlechte Prognose bei persistierendem
positiven Knochenmarkstatus sowie flr das Therapiemonitoring. Die Blutuntersuchung
auf DTZ ist jedoch nur mit einer effizienten Anreicherungsmethode sinnvoll, da auf
Grund der noch geringeren Frequenz disseminierter TZ im Blut als im Knochenmark die
Zahl falsch negativer Ergebnisse ansonsten zu hoch ausfallen wurde. Es gibt bereits
einige Studien sowohl zur Positiv- [66, 68, 70, 80, 110] als auch zur Negativanreicherung
[69, 78, 80], die den Tumorzellnachweis im PB erfolgreich durchfiihrten. Auch die
Untersuchung des Blutstatus von 11 Patientinnen mittels der TF- Anreicherung brachte
erste Ergebnisse, die diese Methode als mégliche Untersuchungsmethode bestatigten.

Gegenwartige Probleme des Tumorzellscreenings sind der technische Verlust von
Tumorzellen, die Tumorzellquantitdt sowie bei manueller Identifikation der Zellen die
Subjektivitat des Untersuchers. Erste Ansétze den Tumorzellverlust zu reduzieren wurden
bereits diskutiert. Die Tumorzellquantitat soll an anderer Stelle noch genauer beleuchtet
werden. Um das Verfahren von der Subjektivitdt des Untersuchers unabhangig zu
machen, konnte als né&chster Schritt die Anwendung automatisierter Systeme fir die
Anreicherung sowie mikroskopische Screeninguntersuchung erfolgen. Dies wiirde helfen,
den Screeningprozess weiter zu beschleunigen, da in der Regel eine groRere

Probenanzahl parallel untersucht werden kann, und die Reproduzierbarkeit zu erhéhen.
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6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 Diskussion der Ergebnisse der HEA- Anreicherung im KM

Im Rahmen der HEA- Tumorzellanreicherung konnte die Anzahl an MNZ, die auf DTZ
gescreent wurden, von im Median 2*10° Zellen im Primarscreening auf im Median etwa
2*10" (Mittelwert 4*10") Zellen nach Anreicherung erhoht werden. Dies ist besonders
wichtig, wenn man bedenkt mit welcher Frequenz DTZ im KM vorkommen (1-10 TZ/10°
MNZ). Dennoch lieBen sich nach Anreicherung in Kkeiner der untersuchten
Patientenproben isolierte Tumorzellen nachweisen. Das war insbesondere deshalb sehr
verwunderlich, da im konventionellen Primérscreening 8 der 34 Patientinnen (23,5%)
DTZ mit im Mittel 0,7 (Median 0; 0-6) Tumorzellen/2¥10®° MNZ aufwiesen. Als
mogliche  Ursache wurde eine Dbereits angesprochene heterogene HEA-
Antigenexpression in Betracht gezogen. Deshalb wurde eine Doppelfarbung der im
Primarscreening positiven Patientinnen gegen Keratin (A45/B/B3) und HEA (Anti- Ep-
CAM) mittels Immunofluoreszenz durchgefiihrt. Dabei war im KM aller untersuchten
Patientinnen (100%) eine Koexpression von HEA und CK nachzuweisen. Weiterhin
wiesen alle (100%) in den Knochenmaérkern detektierten DTZ diese Koexpression auf.
Mononukledre Knochenmarkszellen, die keine CK- Expression zeigten, waren auch
negativ fur HEA. Damit konnte eine heterogene HEA- Expression auf den DTZ nicht als
Ursache fir die unbefriedigenden Ergebnisse bestétigt werden. Auch eine mehrfache
Modifikation der Methodik in den verschiedenen Bearbeitungsschritten brachte keine
Verbesserung der Ergebnisse. Einzig nach Spiking- Experimenten des KM von
Mammakarzinompatientinnen ~ mit  der  Tumorzelllinie  MCF; war  eine
Tumorzellanreicherung maoglich. Die Verwendung von Tumorzelllinien wurde jedoch
bereits von mehreren Arbeitsgruppen diskutiert, da die Antigenexpression in vielen
Fallen starker und homogener ist im Vergleich zu den Tumorzellen im KM der Patienten.
Daher ist fraglich, wie gut eine homogene Tumorzelllinie die Heterogenitat der
Tumorzellen im KM der Patienten reflektiert [44, 63].

Die meisten Studien zur Tumorzellanreicherung mit HEA wurden, wie sich zeigt, im PB

durchgefuhrt [68, 72, 75]. Abschliel’end stellt sich somit die Frage, ob eine Anwendung
der eingesetzten Methode im PB méglicherweise bessere Ergebnisse liefern wirde.
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6.3.2 Diskussion der Ergebnisse der TF- Anreicherung im KM

Mit der TF- Anreicherungsmethode war im Knochenmark eine Untersuchung von im
Median 2*10° MNZ (Mittelwert 3*10’) mdglich. Die maximale untersuchte Zellzahl lag
bei 2*10° MNZ. Im Primérscreening hingegen wurden im Vergleich dazu nur 2*10°
MNZ gescreent. Damit konnte die Sensitivitdt mit der TF- Tumorzellanreicherung
gegenliber dem Routinescreening deutlich erhéht werden. Es wurde eine Positivitétsrate
von 72% nach Anreicherung im Vergleich zu 23% nach Standard- ICC erreicht. Dies
entspricht einem Anstieg um rund 50%. Ebenso konnte die Tumorzellausbeute pro Probe
deutlich verbessert werden. So lag die absolute Tumorzellzahl vor der Anreicherung bei
im Median 0 TZ (Mittelwert 0,7; Bereich 0-10 TZ). Nach Anreicherung stiegen die
Werte auf im Median 2 TZ (Mittelwert 8; Bereich 0-105 TZ). Dies ist insbesondere fir
die weitere molekulare Charakterisierung dieser DTZ entscheidend, die nach wie vor
durch die begrenzte zur Verfligung stehende Anzahl an Zellen limitiert wird.

Betrachtet man nun die relativen Tumorzellzahlen bezogen auf 1*10° untersuchte MNZ,
so lasst sich ein deutlicher Ruckgang der Tumorzellausbeute nach Anreicherung auf im
Median 0,13 TZ (Mittelwert 0,4; Bereich 0-7,7 TZ) feststellen. Dennoch liegen diese
Werte noch leicht tber den relativen Werten vor Anreicherung, wo im Median O Zellen
(Mittelwert 0,37; Bereich 0-5 TZ) gefunden wurden. Hierin liegt ein entscheidender
Unterschied zu anderen Studien, die dieselbe Methodik mit anderen AK einsetzten, bei
denen haufig ein Absinken der relativen Tumorzellzahl nach Anreicherung unter die
Werte vor der Anreicherung festgestellt wurde [74, 110]. Aber auch aus dem in dieser
Studie verzeichneten Riickgang muss eine unvollstandige Tumorzelldetektion als
mdgliche Ursache und wichtiger Verbesserungsansatz in Erwagung gezogen werden.
Weiterhin aufféllig war die Tatsache, dass die Detektionsraten von DTZ nach
Anreicherung am besten waren in den Proben, die im Primdrscreening eine geringe
Tumorzellzahl aufwiesen oder negativ waren. Diese Beobachtung wurde zuvor bereits
von Kriger et al. in einer Studie zur Tumorzellanreicherung mit HEA beschrieben [74].
Zusammenfassend lag der mittlere absolute Anreicherungsfaktor mit der TF-
Anreicherungsmethode bei 10,9; der mittlere relative Faktor hatte den Wert 1,1. Es
konnte folglich in jedem Fall mit der TF- Anreicherungsmethode eine Verbesserung der
Detektionsraten sowie der Tumorzellausbeute gegentiber dem Primarscreening erzielt
werden.

Der Knochenmarkstatus von Mammakarzinompatientinnen wurde bereits in vielen

Studien mit unterschiedlichen Techniken untersucht. Doch auf Grund groller
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Unterschiede selbst innerhalb eines bestimmten Verfahrens, wie beispielsweise der
immunomagnetischen Anreicherung mit unterschiedlichen Beadtypen (Milteny, Dynal),
verschiedenen Selektionsvorgangen (positiv, negativ) sowie verschiedenen Markern
(Tab. 1 im Hintergrund), machen einen Vergleich der einzelnen Studien sehr schwierig.
Dennoch seien die Ergebnisse einiger Studien zusammenfassend genannt. Dabei lagen
die Detektionsraten der Anreicherungsstudien zwischen 16% und 88% [10, 65, 71, 74,
76, 78-80, 85, 110]. In den Studien von Weihrauch et al. und Kruger et al., die in 80%
bzw. 88% der Proben DTZ nachweisen konnten, war das Patientenkollektiv mit 20 bzw.
25 Patienten allerdings ziemlich klein [65, 74].
Leider standen nur 3 KM- Proben von gesunden Spendern zur Verfugung, um die
Spezifitat unserer Methode zu prifen. Dabei handelte es sich um Patientinnen, bei denen
sich der Verdacht auf ein Mammakarzinom histologisch nicht bestatigte. Die
Untersuchung dieser Proben viel in allen Fallen negativ aus.
Um das Problem falsch positiver Ergebnisse weiter zu minimieren, wurde, wie in der
Methodik beschrieben, in Kombination mit der TF- Anreicherungsmethode eine
anschlieBende immunzytochemische Detektion mit Anti- CK- AK, die ja als
Goldstandard im Nachweis isolierter TZ gilt, durchgefiihrt. Die Spezifitdt des
eingesetzten Antikorpers A45/B-B3 wurde in friheren Studien an groRen Kollektiven
von Nicht- Tumor- Kontrollpatienten getestet [27]. Da die Rate falsch positiver
Farbungen mit dem verwendeten Ak nur bei ca. 1% liegt, sollte das Problem falsch
positiver Zellen in dieser Studie sehr gering sein.
Betrachtet man die beschriebenen Ergebnisse nun genauer und vergleicht sie mit denen
des etablierten Priméarscreenings, so korrelieren sie in 25 Fallen. Dagegen waren 36
Patienten im Primdrscreening zundchst negativ und zeigten nach Anreicherung ein
positives Ergebnis. 4 Patienten waren im Priméarscreening positiv und nach Anreicherung
negativ.
Fur letzteres Ergebnis seien verschiedene Erklarungsansatze diskutiert:
Zum Teil kdnnten die Ergebnisse dadurch erklarbar sein, dass bei 3 dieser 4
Patientinnen nach Abnahme der 18*10° MNZ fiir das Primarscreening nur
noch eine sehr geringe Restzellzahl im Vergleich zu den tbrigen Proben zur
Anreicherung zur Verfligung stand. Weiterhin lag die Detektionsrate im
Primérscreening in 3 Féllen bei nur 1 Zelle. Bei einer weiteren Patientin

wurden 3 Zellen gefunden. Zusammengefasst konnten diese Fakten ein Anhalt
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dafur sein, dass tatsachlich keine weiteren Tumorzellen in den untersuchten
Proben vorhanden waren.

Weiterhin konnte, wie bereits bei der Methodendiskussion angesprochen, das
Alter der Proben eine Rolle gespielt haben. Da die Anreicherung mit einer
héheren mechanischen Belastung der Zellen verbunden ist als die Standard-
ICC, besteht durchaus die Mdglichkeit, dass bei &lteren Proben, falls denn
tatsdchlich Tumorzellen vorhanden gewesen waren, diese bereits tot waren
und durch die Anreicherung zerstort wurden. Sie konnten folglich nicht mehr
als Tumorzellen nachgewiesen werden.

Ein letzter Ansatz wére schliellich die mdogliche Tatsache, dass nicht alle
Tumorzellen TF gleichmaRig exprimieren. In wieweit eine heterogene
Expression tatsachlich in Frage kommt, kann aber auf Grund der Tatsache,
dass es bis zum jetzigen Zeitpunkt nur eine Studie zu diesem Thema gibt,
nicht geklart werden.

Eine weitere aufféllige Beobachtung bei den Ergebnissen war das
haufigere Vorkommen von CK+ Zellclustern (Abb. 26), d.h.
Ansammlungen von  mehreren  Tumorzellen  bei  der
immunomagnetischen TF- Anreicherungsmethode im Vergleich zu

den Proben aus dem Primaérscreening, bei denen nur Einzelzellen

beobachtet wurden. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass "
diese Cluster von den immunomagnetischen Beads verursacht wurden. Abb. 26

Ahnliche Beobachtungen wurden auch von U. Woelfle et al. beschrieben [76].
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6.3.3 Korrelation der Detektionsraten der TF- Anreicherung im KM

mit klinischen Parametern

Das Ziel hierbei war es, herauszufinden, ob das Vorhandensein DTZ im KM mit den
etablierten Risikofaktoren korrelierte. Es wurde jedoch eine rein deskriptive Aufarbeitung
der Ergebnisse durchgefiihrt, da aufgrund des nicht eindeutig nachgewiesenen
Zusammenhangs zwischen den jeweiligen Variablen in Bezug auf Starke und
Zuverlassigkeit in Kombination mit der begrenzten Fallzahl sowie der sehr
unterschiedlich groRen Kollektive in den jeweiligen Untergruppen eine weitergehende
statistische Auswertung nicht méglich war.

Vergleicht man nun die Detektionsraten mit Parametern wie Tumorgrofe, regiondrem
Lymphknotenstatus, Fernmetastasierung (TNM), Differenzierungsgrad (Grading) und

Hormonrezeptorstatus, so ergibt sich nachfolgendes Bild:

6.3.3.1 Tumorgrole

Es konnte zwar eine Tendenz zu steigenden Detektionsraten mit zunehmender
TumorgrolRe festgestellt werden, jedoch konnte im Gegensatz zu anderen Studien [10, 16,
22, 27, 29, 34, 39, 41, 79] keine eindeutige Korrelation zwischen TumorgréRe T und
Anzahl der Patienten mit positivem KM- Status nachgewiesen werden. Allerdings gibt es
auch einige andere Arbeiten, die ebenfalls keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen
den beiden Variablen nachweisen konnten [33, 53, 54, 111, 112].

An dieser Stelle sei jedoch das Ergebnis der 5 Patienten mit Tis- Stadium, von denen 3
DTZ im KM hatten, einmal genauer beleuchtet. Dieses Tumorstadium hat in den
vergangenen 20 Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen. Das DCIS macht auf
Grund verstarkter Screeninguntersuchungen heutzutage 20% aller neu diagnostizierten
Brusttumoren aus. Normalerweise misste man annehmen, dass bei einem Carcinoma in
situ keine Tumorzellstreuung stattfinden kann, da es sich ja eigentlich um eine
prdinvasive Form handelt, bei der die Basalmembran noch intakt ist und das angrenzende
Stroma nicht infiltriert wird. D.h. der Nachweis von DTZ beim DCIS ist mit dem
pathobiologischen Verhalten dieses Tumors nur schwer in Einklang zu bringen [113].
Dennoch gibt es Publikationen, die das Ergebnis dieser Studie stiitzen, auch wenn diese
sich hauptséchlich auf den Nachweis DTZ in den axillaren Lymphknoten beziehen [114,
115]. Als mdogliche Ursache wird zum einen eine geringe invasive Komponente
diskutiert, die dem Nachweis durch den Pathologen entgehen konnte, zum anderen der
histologisch minimale Verlust der begrenzenden Basalmembran [114, 116]. AuRerdem
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erhoht die Stérung der Anatomie, mit der eine partielle oder komplette chirurgische
Tumorexzision verbunden ist, ohnehin das Risiko der Tumorzellverschleppung,

unabhéngig davon, ob es sich um ein CIS oder eine invasive Lésion handelt [117].

6.3.3.2 Lymphknoten- und Fernmetastasen

Bei Patienten mit Lymphknoten- oder Fernmetastasen konnten héaufiger DTZ im KM
nachgewiesen werden als bei Patienten ohne regiondren Lymphknotenbefall oder
Fernmetastasierung. Dieser Zusammenhang wird von Autoren anderer Studien bestatigt
[10, 16, 22, 29, 33, 34, 39, 41, 54, 78, 79].

Wiéhrend in Bezug auf den Metastasierungsstatus in vielen Studien eine Korrelation mit
dem Nachweis DTZ festgestellt wurde, ist die Studienlage beim Lymphknotenstatus
jedoch eher umstritten. So muss das Vorhandensein von LK- (Mikro)Metastasen nicht
notwendigerweise mit dem von DTZ im KM korrelieren [31, 53, 107, 111, 112]. Dies
konnte dadurch erklart werden, dass es sich bei lymphogener und h&matogener
Metastasierung um 2 unabhéngige Wege handelt, die von verschiedenen Genen
determiniert werden [107, 118]. Andere Arbeitsgruppen wiederum konnten in ihren
Studien, wie bereits erwahnt, einen eindeutigen Zusammenhang zwischen DTZ und
regiondrem Lymphknotenbefall nachweisen.

Weiterhin stellten Braun et al. fest, dass zwar die Inzidenz von KM Mikrometastasen bei
Patienten mit und ohne LK Metastasen gleich war, dass aber die Anzahl befallener
Lymphknoten signifikant mit einem positiven KM- Status assoziiert war [27].

Dartiber hinaus konnten Taubert et al. erstmals eine signifikante Korrelation zwischen
CK+ DTZ und Lymphknoten- bzw. Fernmetastasenstatus auch im peripheren Blut
nachweisen [69]. Sie fanden bei 25% der NO Patienten und 30% der MO Patienten DTZ
im Blut, wohingegen bei 54% der N1 Patienten und 75% der M1 Patienten Tumorzellen

nachgewiesen werden konnten.

6.3.3.3 Differenzierungsgrad

In der hier durchgefiihrten Studie stieg die Anzahl an Patienten mit positivem KM- Status
von 70% bei Patienten mit Tumoren des Differenzierungsgrades 1 und 2 auf 88% bei
solchen mit undifferenzierten G3 Tumoren an. Die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen
zur Korrelation von Grading und positivem Knochenmarksbefund sind kontrovers. Einige
konnten einen eindeutigen Zusammenhang zwischen beiden Parametern feststellen [16,
22, 27, 29], andere wiederum nicht [53, 54, 79, 111, 112].
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6.3.3.4 Hormonrezeptorstatus

Vergleicht man nun ER+/PR+ Patienten mit ER-/PR- Negativen, so liel? sich tendenziell
ein Anstieg der Detektionsrate bei Patienten mit positivem Hormonrezeptorstatus im
Vergleich zu solchen mit negativem Hormonrezeptorstatus nachweisen. Wie auch in den
meisten anderen Studien, die den Hormonrezeptorstatus im Vergleich zu den
Knochenmarksbefunden untersuchten, zeigte sich aber auch in dieser Arbeit keine
eindeutige Korrelation zwischen den beiden Variablen [22, 27, 53, 54, 112].

In anderen Arbeitsgruppen wiederum konnte jedoch eine Assoziation zwischen beiden
Parametern hergestellt werden. So war bei Wiedswang et al. die Detektion DTZ im KM
assoziiert mit einer ER/PR Negativitat [10]. Einige Arbeitsgruppen fanden Korrelationen
in Bezug auf nur einen Rezeptor; so z.B. Mansi et al., die eine inverse Korrelation
zwischen Knochenmark- und Estrogenrezeptorstatus feststellten [39]. Andere wiederum
fanden eine Assoziation zum Progesteronrezeptor, nicht jedoch zu Estrogenrezeptoren
[16]. Naume et al. schliellich konnten keine Korrelation zwischen der Detektion DTZ im
Knochenmark und dem ER- Status alleine oder dem PR- Status alleine feststellen. Die
Assoziation zwischen der Kombination aus ER- und PR- Expression und dem
Vorhandensein von Tumorzellen im KM ergab jedoch eine grenzwertige Signifikanz.
Daruber hinaus zeigten innerhalb der NO- Gruppe Patienten mit ER-/PR- Negativitat eine
signifikant hohere Frequenz an DTZ- positiven KM im Vergleich zu Patienten mit NO
ER- Positivitat und/oder PR- Positivitat [79].

Zusammenfassend konnte mit der TF- Anreicherungsmethode sowohl die Detektionsrate
von DTZ im KM als auch die Tumorzellausbeute deutlich verbessert werden. Ob eine
vermehrte Anreicherung CK+ Zellen auch eine verbessere prognostische Information
liefert, musste im Rahmen einer follow- up Studie noch genauer untersucht werden.
Naume et al. jedenfalls konnten zeigen, dass eine héhere Anzahl von DTZ im KM mit
einer schlechteren Prognose korreliert [119]. In jedem Fall jedoch ist die durchgefiihrte
Methode eine nitzliche Hilfe im Hinblick auf die weitere geno- sowie phénotypische
Untersuchung der detektierten Zellen [86, 120].
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6.3.4 Diskussion der Ergebnisse der TF- Anreicherung im PB

Bei der Untersuchung des peripheren Blutes zeigte im konventionellen Primérscreening 1
von 11 Patienten (9,1%) DTZ mit 2 Zellen/2¥10° MNZ. Nach Anreicherung konnte die
untersuchte Zellzahl auf im Median 1,2*10" MNZ (Mittelwert 1,6*10°) erhdht werden.
Die Positivitatsrate stieg dadurch deutlich auf 45,5% mit im Mittel 1,3 Zellen (Median O;
Bereich 0-8). Damit konnte eine erhdhte Sensitivitat dieser Methodik gegeniliber der
Routinediagnostik eindeutig belegt werden.

Im Unterschied zur Tumorzellanreicherung im KM sanken die relativen Tumorzellzahlen
nach TF Anreicherung im Blut (Mittelwert 0,06; Median O; Bereich 0-0,3) jedoch unter
die Werte vor Anreicherung (Mittel 0,09; Median 0; TZ 0-1). Dies ist ein Hinweis auf
eine unvollstdndige Tumorzelldetektion, eine Problematik, die bereits in anderen Studien
berichtet wurde [74, 110].

Die erzielte Detektionsrate ordnet sich in die Ergebnisse anderer Studien zur
immunomagnetischen Tumorzellanreicherung im peripheren Blut ein, die in einem
Bereich zwischen 26% und 62% liegen [66, 68-70, 110, 121]. Kim et al. fanden nach
Anreicherung zirkulierende TZ bei 27,6% der Patienten, allerdings nur in metastasierten
Fallen [122]. Weiterhin fuhrten Krag et al. eine Studie zur Tumorzellanreicherung bei
Mammakarzinompatientinnen im pré- und postoperativen Vergleich durch. Préoperativ
wurden bei 95% der 19 untersuchten Patienten DTZ im peripheren Blut detektiert,
postoperativ war dies nur noch bei 30% der Fall [123]. Racila et al. fanden bei 97% der
Brustkrebpatienten (29/30) DTZ im PB. Allerdings relativiert sich diese sehr hohe
Detektionsrate, wenn man berlcksichtigt, dass 54% der Blutproben von gesunden

Spendern ebenfalls positiv waren [124].

Zusammenfassend konnten sowohl die Detektionsrate als auch die absolute

Tumorzellausbeute mit dieser Methode deutlich gesteigert werden.

Im Vergleich Blut mit Knochenmark waren die Detektionsraten und Tumorzellzahlen wie
erwartet im peripheren Blut deutlich geringer als im Knochenmark.

Leider gibt es bisher nur sehr wenige Studien, welche die Detektionsraten in Blut und
KM anhand des selben Patientenkollektivs untersucht haben [110, 125]. Bei beiden hier
genannten Arbeiten waren die Nachweisraten von DTZ im KM mit 77% (17/22) und
52% (33/63) ebenfalls hoher als im peripheren Blut mit 20% (5/25) und 34% (20/59).

Gleiches verglich die Arbeitsgruppe Muller et al. anhand von 53 MO- Patientinnen. Dabei

73



konnten bei 3 von 9 Patienten mit positivem Knochenmarkstatus auch DTZ im
peripheren Blut nachgewiesen werden. 2 von 44 Probanden zeigten bei negativem KM-
Status tumorzellpositive Blutproben. Weiterhin wurde eine signifikant hohere Rate an
DTZ im Blut der Patienten mit positivem Knochenmark im Vergleich zu solchen mit

negativem Knochenmarkbefund gefunden [126].

Prinzipiell wére das PB, wie bereits besprochen, wegen seiner einfachen Gewinnung ein
ideales Medium zur Detektion DTZ. Es ist jedoch nur ein voribergehender
Aufenthaltsort dieser Zellen und es ist bisher unbekannt, ob ein signifikanter Anteil an
Tumorzellen tberlebt und zu soliden Metastasen auswachsen kann oder in seinem neuen
Mikroenvironment zu Grunde geht. So gibt es z.B. eine Studie an Brustkrebspatienten,
die zeigen konnte, dass ein grofRer Teil der zirkulierenden Tumorzellen apoptotisch und
daher nicht in der Lage ist, sich in sekundéaren Organen abzusiedeln [127]. Dennoch gibt
es Arbeiten von Smith et al. und Terstappen et al., die bei Brustkrebspatienten das
Vorhandensein von DTZ im peripheren Blut mit dem Krankheitsstadium sowie dem
Verlauf der Erkrankung korrelieren konnten [128, 129].

Insgesamt ist jedoch die prognostische Signifikanz von DTZ im peripheren Blut noch
weit weniger klar als im Knochenmark [107].

Die prognostische Relevanz von DTZ im Blut ist daher Gegenstand laufender Studien,
wie der von der Frauenklinik Innenstadt der LMU initiierten SUCCESS- Studie [130,
131]. Die Ergebnisse des Follow- up hierbei diirfen mit Spannung erwartet werden.
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6.3.5 Klinische Relevanz und Ausblick

Der Nachweis DTZ im KM zum Zeitpunkt der Primaroperation stellt einen unabhéngigen
Prognosefaktor fir das rezidivfreie wie fir das Gesamtuberleben von
Mammakarzinompatienten dar [40].

Durch die Untersuchung groRerer Zellzahlen im KM und im peripheren Blut konnten mit
Hilfe der TF- Anreicherungsmethode sowohl die Sensitivitat als auch die
Tumorzellausbeute deutlich erhéht werden. Damit konnten Patienten mit hohem
Rezidivrisiko nach vollstandiger operativer Entfernung des Primartumors sicherer
identifiziert werden. Sie stellt somit eine viel versprechende Methode zur Differenzierung
einer high- risk und low- risk Risikogruppe dar. Denn in den meisten Studien korrelierte
das Vorhandensein von DTZ mit einem schlechteren Outcome im Vergleich zu Patienten,
bei denen keine DTZ nachgewiesen werden konnten. Dies ist besonders wichtig fur
Patienten mit negativem Lymphknoten- Status, die nach herkdmmlichen
Therapieschemata keine Chemotherapie erhalten wirden, aber dennoch ein hoéheres
Rezidiv- und Metastasenrisiko besitzen als Frauen ohne Nachweis DTZ. AuRerdem
konnte der Knochenmark- und insbesondere der Blutstatus im Verlauf auch als
Monitoring bezlglich der Wirksamkeit der Therapieverfahren angewendet werden [132].
Im Gegensatz zu Lymphknoten, die bei der Primaroperation entfernt werden, kénnen
namlich Blut sowie KM postoperativ im Verlauf wiederholt abgenommen und auf DTZ
untersucht werden. Die Detektion DTZ hat daher nicht nur Einfluss zum Zeitpunkt der
Primdrdiagnose, sondern auch, wenn diese Zellen persistieren, im Verlauf der follow- up
Untersuchungen oder nach abgeschlossener adjuvanter Chemotherapie. Sie stellen somit
bisher den einzigen verfligbaren Prognosefaktor fir eine follow- up Risikoeinschatzung
dar [133].

Der Faktor der erhohten Tumorzellausbeute spielt insbesondere bei der Entwicklung von
Therapiealternativen fur Patienten, die auf herkdmmliche Therapien nicht ansprechen,
eine groRe Rolle. Da es sich bei den meisten DTZ um nicht proliferierende so genannte
dormant cells handelt, 1&sst sich ihre Anzahl durch eine Chemotherapie kaum reduzieren
[126, 134, 135]. Aber gerade Patientinnen mit persistierenden DTZ im KM nach
Beendigung der Chemotherapie haben eine signifikant schlechtere Prognose bezuglich
dem Gesamt- und rezidivfreien Uberleben [52, 54, 55, 119, 136, 137]. Die Identifikation
dieser Patientinnen ist daher von groRer Klinischer Relevanz, da sie von einer

zusitzlichen ,,second- line* Therapie profitieren wiirden [132].
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Eine Antikorpertherapie stellt hier eine viel versprechende therapeutische Alternative dar
[57, 58, 60, 138]. Diese hat den Vorteil, dass ihre Wirkung unabhangig von einer
Tumorzellproliferation sowie einer Resistenz gegen Chemotherapeutika ist [59].

Die Wahl des Zielantigens spielt dabei eine zentrale Rolle und entscheidet wesentlich
uber den Erfolg einer Therapie. So sollte das Antigen moglichst spezifisch mit der
Zielzelle reagieren und keine signifikanten Kreuzreaktionen mit dem gesunden Gewebe
aufweisen. Dartber hinaus sollte es optimalerweise auf allen Tumorzellen exprimiert
werden, um eine effektive Ziel gerichtete Therapie zu ermdglichen und die Proliferation
einer Subpopulation von Antigen- negativen Zellen zu verhindern [139].

Die weitere Charakterisierung der Zellen sowie die Analyse therapierelevanter Antigene
als Angriffspunkte fir eine Immuntherapie sind in diesem Zusammenhang von groflem
Interesse [140]. Damit rlckt eine Individualisierung der Therapie zunehmend in den
Bereich des Maglichen.

Von groRer Bedeutung ist hierbei beispielsweise der humane epidermale
Wachstumsfaktor Rezeptor HER- 2, dessen Uberexpression auf DTZ mit einem
schlechteren klinischen Outcome verbunden ist [141]. Es gibt Hinweise, dass eine
Diskrepanz besteht zwischen dem HER- 2 Status im Primértumor und der HER- 2
Expression auf DTZ im Knochenmark [48, 141, 142] und im peripheren Blut [143, 144].
So konnten bei Patienten mit HER- 2 negativem Primértumor dennoch HER- 2 positive
DTZ nachgewiesen werden. Durch ein individuelles Screening auf DTZ und deren
weitere Charakterisierung kdnnten genau diese Patienten identifiziert werden, die trotz
HER- 2 negativem Primdrtumor dennoch von einer Therapie mit Trastuzumab [145,
146], einem monoklonalen anti- HER- 2 Antikorper, profitieren wirden [142].

Auch mit dem therapeutischen Einsatz des monoklonalen Antikorpers Edrecolomab
[147] (monoklonaler 17-1A  Antikorper), gerichtet gegen das epitheliale
Zelladhasionsmolekiil EpCAM, konnten erste Erfolge erzielt werden. So konnte unter der
Therapie mit Edrecolomab eine deutliche Reduktion der Anzahl an DTZ im
Knochenmark erreicht werden, in einigen Féllen sogar bis hin zur volligen Elimination
dieser Zellen [56, 148, 149].

Dennoch stellt weiterhin die Heterogenitdat der Antigenexpression auf DTZ einen
wichtigen limitierenden Faktor der Effektivitat beim Einsatz monoklonaler Antikorper in
der Therapie der minimalen Residualkrankheit dar. Daher mussen verschiedene Marker

auf den DTZ untersucht und Angriffsmoglichkeiten gegen diese erforscht werden, um
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weitere Ziel gerichtete Therapien etablieren zu konnen und somit die Effektivitat einer
Antikdrpertherapie zu steigern [60].

Entscheidende Voraussetzung fiir ein effektives Monitoring von DTZ ist allerdings die
Optimierung und Standardisierung des Nachweisverfahrens. Die Ansatze zur Erhéhung
der Sensitivitdt sowie der Tumorzellausbeute wurden eingehend besprochen.
Konsensusempfehlungen zu methodischen Aspekten und zur klinischen Relevanz des
Nachweises von DTZ im KM von Patientinnen mit primédren Mammakarzinom wurden
bereits festgelegt [150]. Weiterhin wurden Systeme zur automatisierten Anreicherung
und Féarbung der Zellen entwickelt und in grof3en Studien getestet [151, 152].
Zusammenfassend konnte der Nachweis von DTZ, neben der Bedeutung als
unabhéngiger Prognosefaktor zum Zeitpunkt der Primaroperation, ein postoperatives
Verlaufsmonitoring ermdglichen und somit wesentliche Informationen flr ein

individuelles klinisches Management der einzelnen Brustkrebspatientin liefern.
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7 Zusammenfassung

Hintergrund: Der immunzytochemische Nachweis disseminierter Tumorzellen (DTZ) im
Knochenmark (KM) von Mammakarzinompatientinnen ist ein unabhéngiger
Prognosefaktor in allen Stadien der Erkrankung. Die Detektion dieser Zellen, die durch
konventionelle histopathologische Untersuchungen und selbst durch hochaufldsende
bildgebende Verfahren nicht nachgewiesen werden kdnnen, ist somit ein wesentlicher
Faktor, um Patientinnen mit einem hohen Rezidivrisiko friihzeitig identifizieren zu
kdnnen und so eine bessere Prognoseabschatzung zu ermdglichen sowie eine individuelle
Therapieplanung zu gewahrleisten. Aulerdem koénnten der Knochenmark- und
insbesondere der Blutstatus auch als Monitoring beziiglich der Wirksamkeit von
Therapieverfahren angewendet werden. Fir ein Verlaufsmonitoring ware die
Untersuchung von DTZ im peripheren Blut winschenswert. Neben dem frihzeitigen
Nachweis von DTZ sind jedoch auch die weitere Charakterisierung der Zellen sowie die
Analyse therapierelevanter Antigene als Angriffspunkte fur eine Immuntherapie von
grolRem Interesse. Limitierend fur eine weitere tumorbiologische Untersuchung ist derzeit
die geringe Zahl der detektierten Zellen. Gegenstand dieser Arbeit ist der Vergleich
verschiedener Methoden zur Anreicherung von isolierten Tumorzellen aus Knochenmark
und peripherem Blut. Hierbei wurde erstmals ein Antikdrper gegen das Thomsen-
Friedenreich- Antigen (TF) verwendet, nachdem zuvor eine Koexpression von TF auf
98% aller Zytokeratin- positiven Tumorzellen nachgewiesen werden konnte.

Methodik: KM- Aspirate von 99 Patienten mit histologisch gesichertem
Mammakarzinom wurden (ber einen Zeitraum von einem Jahr untersucht. Von 11
Patienten wurde parallel KM und Blut untersucht. Es erfolgte zunéachst eine Aufarbeitung
der Proben mittels Ficoll- Dichtegradientzentrifugation zur Isolation der mononukledren
Zellfraktion. Bei hohem Erythrozytenanteil wurde zusatzlich eine Erythrozytenlyse
durchgefiihrt. Das Primarscreening erfolgte mittels Immunzytologie mit einem
monoklonalen Antikérper gegen Zytokeratine und anschlielender APAAP- Farbung
(Alkalische Phosphatase- Anti- Alkalische Phosphastase). Mit den verbleibenden Zellen
wurde eine Anreicherung von DTZ mittels Immunomagnetabsorption durchgefihrt.
Dabei erfolgte die Anreicherung zundchst mit einem monoklonalen Antikorper gegen das
Human Epithelial Antigen (HEA) mit dem ,,Tumor Cell Enrichment and Detection Kit*
(Milteny Biotech). In einem weiteren Versuch wurde erstmals ein Primarantikorper

gegen das Thomsen- Friedenreich- Antigen auf dem Gebiet der Tumorzellanreicherung
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eingesetzt. Anschlielend wurde mit einem magnetisch markierten Sekundérantikorper
inkubiert. Zur Selektion und Anreicherung der Tumorzellen aus der Zellsuspension
erfolgte ein Durchlauf im Magnetfeld sowie die anschlielende Resuspension der
zurlickgehaltenen ~ Zellen. Nach  Herstellung von  Zytospins  wurde  eine
immunzytochemische Férbung und die Detektion der Tumorzellen mittels APAAP-
Methode sowie eine Kernfarbung auf dem Objekttrager durchgefuhrt. Abschlielend
erfolgte die Beurteilung der Zytokeratin- positiven Tumorzellen unter dem Mikroskop.
Ergebnisse: Bei den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte die Anreicherung mittels TF-
Antikorper bessere Ergebnisse. Im konventionellen Primérscreening zeigten 15 / 65
(23,1%) Patienten DTZ im Knochenmark. Nach Anreicherung stieg die Anzahl auf 47 /
65 Patienten (72,3%) an (p<.0001). Die detektierte Tumorzellzahl lag vor der
Anreicherung bei im Median 2 Tumorzellen / 2*10° mononukleare Zellen (1-10). Nach
Anreicherung konnten im Median 2,2*10" mononukleire Zellen (MIN 8,4*10°, MAX
2,2*10%) auf DTZ gescreent werden. Die Anzahl von DTZ im KM stieg auf im Median 4
Tumorzellen (1-105) an. Damit lag der mittlere absolute Anreicherungsfaktor bei 11.
Beim Vergleich der Ergebnisse des Primarscreenings und der TF- Anreicherung im KM
korrelierte das Ergebnis bei 25 Patienten. Hiervon waren 14 Patienten negativ, bei 11
Patienten konnten mit beiden Verfahren DTZ im Knochenmark nachgewiesen werden.

36 Patienten waren im Primarscreening zunachst negativ und zeigten dann nach der
Anreicherung ein positives Ergebnis. 4 Patienten hingegen waren im Primarscreening
positiv und wurden nach Anreicherung negativ.

Im konventionellen Primérscreening des peripheren Blutes zeigte nur 1 von 11 Patienten
(9,1%) DTZ mit 2 Tumorzellen / 2*10° mononukleare Zellen. Nach Anreicherung
konnten im Median 1,2*10" mononukledre Zellen (MIN 2,6*10°, MAX 3,9*10")
untersucht werden. Es lielen sich bei 5 / 11 Patienten (45,5%) 1-8 DTZ im Blut
detektieren. Der mittlere absolute Anreicherungsfaktor lag somit bei 7. Im Vergleich zu
den Anreicherungsergebnissen im Knochenmark waren die Detektionsraten und
Tumorzellzahlen wie erwartet im peripheren Blut deutlich geringer. 4 Patienten zeigten
DTZ im KM bei negativen Blutbefunden. Zusétzlich erfolgten deskriptive Auswertungen,
bei denen die Ergebnisse der TF- Tumorzellanreicherung im Knochenmark mit
Parametern wie TumorgrofRe, regiondarem Lymphknotenstatus, Vorhandensein von
Fernmetastasen, Differenzierungsgrad sowie Hormonrezeptorstatus korreliert wurden.

Dabei konnten keine signifikanten Zusammenhange festgestellt werden.
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Diskussion: Bisher gehort der Nachweis von DTZ im KM in der klinischen Praxis nicht
zur Routinediagnostik im Rahmen des Tumorstaging beim Mammakarzinom. Dennoch
spielt die Detektion von DTZ sowohl zur Risikostratifizierung als auch im Bereich des
therapeutischen Monitoring eine zunehmend groRere Rolle. So kann ein Nachweis DTZ
im Blut oder Knochenmark aktuelle Informationen U(ber die Tumorlast und
Tumorbiologie liefern sowie eine Aussage Uber die Effektivitdt einer Therapie
ermoglichen. In follow- up Untersuchungen kann der Nachweis DTZ dariber hinaus
frihzeitige Hinweise auf eine Metastasierung geben.

Mittels Immunomagnetabsorption mit einem Antikorper gegen das Thomsen-
Friedenreich- Antigen lasst sich das zu untersuchende Probenvolumen und die Zahl der
detektierten Tumorzellen erhohen. Dies ist die Voraussetzung flr ein Monitoring von
DTZ im peripheren Blut und spielt weiterhin fur die Erforschung neuer tumorassoziierter
Antigene als Angriffspunkte fiir eine Immuntherapie eine grol3e Rolle. Die prognostische
Relevanz von DTZ im peripheren Blut ist jedoch noch weit weniger klar als im
Knochenmark. Ob der Nachweis DTZ im Blut ein Knochenmarkscreening zukinftig
ersetzen kann, ist Gegenstand laufender Studien. Durch die weitere Untersuchung der
Antigenprofile auf den DTZ sowie die Erforschung von Angriffsmoglichkeiten gegen
diese Oberflachenmarker konnten zukinftig weitere Fortschritte auf dem Gebiet der
Antikorpertherapie sowie beim Einsatz von Biologicals erzielt werden. Entscheidende
Vorraussetzung fiir ein effektives Monitoring ist allerdings die weitere Optimierung und
Standardisierung des Nachweisverfahrens. Die Anwendung automatisierter Systeme fur
die Anreicherung sowie mikroskopische Screeninguntersuchung ist Gegenstand weiterer

Untersuchungen.
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9 Anhang

9.1 Histologische Klassifikation der Mammakarzinome

Modifizierte histologische WHO- Klassifikation nach Rosen und Oberman

Nicht- invasives Karzinom

Duktales Carcinoma in situ (DCIS)

- mit Paget- Erkrankung der Brustwarze

Lobuléres Carcinoma in situ (LCIS)

Invasives Karzinom

Invasives duktales Karzinom

- mit Paget- Erkrankung der Brustwarze

Invasives duktales Karzinom mit pradominierender

intraduktaler Komponente

Invasives lobulares Karzinom

Muzinoses Karzinom

Medullares Karzinom

Invasives papillares Karzinom

Tubulares Karzinom

Adenoid- zystisches Karzinom

Sekretorisches (juveniles) Karzinom

Apokrines Karzinom

Karzinom mit Metaplasie

Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen

Zystisch- hypersekretorisches Karzinom mit Invasion

Karzinom mit endokriner Differenzierung

Glykogenreiches Karzinom

Lipidreiches (lipidbildendes) Karzinom

Invasives kribriformes Karzinom
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9.2 Klinische TNM- Klassifikation Mammatumoren (TNM)
Pathologische TNM- Klassifikation (pTNM)

GemaR aktueller TNM- Klassifikation, 6.Auflage, 2003

T-Primartumor

X Primartumor nicht beurteilbar
T0 Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
Tis Duktales Carcinoma in situ
(DCIS)
Tis Lobuldres Carcinoma in situ
(LCIS)
Tis M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor
(Paget)
T1 <2cm

T1 mic <0,1cm

Tla >0,1-0,5cm
Tlb >0,5-1cm
Tlc >1-2.cm
T2 >2-5cm
T3 >5cm
T4 Brustwand/Haut
T4a Brustwand
T4b Hautddem/Ulzeration, Satellitenknttchen der Haut
T4c 4a und 4b
T4d Entzindliches Karzinom

Die pT- Kategorien entsprechen den T- Kategorien.
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N- Regionare Lymphknoten
N1 Beweglich axillar
pN1mi Mikrometastasen: 0,2mm< 2mm
pN1la 1-3 axillére
pN1b A. mammaria interna, klinisch nicht erkennbar?
pN1c pN1 und pN1b
N2a Fixiert axillar
pNZ2a 4-9 axillare
N2b A. mammaria interna, klinisch erkennbar
pN2b A. mammaria interna, klinisch erkennbar!/ keine axillaren
N3a Infraklavikular
pN3a > 10 axillare oder infraklavikular
N3b Axill&r und A. mammaria interna, klinisch erkennbar
pN3b a) Axillar und A. mammaria interna, klinisch erkennbar oder
b) > 3 axillare und A. mammaria interna, klinisch nicht erkennbar?
N2c Supraklavikulér
pN3c Supraklavikulér
Anmerkung:

1 Nachgewiesen durch Schildwachterlymphknotenuntersuchung

M- Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Die pM-Kategorien entsprechen den M- Kategorien.

Die Kategorien M1 und pM1 kdnnen wie folgt spezifiziert werden:

Lunge (PUL)
Knochen (OSS)
Leber (HEP)
Hirn (BRA)
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Lymphknoten (LY M)
Andere Organe (OTH)
Knochenmark (MAR)
Pleura (PLE)
Peritoneum (PER)
Nebenniere (ADR)
Haut (SKI)

Stadiengruppierung
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1t NO MO
Stadium 1A TO, T1* N1 MO
T2 NO MO
Stadium 1B T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium I1A TO, T1t N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadium I11B T4 NO, N1, N2 MO
Stadium 11C Jedes T N3 MO
Stadium 1V Jedes T Jedes N M1
Anmerkung:

1 T1 schlieRt T1mic ein
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9.3 Kriterien des Gradings beim Mammakarzinom nach Elston und

Ellis
Merkmale Kriterien Scorewert
Tubulusausbildung >75% 1
10-75% 2
<10% 3
Kernpolymorphie gering 1
mittelgradig 2
stark 3
Mitoserate 0-1 HPF (0-5/10 HPF) 1
(HPF = Objektiv 40x) 1-2 HPF (6-11/10 HPF) 2
> 2 HPF (>12/10 HPF) 3
Scoresumme 3-9

HPF = high power field, die hier angegebenen

Gesichtsfelddurchmesser von 0,45 mm

Kriterien gelten fir einen

Scoresumme Malignitatsgrad G-Gruppe Definition

3,45 gering Gl Gut differenziert

6,7 maRig G2 MaRig differenziert

8,9 hoch G3 Schlecht
differenziert
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9.4 Hormonrezeptorstatus

Quantifizierung des Hormonrezeptorgehalts (Immunreaktiver Score IRS) nach
Remmele und Stegner 1987
- Estrogenrezeptorstatus mit immunreaktivem Score
- Progesteronrezeptorstatus mit immunreaktivem Score
Anzahl positiver Zellen (PP) Farbeintensitat IRS
Staining intensity (SI)
0= keine positiven Zellkerne 0= keine Farbereaktion 3*4=12

1= <10% positive Zellkerne

1= schwache Féarbereaktion

2= 10-50% positive Zellkerne

2= mallige Farbereaktion

3=51-80% positive Zellkerne

3= starke Féarbereaktion

4= >80% positive Zellkerne

Bewertung des Immunreaktiven Scores Scoresumme

(IRS= SI*PP)

negativ 0
1
2

positiv 3
4
6
8
9
12
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9.5 Her2/neu- Expressionsstatus

Farbemuster

Score

Her2/neu-

Uberexpressionsbestimmung

Keine Farbung oder
membrantse  Farbung
bei weniger als 10% der

Tumorzellen

negativ

Eine schwache oder
kaum nachweisbare
membrandse  Féarbung
von mehr als 10% der
Tumorzellen. Die
Zellen zeigen nur eine
partielle Farbung der

Membran

1+

negativ

Eine schwache oder
mittlere Farbung der
gesamten Membran von
mehr als 10% der

Tumorzellen

2+

Schwach positiv

Eine kraftige Farbung
der gesamten Membran
von mehr als 10% der

Tumorzellen

3+

Stark positiv
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9.6 TNM- Klassifikation: Isolierte Tumorzellen (ITC)

ITC in regionaren Lymphknoten

pNO Histologisch keine Lymphknotenmetastasen, keine Untersuchung zum

Nachweis isolierter Tumorzellen

pNO (i-) Histologisch keine Lymphknotenmetastasen, kein morphologischer

Nachweis von isolierten Tumorzellen

pNO (i+) Histologisch  keine  Lymphknotenmetastasen,  morphologischer

Nachweis von isolierten Tumorzellen

pNO (mol-) |Histologisch  keine Lymphknotenmetastasen, kein  nicht-

morphologischer Nachweis von isolierten Tumorzellen

pNO (mol+) |Histologisch keine Lymphknotenmetastasen, nicht-morphologischer

Nachweis von isolierten Tumorzellen

Anmerkung:

Der Nachweis isolierter Tumorzellen mit morphologischen Techniken in nicht regionarer
Lokalisation, z.B. im Knochenmark, wird analog wie bei N klassifiziert, z.B. MO (i+).
Fiir nichtmorphologische Techniken soll ,,mol* als Addendum zu MO hinzugefiigt
werden, z.B. MO (mol+)

89



9.7 Knochenmarkstatus Primarscreening - TF-Anreicherung

Verarbeitete Falle

Falle
Giltig Fehlend Gesamt
N Prozent N Prozent N Prozent
Priméarscreening_KM*
TF-Anreicherung_KM 65 100,0% 0 ,0% 65 100,0%
Primarscreening_ KM * TF-Anreicherung_KM Kreuztabelle
TF-Anreicherung KM
neg pos Gesamt
Primérscreening KM neg Anzahl 14 36 50
% von PS_KM pos/neg 28,0% 72,0% 100,0%
pos Anzahl 4 11 15
% von PS_KM pos/neg 26,7% 73,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 18 47 65
% von PS_KM pos/neg 27, 7% 72,3% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Exakte
Signifikanz
Wert (2-seitiq)
McNemar-Test 1,857E-072
Anzahl der giltigen Falle 65

a. Verwendete Binomialv erteilung
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9.8 W.ilcoxon-Test: absolute Tumorzellzahl Priméarscreening - TF-
Anreicherung im KM

Range
N Mittlerer Rang | Rangsumme
abs. Tumorzellzahl Negative Range 62 13,33 80,00
TF-Anr. - Primarscreening  positive Range 45° 27,69 1246,00
Bindungen 14°¢
Gesamt 65

a. TF-Anreicherung_KM_abs. Tumorzellzahl < Primarscreening_KM_abs. Tumorzellzahl
b. TF-Anreicherung_KM_abs. Tumorzellzahl > Priméarscreening_KM_abs. Tumorzellzahl
C. TF-Anreicherung_KM_abs. Tumorzellzahl = Priméarscreening_KM_abs. Tumorzellzahl

Statistik fur Test?

abs. Tuzahl
TE-Anr.-PS
z -5,4832
Asy mptotische
Signifikanz (2-seitig) 4,188E-08

a. Basiert auf negativen Rangen.
b. Wilcoxon-Test
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9.9 Wilcoxon-Test:

relative Tumorzellzahl

Primarscreening

TF-

Anreicherung im KM

Range
Mittlerer Rang | Rangsumme
rel. Tumorzellzahl Negative Range 132 37,92 493,00
TF-Anr. - Primarscreening  positive Range 3g° 21,92 833,00
Bindungen 14°¢
Gesamt 65

a. TF-Anreicherung_KM_rel. Tumorzellzahl < Primérscreening_KM _rel. Tumorzellzahl

b. TF-Anreicherung_KM_rel. Tumorzellzahl > Primérscreening_KM_rel. Tumorzellzahl

C. TF-Anreicherung_KM_rel. Tumorzellzahl = Priméarscreening_KM _rel. Tumorzellzahl

Statistik fur Test?

rel. TuZahl
TE-Anr.-PS
7 -1,5942
Asy mptotische
Signifikanz (2-seitig) 1110

a. Basiert auf negativen Rangen.

b. Wilcoxon-Test

92



9.10 Blutstatus Priméarscreening - TF-Anreicherung

Verarbeitete Félle

Falle
Gilkig Fehlend Gesamt
N Prozent N Prozent N Prozent
Primérscreening_Blut *
— 0, 0, 0,
TF-Anreicherung_Blut 11 100,0% 0 0% 11 100,0%
Primarscreening_Blut * TF-Anreicherung_Blut Kreuztabelle
TF-Anreicherung Blut
neg pos Gesamt
Primarscreening_Blut  neg Anzahl 5 5 10
% von
0, [0) 0,
Priméarscreening_Blut 50,0% 50,0% 100,0%
pos Anzahl 1 0 1
% von
0, 0, 0,
Priméarscreening_Blut 100,0% 0% 100,0%
Gesamt Anzahl 6 5 11
% von
0, 0, 0,
Primérscreening_Blut 54,5% 45,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Exakte
Signifikanz
Wert (2-seitiq)
McNemar-Test ,21872
Anzahl der giltigen Falle 11

a. Verwendete Binomialv erteilung
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9.11 Wilcoxon-Test: absolute Tumorzellzahl Priméarscreening - TF-

Anreicherung im Blut

Range
N Mittlerer Rang | Rangsumme
abs. Tumorzellzahl Negative Range 12 4,00 4,00
TF-Anr. - Primarscreening  positive Range 5P 3,40 17,00
Bindungen 5¢
Gesamt 11

a. TF-Anreicherung_Blut_Tumorzellzahl < Priméarscreening_Blut_Tumorzellzahl
b. TF-Anreicherung_Blut_Tumorzellzahl > Primérscreening_Blut_Tumorzellzahl
C. TF-Anreicherung_Blut_Tumorzellzahl = Primé&rscreening_BIlut_Tumorzellzahl

Statistik fur Test?

abs. TuZahl
TFE-Anr.-PS
7 -1,3782
Asy mptotische
Signifikanz (2-seitig) 1682

a. Basiert auf negativen Rangen.

b. Wilcoxon-Test
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relative Tumorzellzahl Primarscreening - TF-

9.12 Wilcoxon-Test:
Anreicherung im Blut

Range
N Mittlerer Rang | Rangsumme
rel. Tumorzellzahl Negative Range 12 6,00 6,00
TF-Anr. - Primarscreening  positive Range 5P 3,00 15,00
Bindungen 5¢
Gesamt 11

a. TF-Anreicherung_Blut_rel. Tumorzellzahl < Priméarscreening_Blut_rel. Tumorzellzahl
b. TF-Anreicherung_Blut_rel. Tumorzellzahl > Primérscreening_Blut_rel. Tumorzellzahl
C. TF-Anreicherung_Blut_rel. Tumorzellzahl = Primarsscreening_Blut_rel. Tumorzellzahl

Statistik fur Test?

rel. TuZahl
TE-Anr.-PS
7 -,0432
Asy mptotische
Signifikanz (2-seitig) 3454

a. Basiert auf negativen Rangen.

b. Wilcoxon-Test
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Klinikum der Universitat Miinchen LMU

L. Maximilians-
I. Frauenklinik - Innenstadt Universitat-
Direktor: Prof. Dr. med. Klaus Friese Miinchen

EINWILLIGUNG ZUR KNOCHENMARKPUNKTION
IMMUNZYTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

Liebe Patientin,

die Untersuchung des Knochenmarks wird in der Krebsdiagnostik eingesetzt, um wertvolle
Informationen tber den Ausbreitungsgrad der Krankheit zu erhalten. Dieses Verfahren ist momentan
noch Gegenstand wissenschaftlicher Forschung, um neue Therapiemdéglichkeiten und Chancen der
Friherkennung zu entwickeln. Zu diesem Zweck, bitten wir Sie, liebe Patientin, um die Einwilligung zu
einer Knochenmarkpunktion. Die Untersuchung ist kostenlos.

Untersuchungsverfahren

Mit einer Spezialnadel wird vom Beckenkammknochen der linken und rechten Seite jeweils eine
Knochenmarkprobe entnommen. Die Punktion des Knochenmarks erfolgt in 6rtlicher Betaubung.
Anhaltende Schmerzen im Bereich der Punktionsstelle nach der Operation sind nicht zu erwarten.
Wird die Punktion in drtlicher Betdaubung durchgefiihrt, so kann das Ansaugen des Knochenmarks
einen heftigen, aber sehr kurzen Schmerz verursachen.

Mdgliche Komplikationen

Die Risiken des Eingriffs, wie z.B. das Infektionsrisiko, sind auRerordentlich gering. Eventuelle
Nachblutungen aus Hautvenen sind selten und lassen sich durch einfachen Druck auf die
Punktionsstelle leicht beherrschen.

Die Beantwortung der folgenden Fragen hilft uns, die Risiken zuséatzlich méglichst gering zu halten:

1. Besteht eine vermehrte Blutungsneigung?
onein 0 ja

2. Besteht eine Allergie? (z.B. gegen Medikamente, Pflaster, ortliche Betaubungsmittel ?)
o] nein 0 ja, welche:

Verhalten nach der Untersuchung

Zur Blutstillung gentgt in der Regel ein Druck von wenigen Minuten auf die Einstichstelle. Die
Punktionsstelle braucht in der Regel vom Arzt nicht mehr kontrolliert zu werden, falls nicht eine
Nachblutung aus dem Punktionskanal oder langer andauernde Schmerzen auftreten.

Nach einer Knochenmarkpunktion, die in 6rtlicher Betdubung durchgefiihrt wurde, sollten Sie
mindestens eine halbe Stunde ruhen.

Herr/Frau Dr.

hat mit mir heute anhand dieses Informationsblattes ein Aufklarungsgesprach gefiihrt, bei dem ich alle
mich interessierenden Fragen stellen konnte. Ich stimme zu, dass das enthommene Knochenmark und
die Untersuchungsergebnisse wissenschaftlich ausgewertet und weiterverwendet werden.

0 Ich habe keine weiteren Fragen und benétige keine zusatzliche Uberlegungsfrist.
0 Ich willige hiermit in die vorgeschlagene Untersuchung ein.

ODER

o Ich versage meine Zustimmung.

Ort, Datum Unterschrift der Patientin

Ort, Datum Unterschrift des Arztes/der Arztin
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