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1 Einleitung

Brustkrebs ist die haufigste Todesursache von Frauen im Alter von 40 bis 55
Jahren. Aus diesem Grund ist es besonders wichtig, nach neuen Prognosefaktoren
und Therapien zu suchen. Ganz allgemein ist die Prognose eines Mammakarzinoms
von der dynamischen Interaktion zwischen der anatomischen Ausdehnung des
Krebses, dem Zeitpunkt der Erstdiagnose, dem Wachstum des Karzinoms einerseits
und der Immunkompetenz der Patientin sowie einer angemessenen Therapie
andererseits abhangig®. Etwa 40 % der Patientinnen, die ein Mammakarzinom
erleiden, werden an dieser Erkrankung versterben®. Die empirische Erkenntnis der
haufigen Fernmetastasierung beim Mammakarzinom hat bereits frih dazu gefihrt,
dass das Halsted’'sche Konzept einer priméar lokalen Erkrankung zugunsten des
Konzeptes einer hauptsachlich systemisch determinierten Erkrankung verlassen
wurde®®*. Den bislang wichtigsten prognostischen Faktor stellt das Vorhandensein
oder Fehlen von Lymphknotenmetastasen dar. Die Prasenz von axillaren
Lymphknotenmetastasen gilt als Zeichen fur eine Tumoraussaat und ist mit einer
erhéhten Rate an Rezidiven und einer geringeren Uberlebensrate assoziiert®.

Die Prognose eines Mammakarzinoms wird im Wesentlichen durch histopathologisch
und immunhistochemisch definierte Parameter determiniert. Das Vorliegen eines
negativen Lymphknotenstatus ist zum Beispiel mit eine Verlangerung des
rezidivireien Intervalls und des Gesamtiberlebens assoziiert. Nach Aussagen der
Konsensuskonferenz von St. Gallen 2003 gelten folgende zusatzlichen Faktoren als
etabliert: TumorgréRRe, Grading, Histologie sowie Alter bei Diagnose®. In den letzten
Jahren wurden neue Faktoren identifiziert, wie zum Beispiel das Zelloberflachen-
Glykoprotein (CD44), Mutationen in Onkogenen (erbB-2) oder Tumorsupressor-
Genen (p53, BRCA1/2) und Neoangiogenesefaktoren (CD31), die die Biologie des
Mammakarzinoms beschreiben. All diese Primartumoreigenschaften sollen das
maligne Potential des Tumors charakterisieren, um eine Einschatzung der
Risikosituation zum Zeitpunkt der Primardiagnose zu evaluieren.

Angiogenese, die Entstehung neuer Gefal3e aus bereits bestehenden GefalRen, ist
essentiell fur das Tumorwachstum?. An diesem Prozess sind im Wesentlichen

Adhasionsfaktoren und Wachstumsfaktoren wie der vascular endothelial growth
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factor (VEGF) beteiligt. Die eingesetzten Farbemethoden, die die Angiogenese im
Tumor nachweisen, benutzen Antikdrper gegen Endothelmarker, die zur
Quantifizierung der Geféalle bzw. Messung der Vaskularisation von Tumoren
herangezogen werden. Diese sind CD31, CD34 und das Faktor VIII assoziierte
Antigen™'. Es existieren zwei verschiedene Arten der GefaRneubildung. Hierbei
handelt es sich zum einen um den Vorgang der Vaskulogenese, beschrieben als die
Bildung neuer Gefal3e endothelialen Ursprungs wahrend der Embryonalentwicklung.
In der Adoleszenzphase handelt es sich zum anderen um die Angiogenese, die die
Bildung neuer Blutgefale aus bereits existierenden Blutgefal3en umfasst. Die
Angiogenese ist ein komplexer, schrittweise ablaufender Prozess. Dieser beginnt mit
dem sich Zuriickziehen der an der abluminalen Seite der Kapillaren anhaftenden
Perizyten. Durch diesen Prozess wird die Ausschittung von Proteasen wie z.B. eines
Urokinase-Plasminogenaktivators aus den ,aktivierten* Endothelzellen verursacht.
Dies bewirkt eine Degeneration der extrazellularen Matrix, die die Kapillare umgibt.
Es erfolgt die Migration und Proliferation von Endothelzellen in tubenartige
Strukturen. Zwischen den neuen und alten Gefal3en entstehen Anastomosen und
somit die neue GefaRversorgung?®. Die angiogenetische Aktivitat eines Tumors lasst
sich durch die Dichte der MikrogefalRe bestimmen und hat sich in mehreren Arbeiten
als unabhangiger Prognosefaktor flir viele Tumorentitdten einschlieRlich des
Mammakarzinoms gezeigt®>*.

Wie Braun et al. in einer Studie mit 552 Patienten,die an Brustkrebs im Stadium | — III
erkrankt waren, zeigen konnte, Kkorreliert der Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark mit einem signifikant haufigerem Auftreten von
Fernmetastasen und tumorassoziiertem Tod. Die prognostische Relevanz der
Knochenmarksbefunde bestatigte sich auch in der multivariaten Analyse als
unabhéngiger Parameter ’.

Fox et al. untersuchten 1979 die prognostische Relevanz sowie die Korrelation von
Knochenmarksmikrometastasen und dem Nachweis von Neoangiogenese am
Primartumor Mammakarzinom?®.

In dieser Arbeit wollen wir die Beziehung zwischen Neoangiogenese und dem
Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark an einer Serie von

Brustkrebspatientinnen bestimmen.



2 Fragestellungen

Die Zielsetzung dieser Arbeit liegt in der Verbesserung des Verstandnisses uber die
Inzidenz hamatogen disseminierter Tumorzellen im Knochenmark in Abhangigkeit
zur CD31-Expression am Primartumor Mammakarzinom. Um dies zu erreichen,
wurde zum einen die Untersuchung des Primartumors auf CD31 durchgefihrt, zum
anderen der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark.

Im Einzelnen wurden in der vorliegenden Untersuchung folgende Fragestellungen

bearbeitet:

§ Korreliert eine Uberexpression von CD31 im Tumor mit dem Nachweis

hamatogen disseminierter Tumorzellen im Knochenmark?

§ Haben CD31 Uberexpression im Tumor und Nachweis h&amatogen
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark jeweils eine prognostische

Relevanz?

3 Patientinnen und Methode

3.1 Durchfuhrung der Knochenmarkaspirationen

An der I. Universitatsfrauenklinik der LMU Muinchen wird die Knochenmarkpunktion
im Bereich der Spina iliaca anterior superior durch die Mitglieder des Labors fir
Tumorimmunologie durchgefuhrt (Abbildung 1 und Abbildung 2). Bei Patientinnen mit
klinischem Verdacht auf ein Mamma-, Ovarial- oder Zervixkarzinom wird im Rahmen
des Primarscreenings nach Durchfuhrung der Intubationsnarkose, aber vor Beginn
der Primaroperation, die Punktion durchgefihrt. Zum Zweck einer Verlaufskontrolle
nach erfolgter Primartherapie oder im Rahmen der onkologischen Nachsorge wird
der Eingriff in Lokalandsthesie ambulant auf der tagesklinischen Station der Klinik
vorgenommen. Durch eine kleine Schnittinzision der Haut am Punktionsort wird das

Risiko fur eine Kontamination des Praparates mit epithelialen Hautzellen vermindert.



arcus pubis

Abbildung 1. Punktionsstellen bei der Knochenmarkaspiration

Das Knochenmark wird in mit 0,5 — 1 ml Natrium-Heparin versetzte Spritzen
gewonnen und anschlielend unmittelbar in das tumorimmunologische Labor
gebracht, um dort nach dem in Kapitel 3.2 geschilderten Verfahren aufgearbeitet zu

werden.

Abbildung 2. Knochenmarkaspirationsnadeln

Das schriftliche Einverstandnis zum Eingriff und zur wissenschaftlichen Auswertung
der aus dem Material gewonnenen Erkenntnisse wird von allen Patientinnen vor der
Knochenmarkpunktion eingeholt. Zur Aufklarung dient das im Kapitel 10 (Anhang)
beigefliigte Merkblatt. Zur Risikoaufklarung gehort neben den generell giltigen
Risiken, wie Blutung, Infektion und Wundheilungsstorung, auch das aufgrund der
Punktionsstelle erhdhte Verletzungsrisiko der BeckengefdRe (Aa. und Vv. iliaca
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communis, iliaca interna et iliaca externa), sowie das seltene und schwerwiegende
Ereignis einer Osteomyelitis. An der I. Frauenklinik Innenstadt der LMU Minchen ist
bei Uber 1200 Punktionen bislang noch keine klinisch relevante Komplikation
aufgetreten. Die Patientinnen beschreiben immer wieder voribergehende Reizungen
des Periostes, sowie kleinere kutane Hamatome, ohne dass es jedoch hierdurch zu

einer Beeintrachtigung der Patientinnen gekommen waére.

3.2 Aufbereitung des Knochenmarkaspirates und Detektion cytokeratin-

positiver Zellen

Die im Folgenden beschriebene Aufarbeitung des Knochenmarkes und die Detektion
von cytokeratin-positiven Zellen erfolgte weitgehend nach dem von Pantel et al. 1994
eingefithrten Protokoll®. Zwei grundlegende Arbeitsschritte waren hierzu nétig:

1. Das Anfertigen knochenmarkszelltragender Zytospins und

2. Die immunzytochemische Farbung dieser Zytospins.

Zur Herstellung der Zytospins wurde das Knochenmark zunachst unter sterilen
Bedingungen in ein 50ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt, mit Hankscher Ldsung
(Biocrom, Berlin) auf 50ml aufgefullt und 10 min bei 900 Umdrehungen pro Minute
(rpm) bei r = 16 (entsprechend 160g) in einer Hettich Zentrifuge Universal 30F bei
einer Temperatur von 21°C zentrifugiert (Auslauf ungebremst). Plasma, Fettpartikel
und Detritus konnten hierdurch aus der Probe entfernt werden. Den oberen
Uberstand pipettierten wir vorsichtig ab. Die Zellsuspension (Pellet) wurde
anschlieend in ein 15ml Zentrifugenréhrchen mit 8ml des Dichtegradienten Ficoll-
Hypaque (Pharmacia, Freiburg, Dichte 1,077 g/ml) Ubergeschichtet. Die folgende
Abbildung 3 zeigt die entsprechend vorbereiteten Zentrifugenrohrchen vor der
Zentrifugation.



Abbildung 3. Zentrifugenréhrchen mit Zellsuspension und Dichtegradienten Ficoll-Hypaque in
Gesamtansicht (links) und Detailansicht (rechts)

Es folgte die Dichtegradientenzentrifugation bei 900g (2300 rpm, 21°C) uber
30 Minuten (Auslauf ungebremst). Tumorzellen, Knochenmarkzellen und eine
leukozytare Fraktion wurden durch diesen Vorgang aus der peripheren
Blutbeimengung in der Interphase angereichert. Erythrozyten und Granulozyten
gelangten weitestgehend in das Pellet. Die folgende Abbildung 4 zeigt die
entsprechend vorbereiteten Zentrifugenréhrchen vor der Zentrifugation. Die

leukozytare Fraktion ist im rechten Bild als ,Ring’ zu erkennen.

Abbildung 4. Zentrifugenréhrchen nach Zentrifugation mit Dichtegradienten Ficoll-Hypaque in

Gesamtansicht (links) und Detailansicht (rechts)
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Die Interphase und die obere Phase wurden mit einer Pipette aufgenommen, in ein
neues 50ml Réhrchen uberfihrt, und mit Phosphatpuffer (PBS, pH = 7,4) auf 50 ml
aufgefiillt. Uber eine Zeit von 10 min bei rpm 1600 und 4° Celsius (Auslauf gebremst)
folgte eine neue Zentrifugierung. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde
das Sediment in PBS gewaschen und auf 2-3ml resuspendiert. Mit der Pipette wurde
das Gesamtvolumen der Suspension bestimmt. Im Anschluss wurde eine
volumengleiche Mischung von 10 pl der eben bereiteten Suspension mit 10 pl
Trypanblau hergestellt. Durch diese Farbsuspension wurde sowohl eine
mikroskopische Vitalitatspriufung der Zellen, als auch die Bestimmung der Zelldichte
ermdglicht. Bei einem angesetzten Sollwert von 50-300 Zellen/Quadrat erfolgte die
Auszahlung der Zellen in der Neubauer Zaéhlkammer (Thomakreuz 25 Quadrate
ausgezahlt).

Der notwendige Anteil vom Aspirationsvolumen zur Herstellung des Zytospins liel3

sich mit folgender Formel berechnen:

10° xGesamtvolumen
Volumen =
Gesamtzell zahl

Hierdurch war gewahrleistet, dass die geschatzte Zellzahl von 10° Zellen pro

Zytospin erreicht wurde. Das Volumen wurde in eine 15ml Zentrifugations-Tube (vgl.
Abbildung 5) Gberfihrt und mit PBS auf 4ml aufgeflllt. Nach Fertigstellung der Trager
erfolgte die Zentrifugation Gber 3 min bei 1000 rpm und Raumtemperatur auf einer
Hettich Universal 30 F Zentrifuge (Auslauf gebremst). Die so angefertigten Zytospins
wurden nun 12 — 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

Abbildung 5. Zentrifugations-Tube in der Hettich Universal 30 F Zentrifuge
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Die immunzytochemische Farbung von mindestens vier Praparaten geschah mit dem
monoklonalen Antikérper A45/B/B3 und der alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-
Phosphatase (APAAP)-Technik. Das Antikdrperserum wurde zunachst in PBS auf ein
Verhaltnis von 1:10 verdunnt. Die Applikation der Antikoérper erfolgte Uber einen
Zeitraum von 45 min. Der murine monoklonale Antikorper A45-B/3 (Firma Micromet,
Minchen), Isotyp: IgG 1 erkennt ein gemeinsames Epitop der Keratinkomponenten
CK8, CK18 und CK19°%°°°8:59:84,
Es schloss sich ein dreifacher Waschvorgang mit PBS an und daraufhin die
Inkubation Uber 30 min mit dem Rabbit-Mouse Briickenantikdrper 202593 (Firma
DAKO, Danemark), Isotyp: IgG1, IgG2a, 1gG2b, 1gG3. Daraufhin folgte erneutes
dreimaliges Waschen mit PBS und Inkubation mit dem APAAP-System (Firma
DAKO, Danemark), Isotyp: IgG1 (Kappa). Die Substratlésung fur die Entwicklung des
Immuno-Enzym-Konjugates mit alkalischer Phosphatase besteht aus drei separat
angesetzten Losungen. Losung | enthalt 90mg Levamisole [L-2,3,5,6-Tetrahydo-6-
phneylimidazo 2,1-b thiazole] und 62,5ml 0,2-molare Trisldsung (Firma Sigma,
Deisenhofen) in 250ml destilliertem H,O. Nach Zugabe von Lésung Il (50mg Na NO»
[Firma Merck, Darmstadt] in 1250 pl Aqua dest. und 500 ul 5% Neufuchsin [Firma
Serva, Heidelberg] in 2-molarer HCL-Saure [Firma Merck, Darmstadt]) wurde Lésung
Il (125mg Naphtol-AS-Bl-Phosphat [Firma Sigma, Deisenhofen], geldst in 1500 pl
N,N-Dimethylformamid [Firma Sigma, Deisenhofen]), zugesetzt. Die Praparate
verblieben 20 min in der gefilterten Substratlésung. Die gewaschenen Praparate
wurden feucht mit dem wasserigen Eindeckmittel Aquatex (Firma Merck, Darmstadt)
mit Deckglaschen bedeckt.
Durch manuelles Screening mittels Durchlichtmikroskopie konnten nun die
angefarbten, cytokeratin positiven Zellen detektiert werden.
Alle der folgenden Kriterien fir die Klassifikation einer isolierten Tumorzelle (vgl.
Abbildung 6) bei Positivfarbung mussten erflllt sein:

§ Nachgewiesene Zellintegritat bei der Vitalittsprifung der Zellen

(durchgehende Zellmembran, Zellkern abgrenzbar)
§ Zellen gleichmalig angefarbt (darf intrazellulare Granula haben)
§8 Im Phasenkontrast Bestatigung der Farbung und gut erkennbarer Zellkern

§8 Positivfarbung in gleicher Ebene mit den umgebenden Zellen
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8 Weitere pathomorphologische Kriterien wie etwa das

Zellkern/Zellplasmaverhaltnis wurden nicht angewandt

Abbildung 6. Positivfarbung einer isolierten Tumorzelle im Knochenmarkaspirat (mit
Detailansicht)

Positivfarbung einer isolierten Tumorzelle mit dem Antikdrper A45B/B3 und der
alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase (APAAP)-Technik; zu beachten
ist vor allem die fehlende Anfarbung der im Hintergrund erkennbaren
Knochenmarkszellen.

Diese definierenden Kriterien galten sowohl fur singuldre isolierte Tumorzellen, als
auch fur sogenannte Zellcluster (vgl. Abbildung 7), also Konglomeraten von
mindestens zwei cytokeratin-positiven Zellen. Alle Praparate wurden grundsétzlich
von zwei unabhangigen Mitarbeitern des Labors fur Tumorimmunologie ohne
Kenntnis der Tumorentitdt und des Tumorstadiums analysiert. Fur die endgultigen

Klassifikation zu einer Tumorzelle mussten beide Gutachter Gibereinstimmen.
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Abbildung 7. Positivfarbung eines Cellclusters von Mammakarzinomzellen (mit Detailansicht)

3.2.1 Farbeprotokoll CD31

Es wurden an der I. Frauenklinik der LMU Minchen insgesamt 195 Paraffinschnitte
eines primaren Mammakarzinoms untersucht, bei denen ebenfalls das Resultat einer
Knochenmarkspunktion vorlag. Die Paraffinschnitte waren 2-3 um dick und auf Super
Frost/Plus  Objekttragern  (Firma: R. Langenbrick) gezogen. Vor der
Entparaffinisierung trockneten die Objekttrager tGber Nacht bei 37°C in einem
Brutschrank. Beim Entparaffinisieren wurden die Schnitte fiur 10 min in Xylol
getaucht, dann wurden sie durch eine absteigende Alkoholreihe (100%-96%-
70%igen Alkohol) gezogen, bis reines Aqua dest erreicht war. Zum Andauen der
Praparate wurden die Objekttrager in einem Schnellkochtopf in 1L Citratldsung fur 5
Minuten gekocht. Die Praparate wurden der Citratlésung zugegeben, sobald diese
100°C erreicht hatte. Der Deckel des Kochtopfes wurde dann verschlossen, und die
Praparate wurden bei 100° C fur 3 Minuten angedaut. Dann wurde die Hitze stark
reduziert, da sich die Paraffinschnitte bei zu hoher Temperatur von den Objekttragern
I6sten. Die Praparate wurden dann nach insgesamt 5 min aus dem Schnellkochtopf
entnommen und in Aqua dest. Uberfuhrt. Danach folgte ein zweimaliger Waschgang
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in PBS (150 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,4, 1,96 mM KH,PO4, ph 7,4). Vor der
Anwendung der Vectastatin® Elite ABC — Kit Mouse IgG PK-6102 (Firma Vector
Laboratories) mussten die Praparate nochmals far 20 min mit 3% H,O, geblockt
werden. Das Vectastatin® ABC System ist einer der weit verbreitesten und
akzeptiertesten sowie  sensitivsten, 0konomischsten und verlasslichsten
Immunoperoxidase Systeme, die derzeit erhaltlich sind. Das 68.000 kDa schwere
Glykoprotein  Avidin  (10®M™?) hat eine enorm hohe Affinitat zu dem
niedermolekularen Vitamin Biotin. Diese Bindungsaffinitat ist um den Faktor 1x10°
starker als eine herkdmmliche Atigen-Antikorper-Bindung. Die Biotin-Avidin Bindung
ist irreversibel. Erganzend zu dieser hohen Affinitdt kann das Biotin-Avidin System
sehr effektiv genutzt werden, da Avidin 4 Bindungsstellen fir Biotin aufweist und die
meisten Proteine (inklusive Antikorper und Enzyme) mit diversen Biotin Molekulen
konjugiert werden kénnen. Um einen Priméarantikdrper sichtbar zu machen, ist die
Zugabe eines biotinabhéngigen affinitatsfreien Zweitantikdrpers notwendig. Der
biotinabhéngige Zweitantikérper kann dann gekennzeichnet werden durch einen
makromolekularen Komplex zwischen einem Avidin und einem biotinabh&ngigen
Enzym, welches noch Biotinbindungsstellen offen hat, wie z.B das Vectastatin ABC
System.

Das Vectastatin® ABC System beinhaltet 3 Systeme:

Das Normalserum (Blockserum): 3 Tropfen Normalserum entsprechen 150 pl
auf 10 ml PBS
Biotinabh&ngiger Antikorper: 3 Tropfen Normalserum auf 10 ml PBS und 1

Tropfen biotinabhangiger Antikorper

Vectastatin Elite ABC Reagenz: 2 Tropfen Reagenz A auf 5ml PBS und 2
Tropfen Reagenz B

Vor Anwendung der Vectastatin Elite ABC Reagenz musste dieses, bestehend aus
Reagenz A und Reagenz B, mit 5 ml PBS eine halbe Stunde inkubiert werden. Die
Praparate wurden nun mit Normalserum 20 min geblockt. Die restliche Flissigkeit
wurde von den Paraffinschnitten abgeklopft. Es wurde der Antikbrper CD31 Clone
JC/70A Code No. M 0823 (Dako U.K.) verwendet. Dieser Antikdrper muf3 bei 2-8°C
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gelagert werden. Die Inkubationszeit der Paraffinschnitte betrug 45 min in einer
Konzentration des priméaren Antikdrpers von 1:30. Nach 45 min Inkubationszeit
wurden die Praparate 3 mal in PBS gewaschen. Nun wurde mit dem
biotinabh&ngigen Antikorper fir 30 min inkubiert. Danach erfolgte ein 3 maliges
Waschen mit PBS und eine weitere Inkubation tber 30 min mit dem Vectastatin®
Elite ABC Reagenz, bestehend aus Reagenz A und Reagenz B. Um die Peroxidase
sichtbar zu machen, wurden die Paraffinschnitte mit DAB (3,3-Diaminobenzidin—
Tetrahydrochlorid) - Substratkit (Coulter-lmmunotech) behandelt. Der DAB
Substratkit wurde fir den Nachweis von zellularen Antigenen genutzt, wenn
Meerrettich-Peroxidase konjugiert an (Strept-) Avidin oder Antikérper als
Nachweisenzym verwendet wurde. In Verbindung mit H,O, wurde das Substrat DAB
(3,3- Diaminobenzidin—Tetrahydrochlorid) durch Peroxidase zu einem Nitrofarbstoff
oxidiert, der unldslich war und am Ort der Enzymaktivitdt ein Prazipitat bildete.
Abbildung 8 zeigt die Neoangiogenese in Form einer braunen Farbung. Dieses
Prazipitat war im Lichtmikroskop als braune Farbung sichtbar und markierte
spezifisch die Lokalisation des Antigens. Die Reaktion bendtigte einen bestimmten
pH-Wert, der durch den Trispuffer (= Pufferkonzentrat im DAB-Substratkit)
gewahrleistet wurde. Die Herstellung der Substratldsung erfolgte, indem man 5ml
destilliertes H,O in eine leere Flasche pipettierte. Hinzu gegeben wurden 5 Tropfen
des Trispufferkonzentrats, 5 Tropfen des Chromogens DAB und 2 Tropfen der 3 %
H,O,—L6sung. Danach musste die Mischung gut geschittelt werden. Die
Substratldsung musste kurz vor Gebrauch hergestellt werden, da sie nur eine Stunde
stabil bleibt. Nach der Inkubation mit Streptavidin—Peroxidase wurden die
Objekttrager 3 mal mit Waschpuffer gespltilt. Dabei war darauf zu achten, dass der
Waschpuffer ausgewechselt wurde. Dann wurden die Gewebeschnitte 45 Minuten
bei Raumtemperatur mit einem Tropfen der fertigen, frisch angesetzten
Substratldsung inkubiert, bis eine optimale Farbung erreicht war. Die Substratldsung
wurde von den Praparaten dann mit Aqua dest. abgespiilt. Die Schnitte verweilten
dann nochmals fur 2 min in Aqua dest. Fur die Kerngegenfarbung tauchte man dann
die Schnitte fur 3 min in eine Hamatoxylin Losung. Anschliel3end wurden die Schnitte
Uber 10 min in Leitungswasser inkubiert. Die Alkoholreihe wurde nun nochmals von
oben (hochprozentig) nach unten bis zum Xylol durchwandert. Das Eindeckeln

erfolgte dann anschliel3end mit Eukit.
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Herstellung des Citratpuffer: (10 mM):

Der Citratpuffer wird aus einer Stammlésung A bestehend aus 21,01 g Citronensaure
(CeHgO7H20) in 1000 ml a.d. zu 18 ml und einer Stammlésung B bestehend aus
29.41g Natriumacetat (C¢HsNazO7) in 1000ml a.d. zu 82 ml hergestellt.

Abbildung 8. CD31 positive Expression

3.2.2 Charakterisierung der verwendeten Antikdrper

CD31 (PECAM / endo CAM-1) gehort zu der Familie der Immunoglobuline mit
Adhasionsmoglichkeiten. Es ist ein einzelkettiges Typ 1 transmembrandses
Glykoprotein mit einer Molekularmasse von 130 kDa. CD31 wird vor allem stark von
Endothelzellen exprimiert. Auch einige Leukozyten exprimieren CD31. CD31 ist ein
Adhasionsmolektl mit homophilen und heterophilen Bindungsstellen. Die homogene
Bindungsstelle dient der transendothelialen Diapedese und Passage durch
extrazellulare Membranen von Leukozyten. Die heterogenen Anteile enthalten
Intigrine avb3 und Glykosaminglykane. Das Anfarben von Gefal3en mit dem CD31
Antikdrper hat gezeigt, dass dieser zur Beurteilung von Neoangiogenese in
verschiedenen Tumorentitaten wie Brustkrebs, Colonkarzinom und

6087 Die Dissemination von Tumorzellen

Bronchialkarzinom genutzt werden kann
innerhalb von GefalRen umfasst im Wesentlichen das Rollen, die Triggerung, die
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Adhéasion an die Endothelzellen und die Wechselwirkung der Tumorzellen mit
Komponenten der subendothlialen Matrix. Das Uberleben der Tumorzellen wird vor
allem durch eine Tumorthrombenbildung gewéhrleistet, woflr Interaktionen zwischen

den Thrombozyten und den Tumorzellen notwendig sind®°.

3.2.3 Positiv und Negativ Kontrolle / Spezifitatskontrolle

In allen Farbungen wurde eine standardisierte Spezifitatskontrolle mit
entsprechenden Antikdrpern durchgefthrt. Als Kontrollantikdrper wurden murine
Immunoglobin - Isotypen aus Myelomen eingesetzt, die keine menschlichen Epitope
erkennen — Klon MOPC 21 (Fa. Sigma, Deisenhofen), Isotypen IgG1; 1gG2b, 1gG3.
Ein Lymphknotenpraparat wurde als Negativkontrolle verwendet. Die verwendete
Konzentration des MOPC-Antikérpers betrug 1:500. Ein Primartumorpraparat mit
gesicherter Neoangiogenese, welches mit dem entsprechenden Primarantikdrper
CD31 behandelt wurde, diente als Positivkontrolle. Als Kontrollpraparate dienten
Zelllinien mit definierter Antigenitdt. Dies erlaubte die sichere Interpretation
spezifischer Bindungen verschiedener monoklonaler Antikérper auf bekannten,
antigen-positiven Zelllinien und eventuell unspezifischer Bindungen auf bekannten,
antigen-negativen Zelllinien. Auf diese Weise konnte ein positives sowie ein

negatives Farberesultat verifiziert werden.

3.2.4 Auswertung der CD31 Expression

Mit Hilfe der manuellen Durchlichtmikroskopie (Axiophot Durchlicht-Auflicht
Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss) wurden die einzelnen gefarbten
Primartumorpréparate in einer Vergréf3erung von 1:40 befundet. Nach einer Auswabhl
von drei hotspots (Tumorgebiet mit hochster GefaRdichte) pro Praparat wurden diese
mit der eingebauten analogen Kamera der Firma Zeiss abgelichtet®. Die
Ablichtungen der Praparate wurden im hauseigenem Fotolabor im 13x18cm
vergroRertem Format entwickelt. Mit Hilfe der in Abbildung 9 abgebildeten 25 Punkt
Chalkley Count-Schablone konnte nun die Auswertung erfolgen. Dazu wurde die
Schablone Uber die zuvor entwickelten Bilder gelegt. Die auf der Schablone
abgebildeten Punkte wurden nun mit dem Bereich der maximalen Expression der
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Neoangiogenese (hotspot) in Deckung gebracht. Aus den ausgezéhlten Punktzahlen
wurde fir jede Patientin der Mittelwert berechnet, um sie dann in positive und
negative Expression unterteilen zu kdnnen. Eine negative Expression entsprach
einem Wert kleiner 5, bei einem Wert grof3er 5 wurde von einer positiven Expression

ausgegangen™?.

Abbildung 9. Chalkley - Count Schablone
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3.3 Beschreibung des Patientinnenkollektives

3.3.1 Gesamtkollektiv zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des Mammakarzinoms

Im Zeitraum von August 1998 bis Dezember 2000 wurde an der I. Frauenklinik bei
195 konsekutiven Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom vor Beginn der
Primartherapie eine Knochenmarkaspiration durchgefuhrt. Ausgeschlossen wurden
Patientinnen, bei denen eine priméare Fernmetastasierung oder ein Zweitmalignom
vorlag. Die Knochenmarkaspirationen nahm man in der Regel vor Beginn der
Primaroperation nach Einleitung der Intubationsnarkose vor. Alle Patientinnen
mussten am Tag vor dem geplanten Eingriff ihr schriftliches Einverstandnis geben
(siehe Anhang 10).

Das Durchschnittsalter der untersuchten Patientinnen betrug 57,8 Jahre (Minimum
31, Maximum 88, Standardabweichung 11,1).

In Tabelle 1 sind die detaillierten onkologischen Charakteristika der Patientinnen zum

Zeitpunkt der Priméartherapie dargestellt.

Tabelle 1. Gesamtkollektiv der Patientinnen mit Knochenmarkpunktion:

Charakteristika zum Zeitpunkt der Primartherapie

Anzahl der Patientinnen (n=195) Prozent
Tumorgréfie
pT1 1 0,5
pTla 3 1,5
pT1b 27 13,8
pTlc 92 47,2
pT2 64 32,8
pT3 2 1,0
pT4 1 0,5
pT4b 3 15
pT4ad 2 1,0
Axilléare
Lymphknotenmetastasen’
pNO 107 54,8
pNO(i-) 79 40,5
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pNO(i+) 28 14,3
PN1mi 4 2,1
pNla-c 39 20
pN2 20 10,2
pN3 25 12,8
Anzahl der
Lymphknotenmetastasen
1-3 43 20,1
4-9 20 10,3
310 25 12,8
Grading
Gl 6 3,1
G2 80 41.0
G3 57 29,2
GX 52 26,7
Menopausenstatus
Pramenopausal 58 29,7
Postmenopausal 137 70,3
Ostrogenrezeptorstatus
Positiv 127 65,2
Negativ 68 34.9

Die Primaroperation bestand bei
sekundaren modifiziert radikalen Mastektomie (40%), 117 Patientinnen konnten
brusterhaltend operiert werden (60 %). Die durchschnittliche Tumorgré3e betrug 1,5
cm (Standardabweichung 1,9). Durch axillare Dissektion wurden im Durchschnitt 18

axillare Lymphknoten (Standardabweichung 6,1) entfernt. Im Mittel waren 3 axillare

78 Patientinnen aus einer primaren oder

Lymphknoten metastatisch befallen (Standardabweichung 6,6).

Histopathologische Zusatzkriterien des Primartumors, wie der histologische Subtyp,
die Prasenz einer den Tumor umgebenden Ham- und Lymphangiosis carcinomatosa,

sowie die Haufigkeit einer multifokalen und - zentrischen Tumorausbreitung sind in

Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2. Histologische Zusatzkriterien des Primartumors zum Zeitpunkt der

Priméartherapie

Anzahl der Patientinnen (n=195) Prozent

Histologischer Subtyp

Duktal 115 59,0

Lobular 38 18,6

Gemischt duktal-lobular | 18 9,2

Medullar 2 1,0

Inflammatorisch 2 1,0

Sonstige 20 11,2
Lymphangiosis carcinomatosa

Keine 151 22,6

Vorhanden 44 77,4
Hamangiosis carcinomatosa

Keine 190 97,4

Vorhanden 5 2,6
Multifokalitat

Ja 99 50,8

Nein 96 49,2
Multizentrizitat

Ja 23 11,8

Nein 172 88,2
Primaroperation

Mastektomie 78 40

Brusterhaltend 117 60
Adjuvante Therapie?

Chemotherapie 43 22

Endokrine Therapie 39 20,5

Keine 113 57,4
Adjuvante Radiotherapie* 122 62,5

22 Patientinnen haben eine andere Therapie erhalten

* Bei 4 Patientinnen gibt es keine Angaben

88 Patientinnen mit axillaren Lymphknotenmetastasen erhielten nach Erstdiagnose
des Karzinoms eine systemische adjuvante Therapie. Diese bestand bei 39
Patientinnen aus einer Antiéstrogentherapie mit Tamoxifen und bei 43 Patientinnen
aus einer Chemotherapie. Sechs Patientinnen erhielten trotz positiven
Lymphknotenbefalls weder eine systemische adjuvante noch eine endokrine
Therapie. Die primare Therapieentscheidung wurde in Unkenntnis des

Knochenmarkstatus getroffen.
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3.3.2 Therapierichtlinien

Die Priméroperation, bestehend aus brusterhaltender Segmentektomie (BET) oder
aus primarer oder sekundarer modifiziert radikaler Mastektomie, fuhrte bei allen
Patientinnen zu einer Ro-Resektion. Es wurde routinemalfig eine axillare Dissektion
mit systematischer Entfernung der Lymphknoten der Stationen I-1I durchgefiihrt. Bei
makroskopischem Verdacht auf axillare Lymphknotenmetastasierung und/oder einer
TumorgréfRe 3 T, wurden die axillaren Lymphknoten der Station ebenfalls entfernt.
Alle entfernten Lymphknoten wurden durch lamellierte Paraffinschnitttechnik
sorgféltig histologisch untersucht und entsprechend des lokalen Befalls klassifiziert.
Alle Patientinnen mit brusterhaltender Operation unterzogen sich einer adjuvanten
Telekobaltbestrahlung der Brust. Diese wurde mittels tangentialer Gegenfelder mit
Einzelfraktionen von 1,8 bis 2,0 Gray bis zu einer Gesamtdosis von 50 Gray oder
50,4 Gray durchgefiihrt. Bei Patientinnen nach Mastektomie erfolgte bei Nachweis
einer Lymphangiosis carcinomatosa am Absetzungsrand eine Bestrahlung der
Thoraxwand. Eine retrosternale Bestrahlung der Lymphknoten entlang der Arteria
mammaria interna wurde bei medialem Tumorsitz angewandt. Die Infra-
/Supraclavicularregion wurde bei metastatischem Befall von mehr als drei axillaren
Lymphknoten bestrahlt. Die Bestrahlungsplanung erfolgte rechnergestttzt, individuell
mit Hilfe der Computertomographie in mehreren Schnittebenen. Die Bestrahlung
begann in der Regel 4-6 Wochen nach Abschluss der operativen Priméartherapie in
Abhéangigkeit von der Wundheilung. Die Indikation zur adjuvanten Chemotherapie
wurde bei den Patientinnen mit Mammakarzinom in der Regel aufgrund des positiven
Lymphknotenbefalls gestellt. Postmenopausale Patientinnen mit positivem
Ostrogenrezeptor  erhielten  eine  orale  Antidstrogentherapie,  wahrend
pramenopausale Patientinnen mit einem GnRH-Analogon in Depotform behandelt
wurden. Patientinnen mit bis zu drei metastatisch befallenen axillaren Lymphknoten
wurden mit dem CMF-Schema (Cyclophosphamid, Methrotrexat und 5 - Fluouracil)
behandelt. Patientinnen mit mehr als drei befallenen Lymphknoten erhielten
entweder EC/CMF-Schema (Epirubicin und Cyclophosphamid, gefolgt von CMF)
oder das DE-Schema (Docetaxel und Epirubicin). Die Dosierung und

Therapieintervalle sind der Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3. Chemotherapieschemata Mammakarzinom

Schema Substanz Dosierung Wiederholung
Cyclophosphamid 600 mg/mZ* 6xq3w

CMF Methotrexat 40 mg/m2 6Xq3W
5-Fluorouracil 600 mg/m 2 6xg3w
Epirubicin 90 mg/m2* 4xq3w
Cyclophosphamid 600 mg/m? 4xq3w, anschl.

EC/CMF Cyclophosphamid 600 mg/m? 3xq3w
Methotrexat 40 mg/m?2 3xq3w
5-Fluorouracil 600 mg/m? 3xq3w

DE Docetaxel 75 mg/m2* 4xq3w
Epirubicin 90 mg/m2 4xq3w

* Bezogen auf die Kdrperoberflache

Bei allen Patientinnen mit einem Rezidiv der Thoraxwand nach Mastektomie wurde
das Lokalrezidiv durch eine grol3zligige Exzision in sano entfernt. Bei Patientinnen
nach BET wurde -wenn mdglich- erneut ein brusterhaltendes Vorgehen

eingeschlagen oder eine sekundare Mastektomie durchgefihrt.

3.4 Nachbeobachtung und Statistische Methodik

Die Patientinnen wurden Uberwiegend in der onkologischen Ambulanz der |I.
Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen nachbeobachtet. Im Falle
einer externen onkologischen Nachsorge wurden in regelmafRigen Abstanden die
niedergelassenen Kollegen kontaktiert, um den Gesundheitszustand der
Patientinnen zu erheben. Wéahrend der ersten zwei Jahre nach Primérdiagnose oder
Rezidivdiagnose erfolgten die Nachsorgetermine in einem 3-monatigen Intervall,
wahrend der nachsten zwei Jahre im 6-monatigen Intervall und anschlieend jahrlich.
Jede Nachsorgeuntersuchung bestand aus Nachsorgeanamnese, korperlicher
Untersuchung und apparativer Diagnostik.
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Gemal3 den ,Empfehlungen zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge -
Mammakarzinome’ des Tumorzentrums Miinchen® wurden im Rahmen der
Nachsorgeanamnese folgende Fragen an die Patientinnen gerichtet:

Haben Sie Verdnderungen oder Knoten im Bereich des Operationsgebietes,

der Restbrust, der Achseln oder der Brust der Gegenseite getastet?

Haben Sie Beschwerden des Skelettsystems?

Hat sich der Bauchumfang verandert?

Haben Sie neuerdings Probleme mit der Atmung?

Hat sich lIhr Gewicht verandert?

Leiden Sie unter zunehmender Mudigkeit oder Leistungsschwache?
Die korperliche Untersuchung umfasste die Gewichtskontrolle, eine komplette
Brustuntersuchung, eine jahrliche gynakologische Untersuchung, Perkussion und
Auskultation der Lunge, die Prufung der Klopfschmerzhaftigkeit des Rumpfskeletts,
die neurologische Orientierungsuntersuchung und die Beurteilung des
Leistungsvermaogens.
Zur routinemafigen apparativen Diagnostik zahlte die regelméaRige Mammographie
der Restbrust und/oder der kontralateralen Brust. Weiterflihrende bildgebende
Verfahren wie Skelettszintigraphie, Lebersonographie oder Réntgenthorax wurden
nur bei klinischem oder laborchemischem Verdacht auf ein Rezidiv durchgefinhrt.
Als Lokalrezidiv wurde jede Wiederkehr des Malignoms im Operationsgebiet der
Mastektomie zwischen Mitte des Sternums und vorderer Axillarlinie, sowie unterhalb
der Fossa infraclavicularis und der 7. Rippe definiert. Weiterhin wurden
Wiedererkrankungen an der Pektoralismuskulatur sowie an den Faszien von M.
serratus lateralis und M. obliquus externus den Lokalrezidiven zugerechnet. Als
regionales Rezidiv wurde das Wiederauftreten des Malignoms in der Haut und/oder
in den Lymphknoten der Achselhéhle oder der metastatische Befall allein der Noduli
in Infraclavivulargrube verstanden. Alle Tumorabsiedelungen auf3erhalb dieser
definierten Grenzen wurden als generalisiertes Rezidiv oder Fernmetastase
bezeichnet®.
Die Nachbeobachtungszeit der Patientinnen endete mit jenem Zeitpunkt, an dem die
Patientin nicht mehr in der onkologischen Sprechstunde erschien oder verstarb. Als
Ereignis bei den Gesamtiuberlebenskurven wurden lediglich jene Todesfalle gewertet,
die kausal mit der Erkrankung des Mammakarzinoms in Verbindung standen. Alle

gemeldeten Todesfélle wurden durch Vergleich mit dem Tumorregister verifiziert®.
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Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware ‘Statistical Package for
the Social Sciences 11.0° (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Tumorstadien wurden
gemal der Revision der TNM-Einteilung des AJCC ( American Joint Committee on
Cancer) eingeteilt’!. Die Berechnung der Uberlebenskurven geschah nach der
Kaplan-Meier-Methode, deren Vergleich nach dem Log-Rank-Test. Die multivariate

1*815 Die Signifikanzprifung

Analyse erfolgte nach dem Cox-Regressions Model
zwischen kategorialen Variablen wurde mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson
durchgefiuihrt, der Vergleich von Mittelwerten kontinuierlicher Gréf3en mit dem
zweiseitigen T-Test. Korrelationskoeffizienten wurden 2-seitig nach Pearson
berechnet. Ein signifikanter Unterschied wurde beim einem p-Wert <0,05

angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Inzidenz disseminierter Tumorzellen im Knochenmark zum Zeitpunkt der

Primérdiagnose des Mammakarzinoms

Bei 52 von 195 Patientinnen (27%) lieRen sich zum Zeitpunkt der Primardiagnose
des Mammakarzinoms disseminierte Tumorzellen im Knochenmark feststellen. In
Relation zu den bekannten etablierten Prognoseparametern TumorgroRe, axillarer
Lymphknotenstatus, histopathologisches  Grading, = Menopausenstatus  und
Hormonrezeptorstatus fand sich keine statistisch signifikante Korrelationen. (Tabelle
3). Wahrend 44% der Patientinnen (n=23) mit Nachweis isolierter Tumorzellen im
Knochenmark eine TumorgroéRe >2 cm aufwiesen, war dies nur bei 34% der
Patientinnen (n=49) mit negativem Knochenmarkstatus der Fall (p=0,202). Der
axillare Lymphknotenstatus korrelierte weder als dichotomisierte Variable (negativ vs.
positiv, P = 0,931) noch als kategorialisierte Variable mit der nach der St. Gallener
Konsensuskonferenz definierten Risikostratifizierung®® (negativ vs. 1-3 LK vs. 4-9 LK
vs. 3 10 LK, P=0,934). Es fand sich allerdings ein statistisch signifikanter Unterschied
bezlglich der metastatisch befallenen Lymphknoten im Vergleich zwischen den
beiden Gruppen. Die durchschnittliche Anzahl der befallenen Lymphknoten betrug
4,2 in der Patientinnengruppe mit positivem Knochenmarkresultat und 3,0 in der
Patientinnengruppe mit negativem Knochenmarkresultat (p=0,024, T-Test). Bei 62%
der Patientinnen mit nachweisbaren disseminierten Tumorzellen im Knochenmark
fand sich ein positiver Ostrogenrezeptorstatus im Primartumor (n=32). In dieser
Gruppe hatten 38% einen negativen Ostrogenrezeptorstatus des Primartumors
(n=20).
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Tabelle 4. Patientinnencharakteristika in Abhangigkeit des Knochenmarksbefundes

Knochenmark CK-neg |Knochenmark CK-pos |P-Wert
(%) (%)
Anzahl der Patientinnen 143 (73) 52 (27)
Alter 57,4 58,8 0,443
Tumorgréfile 0,202
<2cm (pTla-c) 94 (66) 29 (56)
>2cm (pT2 — pT4) 49 (34) 23 (44)
Axillare Lymphknotenmet. 0,931
Keine (pNO) 79 (55) 28 (54)
Vorhanden 64 (45) 24 (46)
(pPN1- pN3)
Anzahl der 0,934
LymphknotenmetastasenJr
1-3 32 (22,4) 11 (21,2)
4-9 15 (10,5) 5 (9,6)
310 17(11,9) 8 (15,4)
Durchschnittliche Anzahl der 0,024
Lymphknotenmetastasen
3,0 (2,0 4,2 (8,0)
Grading 0,85
GX 44 (31) 8 (15)
Gl1-G2 61 (42) 25 (48)
G3 38 (27) 19 (37)
Ostrogenrezeptorstatus 0,526
Positiv 95 (66) 32 (62)
Negativ 48 (34) 20 (38)
Lymphangiosis carcinomatosa 0,776
Positiv 33 (23) 11 (21)
Negativ 110 (76,9) 41 (78,8)
Hamangiosis carcinomatosa 0,733
Positiv 4(2,8) 1(1,9)
Negativ 139 (97,2) 51 (98,1)
Menopausenstatus 0,587
Pramenopausal 41 (29) 17 (32)
Postmenopausal 102 (71) 35 (67)

* Grading in 111 Fallen nicht bestimmt

" Nodalstatus bei 19 Patientinnen wegen neoadjuvanter Chemotherapie nicht bestimmbar
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4.2 Inzidenz der CD31-Expression zum Zeitpunkt der Primé&rdiagnose des

Mammakarzinoms

Bei 50 von 195 Patientinnen (25,6%) liel3 sich zum Zeitpunkt der Primé&rdiagnose des
Mammakarzinoms eine positive CD31-Expression feststellen. In Relation zu den
bekannten etablierten Prognoseparametern Tumorgrof3e, axillarer
Lymphknotenstatus, histopathologisches Grading und Hormonrezeptorstatus fanden
sich keine statistisch signifikanten Korrelationen. Es zeigte sich jedoch, dass eine
CD31-Expression signifikant h&aufiger bei postmenopausalen Frauen auftrat.
Wahrend 52% der Patientinnen (n=26) mit einer positiven CD31-Expression eine
TumorgréRe >2cm aufwiesen, war dies nur bei 32% der Patientinnen (n=46) mit
negativer CD31-Expression am Primartumor der Fall (p=0,10). Der axillare
Lymphknotenstatus korrelierte auch hier weder als dichotomisierte Variable (negativ
vs. Positiv P = 0,088) noch als kategorialisierte Variable mit der nach der St. Gallener
Konsensuskonferenz definierten Risikostratifizierung™ (negativ vs. 1-3 LK vs. 4-9 LK
vs. 210 LK, p=0,114). Es fand sich hier kein statistisch signifikanter Unterschied
bezuglich der metastatisch befallenen Lymphknoten im Vergleich zwischen den
beiden Gruppen. Die durchschnittliche Anzahl der befallenen Lymphknoten betrug
3,0 in der Patientinnengruppe mit positiver CD31-Expression und 3,4 in der
Patientinnengruppe mit negativer Expression (p=0,93, T-Test). Bei 68% der
Patientinnen mit nachweisbarer Neoangiogenese fand sich ein positiver
Ostrogenrezeptorstatus im Primartumor (n=34). Aus dieser Gruppe hatten 32% einen

negativen Ostrogenrezeptorstatus des Primartumors (n=16), siehe (Tabelle 5).
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Tabelle 5 Patientinnencharakteristika in Abhangigkeit der CD31-Expression

CD31 neg | CD31 pos | P-Wert
(%) (%)

Anzahl der Patientinnen 145 (74,4) 50 (25,6)
Alter 58,1 56,8 0,73
Tumorgréfile 0,10
<2cm (pTla-c) 99 (68) 24 (48)
>2cm (pT2 — pT4) 46 (32) 26 (52)
Axillare Lymphknotenmet. 0,088
Keine (pNO) 85 (58) 22 (44)
Vorhanden 60 (41) 28 (56)
(pPN1- pN3)
Anzahl der 0,114
LymphknotenmetastasenJr

1-3 28 (19,3) 15 (30)

4-9 12 (8,3) 8 (16)

310 20 (13,8) 5 (10)
Durchschnittliche Anzahl der 3,4 3,0 0,93
Lymphknotenmetastasen
Grading 0,249
GX 39 (27) 13 (26)
Gl1-G2 68 (47) 18 (36)
G3 38 (26) 19 (38)
Ostrogenrezeptorstatus 0,621
Positiv 93 (64) 34 (68)
Negativ 52 (36) 16 (32)
Lymphangiosi cacinomatosa 0,500
Positiv 31(214) 13(26,0)
Negativ 114 (78,6) 37 (74,0)
Hamangiosi carcinomatosa 0,770
Positiv 4(28,0) 1(2,0)
Neg ativ 141 (97,2) 49 (98,0)
Menopausenstatus 0,028
Pramenopausal 108 (75) 29 (58)
Postmenopausal 37 (25) 21 (42)
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4.3 Korrelation einer CD31-Expression mit dem Nachweis von disseminierten

Tumorzellen im Knochenmark

Es fand sich keine Korrelation (p=0,805) zwischen positiven Knochenmarkstatus und

Uberexpression von CD31 am Primartumor.

Tabelle 6 Korrelation der CD31-Expression mit dem Knochenmarkstatus

CD31 neg | CD31 pos | P-Wert
(%) (%)
Knochenmark CK-neg | 107 (74,8) 36 (25,2)
(%)
Knochenmark CK-pos | 38 (73,1) 14 (26,9) 0,805
(%)
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Gesamtlberleben

4.4 Gesamtuberleben der Patientinnen in Abhangigkeit des Expressionstatus
von CD31
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Abbildung 10. Kaplan Meier Kurve fur das Gesamtiberleben der Patientinnen in Abhéngigkeit

des Expressionsstatus von CD31

In Abbildung 10 sind die Kaplan Meier Kurven fur das Gesamtuberleben bei
positivem versus negativem CD31 Status am Primartumor dargestellt. Es konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei positivem
CD31 Status (n=50; mediane Gesamtiiberlebenszeit 90 Monate {82-98, 95%ClI}) und
negativem CD31 Status (n=145; mediane Gesamtuberlebenszeit 88 Monate {84-92;
95% CI}), P=0,74, Log-rank Test festgestellt werden. In der Gruppe der Patientinnen
mit Nachweis von CD31 am Primartumor betrug das Gesamtiberleben nach 2
Jahren 91%. In der CD31 negativem Gruppe betrug das Gesamtuberleben nach 2
Jahren 95%.

Nach 5 Jahren betrug das Gesamtuberleben der CD31 positiven Gruppe 83% und
der CD31 negativen Gruppe 86%.
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Gesamtiberleben

In der Gruppe der CD31 positiven Patientinnen (n=50) verstarben 9 der Patientinnen.
In der Gruppe der CD31 negativen Patientinnen verstarben 22 Patientinnen. (Tabelle

7).

Tabelle 7. Korrelation des Gesamtuberlebens mit der CD31-Expression

CD31 neg | CD31 pos | P-Wert
(%) (%)
lebend 123 (84,8) 41 (82)
(%)
verstorben 22 (15,2) 9 (18) 0,637
(%)

4.5 Gesamtiberleben der Patientinnen in Abhangigkeit des

Knochenmarkstatus
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Abbildung 11. Kaplan Meier Kurve fur das Gesamtiiberleben der Patientinnen in Abhéngigkeit

vom Knochenmarkstatus
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In Abbildung 11 sind die Kaplan Meier Kurven flr das Gesamtuberleben der
Patientinnen bei positivem Knochenmarkstatus versus negativem
Knochenmarkstatus zum Zeitpunkt der Primérdiagnose dargestellt. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei positiven
Knochenmarkstatus (n=52; mediane Gesamtiberlebenszeit 90 Monate {82-97 CI
95%}) und negativem Knochenmarkstatus (n=143 ; mediane Gesamtiberlebenszeit
89 Monate {85-92 CI 95%}); konnte nicht festgestellt werden, p=(0,498) Log-rank
Test. Nach 2 Jahren lebten in der Gruppe mit positivem Knochenmarkstatus noch
92% der Patientinnen, wahrend in der Gruppe ohne Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark mit 95% etwas mehr tUberlebten.

Nach 5 Jahren lebten in der Gruppe mit positivem Knochenmarkstatus noch 85% der
Patientinnen, wahrend in der Gruppe mit negativem Knochenmarkstatus noch 86%
lebten.

In Bezug auf das Gesamtiberleben konnte in diesem Kollektiv ebenfalls keine
Korrelation zum Knochenmarkstatus hergestellt werden. Von den 52 Patientinnen mit
positiven Knochenmarkstatus sind 10 Patientinnen verstorben und 42 Patientinnen
Uberlebten. Von der Patientengruppe mit negativen Knochenmarkstatus (n=143)

haben 122 Gberlebt und 21 sind verstorben.

Tabelle 8. Korrelation des Gesamtiiberlebens mit dem Knochenmarkstatus

CK neg | CK pos | P-Wert
(%) (%)
Lebend 122 (85,3) 42 (80,8)
(%)
Verstorben 21 (14,7) 10 (19,2) 0,443
(%)
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Gesamtiuberleben

4.6 Gesamtiberleben der Patientinnen in Abh&ngigkeit der Tumorgrof3e
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Abbildung 12. Kaplan Meier Kurve fur das Gesamtiiberleben der Patientinnen in Abhangigkeit
der Tumorgréfie

In Abbildung 12 sind die Kaplan Meier Kurven fur das Gesamtuberleben in
Abhangigkeit von der GrolRe des Gesamttumors dargestellt. Es findet sich ein
statistisch hoch signifikanter Unterschied zwischen den Patientinnen mit pT1
Tumoren (n=123; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 92 Monate {98-96 CI 95%)})
und pT2-4 Tumoren (n=72; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 83 Monate {75-90 CI
95%}); p=0,0003 Log-rank Test. Nach 2 Jahren waren in der Gruppe mit pT1
Tumoren noch 97% der Patientinnen ohne Rezidiv, wahrend in der Gruppe der pT2-4
Tumoren nur noch 90% der Patientinnen ohne Rezidiv waren. Nach 5 Jahren waren
in der Gruppe der pT1 Tumoren noch 92% der Patientinnen ohne Rezidiv, wahrend
in der Gruppe mit pT2-4 Tumoren nur noch 74% der Patientinnen rezidivfrei blieben.
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Gesamtiiberleben

4.7 Gesamtiuberleben der Patientinnen in Abhangigkeit des
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Abbildung 13. Kaplan Meier Kurve fur das Gesamtiberleben der Patientinnen Abhé&ngigkeit

vom Lymphknotenstatus

In Abbildung 13 sind die Kaplan Meier Kurven fur das Gesamtiberleben bei
positivem versus negativem Lymphknotenstatus am Primartumor dargestellt. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei negativen
Lymphknoten pNO (n=106; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 95 Monate {91-99,
95%CI}) und positiven Lymphknotenstatus pN1-X (n=89; mediane rezidivireie
Uberlebenszeit 83 Monate {77-89; 95% CI}), P=0,0091, Log-rank Test, konnte
festgestellt werden. In der Gruppe der Patientinnen mit negativen
Lymphknotenstatus betrug das rezidivfreie Gesamtiiberleben nach 2 Jahren 97%. In
der pN1-X Gruppe betrug das rezidivfreie Gesamtiiberleben nach 2 Jahren 91%.
Nach 5 Jahren betrug das rezidivireie Gesamtiberleben in der pNO Gruppe 89% und
in der pN1-X Gruppe 81%.

-36-



Rezidivfireies Uherleben

4.8 Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit des

Expressionstatus von CD31
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Abbildung 14. Kaplan Meier Kurve fiir das rezidivireie Uberleben der Patientinnen in

Abhangigkeit der CD31 Expression

In Abbildung 14 sind die Kaplan Meier Kurven fir das rezidivfreie Uberleben bei
positivem versus negativem CD31 Status am Priméartumor dargestellt. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei positivem CD31
Status (n=50; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 74 Monate {73-93, 95%Cl}) und
negativem CD31 Status (n=145; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 76 Monate {70-
82; 95% CI}), P=0,78, Log-rank Test, konnte nicht festgestellt werden. In der Gruppe
der Patientinnen mit Nachweis von CD31 am Primartumor betrug das rezidivfreie
Gesamtuberleben nach 2 Jahren 79%. In der CD31 negativen Gruppe betrug das
rezidivfreie Gesamtiberleben nach 2 Jahren 84%.

Nach 5 Jahren betrug das rezidivireie Gesamtiberleben in der CD31 positiven

Gruppe 69 % und in der CD31 negativen Gruppe 70 %.
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Bei Patientinnen mit einer Uberexpression von CD31 am Primartumor zeigte sich
keine signifikant héhere Rezidivrate. Von 135 Patientinnen, die rezidivfrei blieben,
hatten immerhin 34 (68%) eine Uberexpression von CD31. 101 Patientinnen in dieser

Gruppe zeigten keine Uberexpression von CD31 (69%). (Tabelle 9).

Tabelle 9. Korrelation von Rezidivereignissen mit der CD31-Expression

CD31 neg | CD31 pos | P-Wert
(%) (%)
Kein Rezidiv 101 (69,7) 34 (68)
(%)
Rezidiv 44 (30,3) 16 (32) 0,827
(%)
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Rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 15. Kaplan Meier Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen in

Abhéngigkeit vom Knochenmarkstatus

In Abbildung 15 sind die Kaplan Meier Kurven fir das rezidivireie Uberleben bei
positivem Knochenmarkstatus versus negativem Knochenmarkstatus zum Zeitpunkt
der Primardiagnose dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Patientenkollektiven bei positiven Knochenmarkstatus (n=52; mediane
rezidivfreie Uberlebenszeit 89 Monate {82-97 CI 95%}) und negativem
Knochenmarkstatus (n=143; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 88 Monate {85-92
Cl 95%]}); konnte nicht festgestellt werden. P=0,98 Log-rank Test. Nach 2 Jahren
waren in der Gruppe mit positivem Knochenmarkstatus noch 92% der Patientinnen
ohne Rezidiv, wahrend in der Gruppe ohne Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark noch 95% der Patientinnen ohne Rezidiv waren. Nach

5 Jahren waren in der Gruppe mit positivem Knochenmarkstatus noch 84% der
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Patientinnen ohne Rezidiv, wéahrend in der Gruppe mit negativem

Knochenmarkstatus noch 85% der Patientinnen rezidivfrei blieben.
In der Knochenmark positiven Gruppe (n=52) war die Rezidivhaufigkeit 30,8%
(n=16). In der Knochenmark negativen Gruppe (n=143) war sie 30,3% (n=44)

(Tabelle 10).

Tabelle 10. Korrelation von Rezidivereignissen mit dem Knochenmark

CK neg | CK pos | P-Wert
(%) (%)
Kein Rezidiv 99 (69,2) 36 (69,2)
(%)
Rezidiv 44 (30,3) 16 (30,8) 1,0
(%)
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Rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 16. Kaplan Meier Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen in
Abhangigkeit der TumorgrofRe

In Abbildung 16 sind die Kaplan Meier Kurven fir das rezidivfreie Uberleben bei
TumorgréRe pT1l versus TumorgroRe pT2-4 zum Zeitpunkt der Primardiagnose
dargestellt. Bei pT1 Tumoren (n=123; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 90 Monate
{86-95 Cl 95%}) und pT2-4 Tumoren (n=72; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 73
Monate {64-82 Cl 95%}); konnte eine Signifikanz festgestellt werden. P=0,0001 Log-
rank Test. Nach 2 Jahren waren in der Gruppe mit pT1 Tumoren noch 94% der
Patientinnen ohne Rezidiv, wahrend in der Gruppe der pT2-4 Tumoren nur noch 79%
der Patientinnen ohne Rezidiv waren. Nach 5 Jahren waren in der Gruppe der pT1
Tumoren noch 90% der Patientinnen ohne Rezidiv, wahrend in der Gruppe mit pT2-4

Tumoren nur noch 64% der Patientinnen rezidivfrei blieben.
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Rezidivfreies Uberleben

4.11 Rezidivfreies Uberleben der Patientinnen in Abhangigkeit des

Lymphknotenstatus
1,0 b g_‘_\.“
9 4 pNO
,8 -
1 pN1-X
7 -
,6 -
9
4
3 1
2 Log Rank p=0,177
11
0,0
0 20 40 60 80 100 120

Nachbeobachtungszeit (in Monaten)

Abbildung 17. Kaplan Meier Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen in

Abhéangigkeit des Lymphknotenstatus

In Abbildung 17 sind die Kaplan Meier Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben bei
positivem versus negativem Lymphknotenstatus am Primartumor dargestellt. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei negativen
Lymphknoten pNOCD31 (n=106; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 86 Monate {82-
91, 95%CI}) und positiven Lymphknotenstatus pN1-X (n=89; mediane rezidivfreie
Uberlebenszeit 79 Monate {72-86; 95% CI}), P=0,177, Log-rank Test, konnte nicht
festgestellt werden. In der Gruppe der Patientinnen mit negativem
Lymphknotenstatus betrug das rezidivfreie Gesamtiberleben nach 2 Jahren 90%. In
der pN1-X Gruppe betrug das rezidivfreie Gesamttiberleben nach 2 Jahren 84%.
Nach 5 Jahren betrug das rezidivfreie Gesamtiberleben in der pNo Gruppe 88% und
in der pN1-X Gruppe 74%.
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5 Multivariate Analyse

5.1 Multivariate Analyse fur das Gesamtuberleben Patientinnen

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass die klassischen Prognoseparameter

Grading (p=0,039) und

TumorgrofRe

Prognosefaktoren fiir das Gesamtuberleben stehen.

Tabelle 11. Multivariate Analyse fir das Gesamtiberleben der Patientinnen

(p=0,013)

als

unabhangige

Negativ (pNO, 106/195) vs.Positiv (pN1
und pN2, 89/195)

P-Wert Wald Statistik RR (95% CI)
CD31 Status 0,668 0,184 0,843 0,386-1,841
neg 1-5 ( 145/195) vs. pos >5(50 /195)
Knochenmarkstatus 0,937 0,006 1,031 0,482-2,206
neg (143/195) vs. pos (52/195)
Grading% 0,039 4,268 1,681 1,027-2,751
G1-G2 (86/195) vs.
G3 ( 57/ 195)
Primare TumorgrofRe* 0,013 6,198 2,681 1,233-5,825
< 2cm (pTla-c, 150/195) vs.
32cm (pT2 — pT4, 45/195)
Primarer Lymphknotenstatus* 0,109 2,575 1,870 0,870-4,043

RR = Relatives Risiko
Cl = Konfidenzintervall
* zum Zeitpunkt der Primardiagnose

% Bei 52 Patientinnen liegt kein Grading vor
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5.2 Multivariate Analyse fur das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen

In dieser multivariaten Analyse zeigte sich, dass die TumorgroRe p=0,004

unabhangiger Prognosefaktor fir das rezidivfreie Uberleben ist.

Tabelle 12. Multivariate Analyse fiir das rezidivfreie Uberleben der Patientinnen

Negativ (pNO, 106/195) vs.Positiv (pN1
und pN2, 89/195)

P-Wert Wald Statistik RR (95% ClI)
CD31 Status 0,743 0,116 0,904 0,505-1,618
neg 1-5 ( 145/195) vs. pos >5(50 /195)
Knochenmarkstatus 0,635 0,225 0,868 0,483-1,560
neg (143/195) vs. pos (52/195)
Grading” 0,327 0,960 1,186 0,843-1,670
G1-G2 (86/195) vs.
G3 (57/195)
Primare TumorgrofRe* 0,004 8,324 2,209 1,289-3,784
< 2cm (pTla-c, 150/195) vs.
32cm (pT2 — pT4, 45/195)
Primarer Lymphknotenstatus* 0,235 1,411 1,385 0,809-2,373

RR = Relatives Risiko

ClI = Konfidenzintervall

* zum Zeitpunkt der Primardiagnose

% Bei 52 Patientinnen liegt kein Grading vor

-44-




6 Diskussion

6.1 Entwicklung des Nachweises minimal residualer Tumorerkrankungen

Dem Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark kommt eine
zunehmende klinische Bedeutung zu, da als Hauptursache fur eine folgende
Fernmetastasierung, die hamatogene Streuung einzelner Tumorzellen angesehen
wird®. Seit dem Jahr 1955 erschien eine Reihe von Arbeiten, die sich mit dem
zytologischen Nachweis von zirkulierenden Tumorzelle beschaftigte®. Die
zytomorphologische Nachweismethode wurde aufgrund von falsch-positiven
Nachweisraten bis zu 96% 20 Jahre spater von der immunzytochemischen
Nachweismethode abgelost®®*"®.  Wahrend die Nachweismethoden eine
ausreichende Sensivitdt aufwiesen, wurde die prognostische Bedeutung der mit
diesen Methoden erhobenen Befunde wiederholt in Frage gestellt?’. Die Vermutung,
dass falsch-positive Befunde erneut die Aussagekraft der Nachweismethode
beeintrachtigen, stitzte sich auf der These, dass Kreuzreaktionen der eingesetzten
monoklonalen Antikorper, vor allem mit hAmatopoetischen Stammzellen, die Ursache
seien’®3®3*%% geijt den spaten 80er Jahren wird die hochsensitive Methode der
Polymerase Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von MRD bei verschiedenen

4353 Die PCR ist eine in vitro Methode, welche durch

Malignomen eingesetzt
Anwendung von Oligonukleotidprimern in der Lage ist, spezifische DNA-Sequenzen
zu amplifizieren und anschlieBend durch Farbung nachzuweisen. Eine
Weiterentwicklung der konventionellen PCR-Methode war die Etablierung der
sreverse transkriptase* (RT)-PCR, welche tumorspezifische mRNA amplifizieren
kann. Der Ansatz zum Nachweis von MRD basiert auf der Annahme, dass maligne
Zellen mittels Transkription Marker exprimieren, die typisch fur ihr Ursprungsgewebe
sind. Die derzeitige PCR-Technologie ist in der Lage, eine Tumorzelle in 1.000.000
bis 10.000.000 mononukledren Zellen nachzuweisen®. Zur Zeit ist jedoch noch
ungeklart, welche genetischen Marker zum Nachweis von malignen Zellen am besten
geeignet sind®. Aufgrund der noch nicht ausreichenden Erfahrungen mit molekularen
Nachweismethoden ist der immunzytochemische Nachweis von isolierten

Tumorzellen im Knochenmark derzeit die verlasslichste Detektionsmethode®*. Die
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Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit einem etablierten immunzytochemischen

Ansatz durchgefiihrt®.

6.2 Nachweis disseminierter Tumorzellen zum Zeitpunkt der Primardiagnose

des Mammakarzinoms

In der vorliegenden Untersuchung wurden bei 27% der Patientinnen cytokeratin-
positive Zellen im Knochenmarkaspirat detektiert. Keiner der untersuchten
konventionellen Prognoseparameter wie der kategorialisierte Lymphknotenstatus, der
histopathologische Differenzierungsgrad, der Menopausenstatus und der
Hormonrezeptorstatus korrelierten mit dem Nachweis einer hamatogenen
Tumorzelldisseminierung.

In den letzten Jahren haben eine Reihe von Untersuchungen die prognostische
Relevanz des Nachweises disseminierter Tumorzellen

nachgewiesen7;8;13;17;32;42;48;69;84:85.

Die Klassifikation M1(i) als Hinweis fir eine
hamatogene Mikrometastasierung wurde 1997 in das TNM System eingefiihrt’?. Im
Zuge dieser Reformierung der TNM-Klassifikation wurde 1998 eine Metaanalyse von
20 Studien mit 2494 Patientinnen durchgefuhrt. Aufgrund der Heterogenitat der
untersuchten Tumorentitdten und Testmethoden kamen die Autoren zwar zu einem
zurlckhaltenden Ergebnis, kalkulierten jedoch ein relatives Rezidivrisiko von 1,34
(2,27 — 1,42 95 % CI) fur Brustkrebspatientinnen mit Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark?’. Die Datenlage konnte im Jahr 2000 durch eine
weitere umfangreiche Studie der I. Universitatsfrauenklinik Minchen und der
Frauenklinik des Zentralklinikums Augsburg erganzt werden’. Diese Studie
untersuchte 552 Patientinnen mit primarem Mammakarzinom im UICC-Stadium I-111.
Die in dieser Arbeit untersuchten Patientinnen entstammen ausschlie3lich aus dem
Patientengut der I. Universitatsfrauenklinik Minchen, und sind teilweise Gegenstand
der oben genannten Studie von Braun et al. Das Auftreten von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark war signifikant mit dem Auftreten von Fernmetastasen
und mit dem tumorbedingten Versterben der Patientinnen assoziiert (P < 0.001). In
der multivariaten Analyse bestéatigte sich der Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark als unabhangiger Parameter fur die prognostische

Relevanz. In Tabelle 12 sind die bis dato wichtigsten Publikationen zur
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prognostischen Relevanz isolierter Tumorzellen im Knochenmark von Patientinnen

mit Mammakarzinom zusammengefasst.

Tabelle 13. Studien zum Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark von

Patientinnen mit primarem Mammakarzinom

Antikorper Antigen N Inzidenz (%) | Prognost. Literatur
Relevanz
Mbrl Glycolipid 159 16 - Porro et al. 1988
Mbrl Glycolipid 121 17 - Salvadori et al. 1990°
Mbri1/8 Glycolipid 109 38 - Molino et al. 1997>°
E29 EMA 350 25 + Mansi et al. 1991%°
E29 EMA 350 25 - Mansi et al. 1999%
E29/12H12 EMA/Glyco- 68 37 - Untch et al. 1999%*
protein
E29/Moll/ EMA/Cyto-keratin | 100 38 + Harbeck et al. 1994
12H12
2E11 TAG12 727 43 + Diel et al. 1996
35H11/34H12 Cytokeratin 25 16 n.b. Ellis et al. 1989"
T16/26 Cytokeratin 49 35 + Cote et al. 19917
CK2 Cytokeratin-18 155 18 + Schlimok et al.. 1987%
CK2 Cytokeratin-18 234 38 n.b. Funke et al. 1996°°
AE-1/AE-3 Cytokeratin 128 19 + Landys et al. 1998"
A45-B/B3 Cytokeratin- 552 36 + Braun et al. 2000’
8/18&8/19
A45-B/B3 Cytokeratin- 4268 31 + Braun et al 2003%°
8/18&8/19
AE1/AE3 Cytokeratin 817 3,2 Wiedswang et al 2003

n.b. = nicht bestimmt

* Knochenmarkbiopsien
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Weiterhin kontrovers bleibt die Korrelation des Knochenmarkstatus mit etablierten
Prognoseparametern. Selbst die beiden Untersuchungen von Diel et al. und Braun et
al. kommen zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen’*’. Wahrend Diel et al. eine
Korrelation zwischen dem Nachweis von Mikrometastasen im Knochenmark mit
TumorgréRe  (p<0,001), axillarer Lymphknotenmetastasierung (P =0,001),
Menopausenstatus (p=0,01) und dem histopathologischen Differenzierungsgrad
(p=0,002) fanden, wurde von Braun et al. nur eine Assoziation des
Knochenmarkstatus mit der Tumorgrof3e (p<0,001) und dem histopathologischen
Differenzierungsgrad (p=0,017), nicht jedoch mit dem Auftreten von axillaren
Lymphknotenmetastasen, beschrieben. Eine positive Korrelation konnte lediglich
nach Stratifizierung der Anzahl der metastatisch befallenen Lymphknoten errechnet
werden®. Auch in dieser Arbeit konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in der
mittleren Anzahl der befallenen Lymphknoten nachgewiesen werden. Die
durchschnittiche Anzahl der befallenen Lymphknoten betrug 4,2 in der
Patientinnengruppe mit positivem Knochenmarkresultat und 3 in der
Patientinnengruppe mit negativen Knochenmarkresultat (p=0,024). Dies lasst
vermuten, dass der Lymphknotenbefall Ausdruck einer hoheren biologischen
Aggressivitat des Primartumors seien konnte, die sich mit dem Auftreten von
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark nachweisen lie3e. In einer neuen
Untersuchung von Rack et al. konnte gezeigt werden, dass in einem Kollektiv von
Patientinnen mit Rezidiven eines Mammakarzinoms die mediane Uberlebenszeit
signifikant mit der Anzahl der befallenen Lymphknoten korreliert (p=<0,0001)%. Die
mediane Uberlebenszeit bei nodal-negativen Patientinnen nach Auftreten eines
Rezidives betrug 42 Monate, wéhrend sie bei Patientinnen mit 1-3 befallenen
Lymphknoten nur 20 Monate betrug. Patientinnen mit vier und mehr befallenen
Lymphknoten hatten sogar nur eine mittlere Uberlebenszeit von 13 Monaten. Bringt
man diese Daten mit den Ergebnissen zum Knochenmarkstatus in Verbindung, wird
die Hypothese einer erhdhten biologischen Aggressivitat des Tumors mit steigender
Anzahl der befallenen Lymphknoten zusatzlich unterstutzt. In der vorliegenden Arbeit
zeigt sich eine Signifikanz (p=0,024) der durchschnittichen Anzahl der befallenen
Lymphknoten in Abhangigkeit des Nachweises disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark (vgl. Kapitel 4.1). In der Arbeit von Braun et al. zeigte die Korrelation

der nodal-negativen Patientinnen mit dem Auftreten von disseminierten Tumorzellen
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im Knochenmark, dass fur diese Subgruppe der Knochenmarkstatus sowonhl fiir das
Auftreten von Fernmetastasen (p=0,025), als auch das Gesamtiiberleben (p<0,001)
ein signifikanter prognostischer Marker ist.

Eine prognostische Relevanz des Knochenmarkstatus kann mit der vorliegenden
Arbeit nicht gezeigt werden. Auch in der multivariaten Analyse stellte sich der
Knochenmarkstatus in diesem Kollektiv nicht als unabhangiger Prognoseparameter
dar (p=0,561).

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und der
Publikation von Braun et al. im New England Journal of Medicine (NEJM), sowie der
zitierten Pool Analysis kdnnte durch eine Reihe von Unterschieden in Methodik und
Auswertung erklart werden. Durch die Anfarbung der Priméartumore auf CD31 ist es
gegenuber dem Kollektiv aus dem NEJM zu einer Patientinnenselektion gekommen,
da nicht alle Primartumore fur die immunhistochemische Untersuchung zur
Verfligung standen. Zum Teil wurde Tumorgewebe verloren, da das Anfertigen neuer
Schnitte aus den alten Paraffinblocken nicht mdglich war, andererseits wurden
Primartumorschnitte durch den Andauungsprozess zerstort.

Die mittlere Nachbeobachtungszeit dieser Untersuchung betrug 65,8 Monate (4-103).
Wie die beiden Studien von Mansi et al. zeigen, scheint die prognostische Relevanz
von disseminierten  Tumorzellen im  Knochenmark mit zunehmender
Nachbeobachtungszeit geringer zu werden*®*. Nach einer mittleren
Nachbeobachtungszeit von 76 Monaten (34-108) konnten Mansi et al. ein signifikant
hoheres Auftreten von Fernmetastasen (ohne Knochenmetastasen) (p=0,001) sowie
ein geringeres Gesamtiberleben bei Patientinnen mit positivem Knochenmarkstatus
nachweisen (p=0,005).Nach einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 12,5 Jahren
war der Effekt von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark auf das
Gesamtiuberleben in der multivariaten Analyse statistisch nicht mehr signifikant
(p=0,3). Im Vergleich zu der Studie von Braun et al. handelt es sich auch in dieser
Arbeit um eine deutlich langere mittlere Nachbeobachtungszeit (38 vs. 65,8 Monate).
Dies konnte zumindest teilweise die unterschiedlichen Signifikanzen der beiden
Arbeiten erklaren.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit nur bei 52 Patientinnen disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark gefunden. Das entspricht 27% des Gesamtkollektivs.
Dieser Prozentanteil entspricht in etwa den Angaben in der Literatur'®3**%4° Es

muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass der Nachweis von disseminierten
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Tumorzellen in den verschiedenen Arbeiten mit unterschiedlichen, teilweise
monoklonalen Antikorpern erfolgte. Auf den Nachteil dieser Methode wird in Kap. 6.3
hingewiesen.

Die Anzahl von 52 Patientinnen mit positivem Knochenmarksbefund lasst es méglich
erscheinen, dass die statistische Power nicht ausreicht, um eine prognostische
Relevanz nachzuweisen. In der Gruppe der nodal-negativen Patientinnen waren nur
bei 28 Patientinnen disseminierte Tumorzellen gefunden worden. Von den 31
Todesfallen hatten 21 Patientinnen keine disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark (14,7%), wahrend zehn Patientinnen (19,2%) disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark aufwiesen (p=0,443). In der Gruppe der 106 nodal-
negativen Patientinnen sind 10 verstorben, davon zwei mit disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark (6,9%), und acht Patientinnen hatten keinen Nachweis
von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark (10,8%) (p=0,53). Die Ergebnisse
dieser Arbeit zur prognostischen Relevanz treten vor dem Hintergrund der aktuellen
Datenlage mit wesentlich gréReren Patientenkollektiven in ihrer Bedeutung zurtick,

und sollten diesbezuglich mit groRer Zurtckhaltung interpretiert werden.

6.3 Kontroversen in der Methodik des Nachweises disseminierter

Tumorzellen

Tumorassoziierte Zellmembranproteine stehen fir die immunzytochemischen
Detektion von Tumorzellen seit langem zur Verfugung. Als Antigene fur die
Antikdrperbindung werden am haufigsten das ,epithelial membrane antigen’
(EMA)?346474% ynd das polymorphe epitheliale Glykoprotein TAG12"*8 verwendet.
Die langste Nachbeobachtungszeit weisen Studien mit Antikdrpern gegen mucin-
ahnliche Membranproteine auf. Die prognostischen Relevanz dieser Studien ist
daher von besonderer Bedeutung. Die in diesen Studien verwendeten Antikdrper
geben allerdings derzeit den grofdten Anlass fur Kritik. Die Expression der mucin-
ahnlichen Membranproteine durch hamatopoetische Stammzellen kann zu einer
Positivfarbung von 2-10% der mesenchymalen mononukledaren Zellen von
tumorfreien Probanden fiihren®®®,

Cytokeratin ist ein integrierter Bestandteil des Cytoskeletts epithelialer Zellen. Mit
spezifischen monoklonalen Antikérpern ist dieser relativ stabil exprimierte Marker in

einzelnen Karzinomzellen einfach nachweisbar. Solche anti-cytokeratin Antikdrper
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scheinen eine hohere Spezifitat aufzuweisen als Antikdrper gegen mucin-ahnliche
Membranproteine’. Auch der in dieser Untersuchung verwendete anti-cytokeratin
Antikorper A45-B/B3, der gegen ein gemeinsames Epitop der Keratinkomponenten
CK8, CK18 und CK19 gerichtet ist, hat in der Vergangenheit eine Spezifitat von ca.
98% unter Beweis gestellt’””>. Obwohl eine ektope oder illegitime m-RNA-Expression
von Cytokeratinen in den mesenchymalen Zellen des Knochenmarkes moglich

SChemt'5;41;66;78;88

, ist dies beim immunzytochemischen Nachweis der Zellen von
untergeordneter Bedeutung. Die Phanotypisierung cytokeratin-positiver
disseminierter Tumorzellen durch PCR und FISH-Analyse durch Klein et al.** und
Miiller et al.>® hat eine Reihe von genetischen Merkmalen nachgewiesen, die fir
Tumorzellen charakteristisch sind.

In der Mehrzahl der Studien, bei denen anti-cytokeratin Antikorper verwendet
wurden, kamen monoklonale Antikdrper gegen das Cytokeratinisomer 18 zum

Einsatz37;44;56;70

Durch haufige Down-Regulation des Cytokeratinisomers 18 in
Tumorzellen kann allerdings die Sensitivitat der Nachweismethode beeintrachtigt
sein, wahrend die Sensitivitat durch die Verwendung eines Panzytokeratin-

Antikérpers vermutlich verbessert werden kann®*’

. Es bleibt allerdings bis dato
unklar, welcher Antikorper am besten geeignet ist, die Grundlage fur einen
zuverlassigen und reproduzierbaren Goldstandard fir die immunzytochemische
Detektion von Tumorzellen im Knochenmark zu bieten.

Ein ebenfalls noch zu klarender Punkt der Nachweismethodik ist die mikroskopische
Detektion der Zellen. Derzeit fehlen allgemein anerkannte Standardrichtlinien, um ein
immunzytochemisches Féarbeereignis sicher als Tumorzelle klassifizieren zu kénnen.
Die subjektive Bandbreite der hier angewandten Kriterien fuhrt zu Unsicherheiten in
der Methodik, die im Falle einer therapeutischen Relevanz des Testergebnisses
inakzeptabel sind. Im Bemihen um eine Objektivierung des mikroskopischen Read-
outs wurden automatisierte Systeme entwickelt, die nicht nur eine hohe Sensitivitat
aufweisen, sondern durch computergestutzte Analysen uniforme Kriterien anwenden,
um die Wahrscheinlichkeit besser einzuschatzen, dass ein bestimmtes Farbeereignis

eine Tumorzelle repréasentiert™*,

Derzeit sind vor allem die Systeme der
amerikanischen Firmen Chromavision und Applied Imaging im Einsatz. Diese
bedurfen aber noch einer ausreichenden Validierung. Das System MDS® der Firma

Applied Imaging befand sich von September 2001 bis Ende 2002 im
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tumorimmunologischen Labor unserer Klinik in Erprobung (Abbildung 18) und lieferte

zuverlassige, mit manueller Detektion vergleichbare Ergebnisse.

‘. k

%\
e

Abbildung 18. Automatisiertes Zellscreeningsystem MDSP® der Firma Applied Imaging

Der hier verwendete Testansatz ist eine der derzeit am besten validierten
nichtmolekularen Nachweismethoden fir hamatogen disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark’®**’. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass diese
Testmethode fur die Beantwortung der Fragestellung geeignet war. Die Beibehaltung
der Modalitaten der Nachweismethoden Uber alle Elemente dieser Untersuchung
garantiert eine grol3tmogliche Konsistenz und Reproduzierbarkeit. Es ist jedoch zu
fordern, dass der routinemé&Rigen Durchfuhrung eines Tumorzellscreenings im

Knochenmark eine grundlegende Standardisierung der Testmethodik vorausgeht.

6.4 Nachweis der Neoangiogenese am Primartumor zum Zeitpunkt der

Primardiagnose des Mammakarzinoms

CD31 ist ein Endotheladhasionsmolekil und gehort zu einer Gruppe
transmembrantdser Glykoproteine. Der immunzytochemische Nachweis einer
Uberexpression von CD31 ist ein Indikator fiir eine verstarkte Neoangioginese®.

In der vorliegenden Untersuchung wurden bei 25,6% der Patientinnen CD31 positive
Zellen detektiert. Unter den untersuchten konventionellen Prognoseparametern
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korrelierte lediglich der Menopausenstatus mit dem Nachweis einer CD31-
Expression (p=0,028), nicht jedoch der kategorealisierte Lymphknotenstatus, der
histopathologische Differenzierungsgrad, die Tumorgroélie und der
Hormonrezeptorstatus. Von den untersuchten histologischen Zusatzkriterien wie
Hamangiosis carcinomatosa und Lymphangiosis carcinomatosa fand sich keine
Korrelation mit der CD31 Expression. Eine Reihe von Untersuchungen haben in den
letzten Jahren die prognostische Relevanz der Neoangiogenese

nachgewiesen?8:3577.68.74.84

Der Begriff Angiogenese wurde erstmals 1935 im
Zusammenhang mit der Gefal3neubildung in der Plazenta benutzt. Angiogenese
findet physiologischer Weise bei der Wundheilung und wahrend des
Menstruationzyklus in Ovarien und Endometrium statt. Als Angiogenese wird auf dem
Gebiet der Onkologie die Neubildung von Blutgefal3en im Tumor bezeichnet. Ab
einem Kubikmillimeter Tumorvolumen st ein weiteres Wachstum ohne
Neoangiogenese nicht moglich®.

Angiogenese ist ein sehr komplexes Phanomen, welches im normalen Gewebe des

d®8 In erkranktem Gewebe, wie etwa

Erwachsenen in aller Regel inhibiert wir
Karzinomen, wird sie jedoch aktiviert. Die angiogenetische Aktivitat ist in jedem
Tumor zu einem bestimmten Zeitpunkt das Ergebnis der Balance zwischen
angiogenetischen Stimuli und natiirlichen Angiogenese-Inhibitoren®. Diese Balance
ist sehr sensibel, verandert sich mit der Zeit und ist wahrscheinlich durch
verschiedene Schritte reguliert: Zellular (z.B. durch Makrophagen, Fibroblasten,
Mastzellen etc), genetisch, biochemisch oder mechanisch'®. Aufgrund dessen ist es
sehr schwierig, eine einzelne Methode zu entwickeln, die in der Lage ist, dieses
komplexe biologische Ph&nomen zu detektieren. Derzeit ist die am haufigsten
verwendete Methode, um Angiogenese in menschlichen Neoplasien nachzuweisen,
die Quantifikation von intratumoraler GefaRdichte (IMD) in Primartumoren. Um die
MikrogefalRe sichtbar zu machen, wird eine standardisierte Immunoperoxidase
Technik angewandt. Hierzu werden spezifische Marker fiir Endothelzellen verwendet,
die das Faktor VIl related Antigen (fVIII-RA), CD31 (platlet/endothelial cell adhesion
molecule/PECAM) und CD34 einschlieBen®. Derzeit ist Anti CD31 der sensitivste
erhaltliche Endothelmarker, da er eine gré3ere Anzahl von Mikrogefal3en erkennt, als
die anderen getesteten Marker Faktor VIl related Antigen (fVIII-RA), CD34. Von fVIII-
RA ist bekannt, dass er auch lymphatisches Gewebe anfarbt. Zu erwahnen ist
jedoch, dass auch CD31, aul3er mit Endothelzellen, noch mit anderen Zellen reagiert,
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beispielsweise Plasmazellen®. Dennoch zeigten zwei Studien, welche die
prognostische Relevanz von IMD untersuchten, dass sowohl CD31 als auch fVIII-RA
signifikante prognostische Informationen liefern. Neuerlich entwickelte Antikdrper wie
E-9, TEC-11 und LM-609 scheinen spezifisch fur aktivierte proliferierende
Endothelzellen zu sein®*>®. Vergleichende Studien werden zeigen missen, ob diese
Antikorper einen besseren prognostischen Wert haben als CD31 oder fVIII-RA.
Bereits 1907 veroffentlichten Goldmann et al. im Lancet den Zusammenhang
zwischen Tumorwachstum, Metastasenbildung und der Neubildung von BlutgefafRen
(Neoangiogenese)*>.

Bezuglich des Mammacarcinoms und Neoangiogenese wurden erste Studien durch
Horak et al. und Weidner et al. veroffentlicht. Horak et al. untersuchten Gewebe von
103 primaren Mammacarcinom Patientinnen. Die immunhistochemische Farbung
wurde mit dem monoklonalen Antikorper JC70 und der APAAP Methode
durchgefiihrt®®. Ebenso wurde der Antikdper fVIII verwendet. Der Vergleich der
Marker in 12 Fallen zeigte, dass JC 70 eine hoéhere Anzahl von Mikrogefal3en
detektierte und somit der sensitivere Marker war. In der univariaten Analyse fir das
Gesamtuberleben zeigte der Nachweis von CD31 am Primartumor eine hohe
Signifikanz p=0,006. Patientinnen mit einer hohen GefaRdichte zeigten nach einer
Nachbeobachtungszeit von 2,5 Jahren eine hohere Rezidiv- und Todesrate®®. Die
Hauptgrundlage fur die vorliegende Arbeit ist die Veroffentlichung von Stephen B.
Fox aus dem Jahr 1997. Er untersuchte die Assoziation von Tumorangiogenese mit
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark von Mammacarcinom Patientinnen.
Von 214 untersuchten Patientinnen zeigten 42 (20%) disseminierte Zellen im
Knochenmark und 75 (35%) waren positiv fur CD31. Die Assoziation von
disseminierten Tumorzellen und Tumorangiogenese zeigten eine Signifikanz von
p=0,01. Die multivariate Analyse zeigte, dass nur die Tumorangiogenese und
vasculare Invasion signifikant mit dem Nachweis von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark assoziiert war?®. Um einen méglichst objektiven Vergleich zu der
Studie von Fox et al. ziehen zu kdnnen, wendeten wir die von ihm beschriebene
Methodik zur Andauung der zuvor entparaffinisierten Primartumorpraparate an. Fox
et al. verwendeten fur die Andauung des Tumorgewebes Protease vom Typ XXIV
12,5 mg pro 100 ml Phosphatpuffer. In einer Versuchsreihe an 60 Praparaten konnte
mit der oben beschriebenen Methodik kein Farbeergebnis erzielt werden. Daraufhin

wurde an 30 weiteren Préaparaten versucht, durch eine Konzentrationséanderung der
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Protease eine Anfarbung zu erreichen. Dies erfolgte mit Protease/Puffer
Konzentrationen von 1:10 bis 1:60. Die anschlieRende Farbung nach der APAAP-
Technik und Entwicklung mit DAB-Substrat war in keiner der genannten
Konzentrationen positiv. Im immunhistologischen Labor der I. Universitatsfrauenklinik
wird zur Andauung von entparaffinisierten Tumorpraparaten ein standardisiertes
Verfahren unter Anwendung des Citratpuffers durchgefihrt (siehe Kapitel 3.2.1.). In
einer neuen Versuchsreine an 30 Praparaten unter Anwendung dieser Methodik
konnten zufriedenstellende Féarbeergebnisse erzielt werden. Daraufhin entschlossen
wir uns, diese Methodik trotz der Abweichung zu der Arbeit von S.B.Fox fur den
Nachweis von CD31 am Primartumor zu verwenden. Kritisch anzumerken ist hierbei,
dass die von uns verwendete Andauungsmethodik eine deutlich héhere Aggressivitat
gegenuber dem Tumorgewebe zeigt. Dadurch kam es im Rahmen des
Andauungsprozesses zum Abschwimmen des Primartumorgewebes vom
Objekttrager, welches dann nicht mehr fir die Farbung zur Verfiigung stand. Diese
Tatsache hat die Zahl der untersuchten Patientinnen deutlich reduziert. Obwohl in
der mikroskopischen Begutachtung nur histopathologisch intakte Tumoren zu
erkennen  waren, ist nicht auszuschlieen, dass der beschriebene
Andauungsprozess einen Einfluss auf die Farbeergebnisse genommen hat. Immerhin
haben Fox et al. in ihrer Studie bei 35% der Patientinnen CD31 am Primartumor
nachweisen kénnen, dies sind 10% mehr als in der vorliegenden Arbeit. Dies ist
insbesondere bemerkenswert, da beide Untersuchungen fast identische Fallzahlen
aufweisen. Im Widerspruch dazu steht, dass in der bereits 1992 erschienenen Arbeit
von Horek et al. unter der Verwendung der Protease Andauungstechnik nur 20% der
103 Praparate CD31 positiv waren. Die prozentualen Farbeergebnisse der
vorliegenden Arbeit liegen somit im Durchschnitt. Es ist davon auszugehen, dass die
in dieser Arbeit verwendete Andauungsmethodik ein adaquates Verfahren zur
Bearbeitung von Paraffinschnitten ist. Alle drei Arbeiten, inklusive der vorliegenden,
verwendeten denselben Antikérper JC70, so dass die Verwendung des Antikdrpers
keine Begrundung fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden alle Praparate von zwei unabhangigen Untersuchern
begutachtet und anschlieRend fotodokumentiert. In der Studie von Fox et al. wurden
hingegen nur 35 Tumorpraparate von zwei unterschiedlichen Untersuchern
ausgewertet, was zu einer Ubereinstimmung von 86% fiihrte. Dies verdeutlicht, dass

auch mit Hilfe des Chalkley-Counts die Auswertung auf der subjektiven Beurteilung
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des Einzelnen basiert. Zur Optimierung der Auswertungsergebnisse ware die
Beurteilung der Praparate durch einen erfahrenen Pathologen ein moglicher
Losungsansatz. Insbesondere im Hinblick auf die Anfarbung von Leukozyten und
Plasmazellen ware die Differenzierung durch einen Spezialisten als sinnvoll zu
erachten. Die fehlende prognostische Bedeutung von CD31 beziglich des
Mammakarzinoms in dieser Arbeit lasst sich nicht abschlieRend erklaren. Eine
denkbare Moglichkeit ware z B. die Anwendung des Chalkley Counts. In diesem
Verfahren werden mit Hilfe einer Schablone Punkte vergeben, die folgendermalien
skaliert werden: <5, 5-7, >7. Die unabhangige prognostische Relevanz zeigte ein
75% hoheres Risiko zu sterben, wenn der Chalkley Count zwischen 5 und 7 lag und
ein 125% hoheres Risiko wenn der Chalkley Count groRRer gleich 7 war. Dies ist
bezogen auf das Risiko von Tumoren mit einem Chalkley Count kleiner gleich finf™.
Stephen B. Fox et al. legte in seiner Untersuchung einen Chalkley Count von sieben
als Nachweis einer positiven CD3-Expression zu Grunde. In Anbetracht der oben
genannten Zahlen kénnte dies die Erklarung fir die Korrelation mit dem gehauften
Auftreten von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark sein. Eine
Uberlebensanalyse dieses Patientengutes wurde nicht durchgefiihrt. Studien mit
groeren Fallzahlen und standardisierten Nachweismethoden missen Klarheit tGber

die Wertigkeit der Neoangiogenese bei primdrem Mammakarzinom erbringen.

Tabelle 14. Studien zum Nachweis der Neoangiogenese von Patientinnen mit

primarem Mammakarzinom

Antikorper Antigen N Inzidenz (%) | Prognost. Literatur

Relevanz
CD31 JC70 103 20 + Horak et al* 1992
CD31 JC70 214 35 + Stephen B Fox et al.

1997%

FVIII FVIII 165 25 + Weidner et al 1992
CD31 JC20 33 33 n.b. Sapino A et al 2001*°
CD34 NB 836 40 + Steinbjgrn et al 2000.”

n.b. = nicht bestimmt
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6.5 Kontroversen in der Methodik des Nachweises von CD31

Fur den Nachweis von Neoangiogenese am Primartumor steht ausschlie3lich die
immunhistochemische Farbung zur Verfigung. Hierbei beeinflusst die Wahl des
Antikorpers die Auswertungsmethode wesentlich. Antikorper/Marker, die schlecht an
den zu markierenden Endothelzellen der Gefal3e binden, wie z.B Faktor VIIl oder CD
34, erfassen nur einen Anteil der vaskularen Endothelien und somit nicht die reale
GefaRdichte im zu bestimmenden Praparat®®. Antikérper gegen das Faktor VIII
Antigen sind zusatzlich in der Lage, an lymphatisches Gewebe zu binden und bergen
somit die Gefahr einer falsch positiven Anfarbung und Auswertung.

Neoangiogenese ist die Vorraussetzung fir das Tumorwachstum. Bosari et al. und
Weidner et al. zeigten in ihren Studien. dass die Gefal3dichte ein unabh&ngiger
prognostischer Faktor fur viele Tumortypen sowie auch fir das Mammakarzinom ist
4;84;21.

Zusatzliche Antikérper gegen Vimentin, Lectin, alkalische Phosphatase sowie Typ IV
Kollagen zeigen eine sehr geringe Spezifitat und Sensibilitat und spielen daher zum
Nachweis von Angiogenese eine untergeordnete Rolle®. Mit dem in dieser Arbeit
verwendeten JC 70, einem anti CD31 Antikdrper, stand uns ein Endothelmarker zur
Verfigung, mit dem ein verlasslicher Mikrogefal3nachweis bei routinemafig
gehandhabten formalinfixierten in Paraffin gebetteten Pr&paraten mdglich ist. Der
sensibelste derzeit erhdltliche Endothelmarker ist CD31. Er erkennt mehr
Endothelien von Tumormikrogefal3en als andere, schon beschriebene Marker und
reagiert auch nicht mit lymphatischem Gewebe?®.

Unter der Verwendung von Faktor VII und CD31 zum Nachweis von
Neoangiogenese konnte diese in unterschiedlichen Studien als prognostischer
Marker fur das Mammakarzinom nachgewiesen werden. Dennoch konnten Horek et
al. in einem Vergleich zeigen, dass JC 70 eine hbhere Sensivitat aufweist als FVIII
Antigen. Bei der Anfarbung desselben Areals wurden mit JC 70 in allen Féallen mehr
MikrogefalRe angefarbt *.

Es ist zu vermuten, dass die Unterschiede in den vertffentlichten Daten durch die
verschiedenen Methoden zur Quantifizierung der Gefal3dichte verursacht werden
24357683 yUm die TumorgefaRdichte zu quantifizieren, gibt es verschiedene
Methoden. Hierbei handelt es sich um die Anzahl der Gefal3e, den
GefaRdurchmesser und die GroéRe des betroffenen Gebietes. Viele erkennen die

Arbeit von Weidner et al. als Grundlage fiur die Quantifizierung der GefaRdichte an
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und bewerten ,hot spots”, das heil3t die Gebiete mit der gré3ten GefalRdichte. Kritiker
wie z.B Fox et al. berurteilen diese Methode als langsam und langwierig und somit
unpassend®. Auswertungsmethoden, neben dem auch in dieser Arbeit verwendeten
Chalkley Count sind eine automatische Analyse sowie eine Gefal3gradierung. In der
Arbeit von Stephen B. Fox et al. zeigt sich, dass das automatische Messverfahren
sich aufgrund zu geringer VergrofRerung der Bildanalyse nicht durchsetzen
konnte®®%*. Der Chalkley Count und die GefaRgradierung erwiesen sich beide als
erfolgreiche Methoden der Auswertung. Die Gefal3grading bleibt jedoch im Vergleich
zum Chalkley Count eine subjektive Methode. Mit dem Chalkley Count bietet sich
eine schnelle und objektive Methode zur Bewertung der Neoangiogenese. 1996
wurde der Chalkley Count durch eine internationale Konsensusgruppe als Methode
der Wahl empfohlen’. Chalkley selbst postuliert: “Eine zur Quantifizierung
brauchbare Methode sollte préazise, einfach, auf kompliziertes Gewebe anwendbar,

und an unabhéngigen Testen gepriift worden sein“2,
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7 Zusammenfassung

Der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark von Patientinnen mit
primdrem Mammakarzinom ist ein wichtiger prognostischer Parameter. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis von CD31 am Primartumor
Mammakarzinom mit dem Auftreten von Mikrometastasen im Knochenmark
korreliert. Ferner wurde die prognostische Bedeutung von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark und die prognostische Bedeutung von CD31 evaluiert.
Bei 50 Patientinnen des Gesamtkollektivs von 195 (25,6%) wurde zum Zeitpunkt der
Primardiagnose des Mammakarzinoms eine positive CD31-Expression festgestellt. In
Relation zu den bekannten etablierten Prognoseparametern Tumorgrof3e, axillarer
Lymphknotenstatus, histopathologisches  Grading, = Menopausenstatus  und
Hormonrezeptorstatus fand sich keine signifikante Korrelation. Es zeigte sich jedoch,
dass eine CD31-Expression signifikant haufiger bei postmenopausalen Frauen
auftrat. Bei 52 Patientinnen des Gesamtkollektives von 195 (27%) wurden zum
Zeitpunkt der Priméardiagnose des Mammakarzinoms disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark festgestellt. Gegenuber den bekannten etablierten
Prognoseparametern Tumorgro3e, axillarer Lymphknotenstatus, histopathologisches
Grading, Menopausenstatus und Hormonrezeptorsstatus fand sich keine signifikante
Korrelation.

Des Weiteren fand sich keine Korrelation p=0,805 bei den 50 Patientinnen mit einer
Uberexpression von CD31 am Primartumor und den 52 Patientinnen mit positiven
Knochenmarkstatus.

In Bezug auf des Gesamtuberleben ergab sich weder zwischen den
Patientenkollektiven bei positivem CD31 Status (n=50; mediane
Gesamtiuberlebenszeit 90 Monate {82-98, 95%CI}) und negativem CD31 Status
(n=145; mediane Gesamtiiberlebenszeit 88 Monate {84-92; 95% CI}), p=0,74, Log-
rank Test, noch zwischen den Patientenkollektiven bei positiven Knochenmarkstatus
(n=52; mediane Gesamtuberlebenszeit 90 Monate {82-97 CI 95%};) und negativem
Knochenmarkstatus (n=143 ; mediane Gesamtiberlebenszeit 89 Monate {85-92 CI
95%)}); eine Signifikanz. P=(0,498) Log-rank Test.
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Dasselbe gilt ebenfalls fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei positivem CD31 Status (n=50;
mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 74 Monate {73-93, 95%CI}) und negativem
CD31 Status (n=145; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 76 Monate {70-82; 95%
CI}), P=0,78, Log-rank Test, konnte nicht festgestellt werden.

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientenkollektiven bei
positiven Knochenmarkstatus (n=52; mediane rezidivfreie Uberlebenszeit 89 Monate
{82-97 CI 95%}) und negativem Knochenmarkstatus (n=143; mediane rezidivfreie
Uberlebenszeit 88 Monate {85-92 CI 95%}); konnte nicht festgestellt werden. P=0,98
Log-rank Test.

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass die klassischen Prognoseparameter
Grading (p=0,039) und Lymphknotenstatus (p=0,013) als unabhéngige

Prognosefaktoren fir das Gesamtiberleben stehen.
Die Schlussfolgerung dieser Arbeit ist, dass die Bestimmung der CD31-Expression

am Primartumor von Mammakarzinomen nicht zur Prognoseeinschatzung geeignet

ist.
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10 Anh
e Ludwig LMU

Maximilians—

EINWILLIGUNG ZUR KNOCHENMARKPUNKTION Universitit__

Miinchen_____

IMMUNZYTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

Liebe Patientin,

die Untersuchung des Knochenmarks wird in der Krebsdiagnostik eingesetzt, um wertvolle Informationen Uber
den Ausbreitungsgrad der Krankheit zu erhalten. Dieses Verfahren ist momentan noch Gegenstand
wissenschaftlicher Forschung, um neue Therapieméglichkeiten und Chancen der Friiherkennung zu entwickeln.
Zu diesem Zweck bitten wir Sie, liebe Patientin, um die Einwilligung zu einer Knochenmarkspunktion. 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 ortlicher Betdubung.

Anhaltende Schmerzen im Bereich der Punktionsstelle nach der Operation sind nicht zu erwarten. Wird die
Punktion in ortlicher Betdubung durchgefiihrt, so kann das Ansaugen des Knochenmarks einen heftigen, aber

sehr kurzen Schmerz verursachen.

Moégliche 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 zusatzlich méglichst gering zu halten:

1. Besteht eine vermehrte Blutungsneigung?
o] nein o] ja

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

Verhalten nach der Untersuchung

Zur Blutstillung genigt 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 értlicher Betadubung durchgefuhrt wurde, sollten Sie mindestens eine
halbe Stunde ruhen.

Herr/Frau Dr.

hat mit mir heute anhand dieses Informationsblattes ein Aufklarungsgespréch gefiihrt, bei dem ich alle mich
interessierenden Fragen stellen konnte. Ich stimme zu, dass das entnommene Knochenmark und die

Untersuchungsergebnisse wissenschaftlich ausgewertet und weiterverwendet werden.

o] Ich habe keine weiteren Fragen und benétige keine zusétzliche Uberlegungsfrist.
o Ich willige hiermit in die vorgeschlagene Untersuchung ein.

ODER

o] Ich versage meine Zustimmung.
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Unterschrift der Patientin Unterschrift des Arztes/der Arztin
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