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1.Einleitung

In Deutschland ist ,,das Ovarialkarzinom (...) mit 8.000 Neuerkrankungen pro
Jahr die sechsthdufigste Malignomerkrankung der Frau, liegt bei den
Todesursachen an vierter Stelle und ist somit in Relation zur Anzahl der
Erkrankten die hiufigste gynikologische Krebstodesursache®.”> Diese Aussage
verdeutlicht das, bei relativ niedriger Inzidenz, hohe maligne Potenzial des
Ovarialkarzinoms, dem auch mit den modernsten Therapieansédtzen oft nur
unzureichend begegnet werden kann. Von der Haufigkeit kommt dem
Mammakarzinom in den westlichen Industrieldndern die grofte Bedeutung zu.
,Von den Malignomen der Frau entfallen ca. 25 % auf das Mammakarzinom
bei jahrlich 110 Erkrankten pro 100.000 Frauen. Etwa jede zehnte Frau
entwickelt im Laufe ihres Lebens ein Mammakarzinom*’. Die 5-Jahres-
Uberlebensraten fiir das therapierte Ovarialkarzinom betragen in etwa 35 %, die
fiir das therapierte Mammakarzinom ca. 75 %. Dieser Unterschied beruht sicher
auch auf der Tatsache, dass das Ovarialkarzinom sich lingere Zeit symptomlos,
unbemerkt intraabdominal entwickeln kann und sich der Tumor zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung meist schon in einem fortgeschrittenerem Stadium
befindet.

Die Beurteilung der Progredienz bzw. der Aggressivitit des Tumors anhand von
klinisch quantifizierbaren Parametern ermdglicht dem behandelnden Arzt die
Abschitzung der erforderlichen Radikalitét seiner Therapie. Alle heutzutage bei
Tumorerkrankungen eingesetzten Behandlungsformen, allen voran Operation,
Chemotherapie und Bestrahlungstherapie, sind durch starke Nebenwirkungen
gekennzeichnet, die massive Einschrankungen der Lebensqualitit der
Patientinnen nach sich ziehen. Je genauer die Parameter sind, die der

behandelnde Arzt zur Beurteilung der histologischen Struktur des Tumors,



seiner aktuellen Ausbreitung und der, gegebenenfalls bereits erfolgten,
systemischen Streuung heranzieht, desto zielgerichteter, erfolgreicher und auch
gleichzeitig schonender wird die daraus resultierende Therapie sein. Gerade in
der Gynikologie besteht von Seiten der Patientinnen verstirkt der Wunsch in
der Therapieplanung, die chirurgische Intervention und die folgenden
adjuvanten Therapien moglichst nebenwirkungsarm zu gestalten. Dieser Trend
zur minimalinvasiven Therapie fiihrt zum Beispiel dazu, dass heute schon in
einzelnen Kliniken bis zu 80 % aller Mammakarzinome brusterhaltend operiert
werden. Ein seit Jahrzehnten angewandtes Mittel zur Prognosebeurteilung und
der  Objektivierung der  Vergleichbarkeit von  verschiedenartigen
Therapieansitzen ist die TNM-Klassifikation?” maligner Tumoren. Dieses
Schema beurteilt maligne Tumore anhand ihrer Grof3e, der etwaigen Beteiligung
von regionidren Lymphknoten und dem Vorhanden- oder Nichtvorhandensein
von makroskopisch erkennbaren Fernmetastasen und versucht dadurch eine
Aussage iiber den Schweregrad einer Erkrankung zu machen. Gegenwirtig
weist man dem Lymphknotenstatus Ny_; bzw. pNy.; die zentrale Bedeutung bei
der Beurteilung der systemischen Tumorzellstreuung zu, noch vor dem
Auftreten klinisch manifester Fernmetastasen. Es ,.erleiden jedoch 30 % der
nodal-negativen Patientinnen eine letale Fernmetastasierung, andererseits leben
bis 40 % der nodal-positiven Patientinnen nach 10 Jahren ohne manifeste
Fernmetastasen®.’ Wie diese Zahlen verdeutlichen, sind die Lymphknoten nur
von begrenzter Aussagekraft hinsichtlich spéter auftretender Fernmetastasen.
Diese Uberlegungen werfen die Frage auf, ob es nicht mdglich ist, auf einem
anderen Wege die systemische Streuung des Tumors zu erkennen und somit
eine genauere Aussage iiber den weiteren Krankheitsverlauf, im Speziellen der
Wabhrscheinlichkeit des Auftretens von lokalen Rezidiven oder von

Fernmetastasen, zu treffen. Da Knochenmark physiologischer Weise keine



Epithelzellen enthdlt, misste der Nachweis typischer Bestandteile von
Epithelzellen im Knochenmark bei Patientinnen mit epithelialen Tumoren auf
eine unerwiinschte  Ausbreitung des Primirtumors hindeuten. Der
immunhistochemische Nachweis einzelner disseminierter Tumorzellen 1m
Knochenmark, der auch bei anderen epithelialen Tumoren erforscht wird, kann
ein  moglicher Ansatz sein, frilher und sicherer als durch die
Lymphknotenanalyse die Féhigkeit des Priméirtumors zur systemischen
Streuung zu erkennen. Die dabei notwendige Knochenmarksentnahme ist ein
technisch einfach durchzufiihrender und beliebig oft wiederholbarer Eingriff.
Diese Entnahme, die in der Regel widhrend der Narkose, noch vor der
Tumorresektion erfolgt, ist fiir die Patientinnen ein komplikationsarmer Eingriff
und postoperativ mit relativ wenig Schmerzen verbunden. Damit konnte es
moglich sein, eine einfache, sichere und reproduzierbare Methode zur
Beurteilung der Streuungskapazitit eines Tumors zu etablieren. Inwieweit diese
Arbeitshypothese zutrifft, und falls dies so ist, welche Aussagekraft der
Nachweis einzelner disseminierter Tumorzellen im Knochenmark fiir die
Prognose der Patientinnen mit Mamma- oder Ovarialkarzinom hat, soll in dieser
Arbeit untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die Krankenakten von 660
Patientinnen, die sich iliber einen Zeitraum von anndhernd vier Jahren in der
I. Frauenklinik der LMU Miinchen aufgrund eines histologisch gesicherten
Ovarial- oder Mammakarzinoms therapieren lieen und sich im Zuge dessen
freiwillig einer Knochenmarkspunktion unterzogen, auf ihren weiteren
Krankheitsverlauf untersucht. Mittels statistischer Verfahren wie der Cox-
Regressionsanalyse und der Kaplan-Meier-Uberlebenskurven wurde untersucht,
ob durch den Knochenmarksbefund eine Einteilung der Patientinnen in
unterschiedliche Risikogruppen beziiglich der Progression ihrer Erkrankung

moglich ist. Eine weitere Differenzierung erfolgte durch eine Aufspaltung der



Patientinnenkollektive in einzelne Untergruppen, die sich anhand ihres
Lymphknotenstatus, der Hormonrezeptorsensibilitdt, der TumorgroBe, der
operativen Vorgehensweise oder dem Grad der Differenzierung des Tumors
unterschieden. Die hierbei gewonnenen Daten wurden untereinander in Relation

gesetzt, bewertet und mit Ergebnissen aus der Literatur verglichen.



2.Material und Methoden

2.1. Die Patientinnen

Die im Rahmen dieser Studie untersuchten, therapierten und weiter
beobachteten Patientinnen teilten sich in zwei unterschiedliche Kollektive auf.
Die Gruppe der Patientinnen mit Mammakarzinomen setzte sich aus 552
Patientinnen zusammen, die derjenigen mit Ovarialkarzinomen aus 108
Patientinnen. Es wurden nur solche Patientinnen in diese Studie aufgenommen,
bei denen zum Zeitpunkt der Primiroperation klinisch kein Anhalt fiir das
Vorhandensein von Fernmetastasen zu erkennen war und bei denen der
Primirtumor makroskopisch vollstdindig entfernt werden konnte. Zur
Verlaufskontrolle erfolgten alle drei Monate klinische Nachuntersuchungen und
die Bestimmung des CA-125-Serumtumormarkers, ohne routinemifiig weitere
bildgebende Verfahren einzusetzen. Diese kamen nur dann zum Einsatz, wenn
sich bei der klinischen Untersuchung Verdachtsmomente ergaben, die auf eine
Progression der Erkrankung hindeuteten. Die Einteilung der Tumore erfolgte
nach der 5. Ausgabe des TNM-Schemas.”” Dabei unterscheidet man die
prdoperative  klinische = TNM-Klassifikation von der postoperativen
histopathologisch verifizierten Klassifikation pTNM. Neben dieser fiir alle
malignen Tumore anwendbaren Einteilung existiert fiir die Gruppe der
Ovarialkarzinome zusitzlich noch die FIGO-Gruppierung der Federation
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique’’. Diese Einteilung
unterscheidet sich vom TNM-Schema nicht mehr wesentlich, gilt fiir das
Ovarialkarzinom international jedoch immer noch als die am meisten
verbreitete Klassifikation und wurde deshalb zur besseren Vergleichbarkeit mit

anderen Studien in dieser Untersuchung auch angewandt. Sowohl die



immunhistochemische Auswertung der gewonnenen Knochenmarksbiopsien als
auch die histopathologischen Untersuchungen der Tumorresektate erfolgten
vollig unabhidngig voneinander. Aufgrund dessen ergab sich eine
Kontrollgruppe von 191 Patientinnen, bei denen der initiale Tumorverdacht
histologisch nicht bestitigt wurde und deren Daten deshalb nicht in die
Ergebnisse der Studie miteingingen. Stattdessen wurden bei diesen Patientinnen
gutartige  Wucherungen diagnostiziert, unter anderem Fibroadenome,
Mastopathien, Abszesse oder auch Zysten. Thre Knochenmarksergebnisse
ermdglichten jedoch eine Uberpriifung der angewandten Firbemethode auf
moglicherweise falsch positive Ergebnisse. Die beiden Patientinnenkollektive,
aus denen die unten beschriebenen Daten gewonnen wurden, teilten sich wie

folgt auf:

2.1.1. Patientinnen mit Ovarialkarzinom

Die Ergebnisse dieser Gruppe basieren auf den Daten von insgesamt 108
Patientinnen, die in dem Zeitraum von Mérz 1994 bis Dezember 1997 1n der 1.
Frauenklinik der LMU Miinchen aufgrund eines histologisch gesicherten
Ovarialkarzinoms therapiert wurden. Das Durchschnittsalter betrug 61 Jahre
und schwankte zwischen 29 Jahren und 80 Jahren.

Nachdem alle Patientinnen eingehend iiber die Moglichkeiten und Risiken
einer Knochenmarkspunktion informiert wurden, erklarten sie schriftlich ihr
Einverstindnis mit dem vorzunehmenden, zusidtzlichen Eingriff. Alle
Patientinnen unterzogen sich einer Laparotomie mit Hysterektomie,
beidseitiger Ovarektomie, Omentektomie und anschlieBendem peritonealem
Tumordebulking, falls dies moglich war. Eine Entfernung der pelvinen und

paraaortalen Lymphknoten unter therapeutischen Gesichtspunkten wurde nur



dann durchgefiihrt, wenn der Tumor in seiner grofften Ausdehnung eine
maximale Dicke von weniger als zwei cm hatte und der Allgemeinzustand der
Patientin einen solch ausgedehnten chirurgischen Eingriff zulieB. Mit
Ausnahme der nach FIGO I a oder b eingruppierten Patientinnen erhielten alle
eine zusitzliche systemische Chemotherapie. Die dabei angewandten Verfahren

bestanden entweder in der Gabe von:

Cylophosphamid 600 mg/m?> Korperoberfliche kombiniert mit
Carboplatin 350 mg/m?> Korperoberflache

oder
Paclitaxel 185 mg/m?* Korperoberfliche kombiniert mit
Carboplatin 350 mg/m? Korperoberfliache.

Eine abdominale Bestrahlung wurde bei keiner der Patientinnen durchgefiihrt.
Um den lokoregiondren Befund wund mdglicherweise vorhandenen
Fernmetastasen zu erkennen, wurden weiter klinische Untersuchungen an allen
Patientinnen durchgefiihrt. Diese beinhalteten Rontgenaufnahmen des Thorax
und des Abdomens, Ultraschallaufnahmen der Leber sowie Computer-
tomographicaufnahmen des Abdomen und des Thorax. Falls die klinische
Situation es erforderte, wurden ergénzend folgende weitere Untersuchungen
durchgefiihrt: Rektoskopien, Zystoskopien, kolorektale Kontrastmittel-
aufnahmen und renale Pyelogramme. RoutinemiBig wurde der CA-125
Serumtumormarker untersucht, wobei Werte von iiber 35 U/mL als erhoht
eingestuft wurden. All diese Untersuchungsmethoden ergaben zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose keinen Anhalt fiir eine Fernmetastasierung und auch
anamnestisch gab es in der Vorgeschichte bei keiner der Patientinnen einen

anderen epithelialen Tumor.



2.1.2. Patientinnen mit Mammakarzinom

In dieser Gruppe beruhen die Ergebnisse auf den Daten von 552 Patientinnen,
welche in der Zeit vom Februar 1994 bis August 1998 in der I. Frauenklinik der
LMU Miinchen und der gyndkologischen Abteilung der II. Medizinischen
Klinik Augsburg aufgrund eines histologisch gesicherten Mammakarzinoms
therapiert wurden. Auch sie wurden wieder iiber die Mdglichkeiten und Risiken
einer Knochenmarkspunktion eingehend informiert und gaben dann im
Anschluss alle schriftlich ihr Einverstindnis zu diesem Eingriff. Ein weiterer
epithelialer Tumor war auch bei keiner dieser Patientinnen zu diesem Zeitpunkt
der Studie bekannt. Die Entnahme der Knochenmarksproben aus beiden Hiiften
erfolgte hier auch wieder vor der initialen Exzision des Primértumors.

In allen Fallen wurde der Primdrtumor vollstindig entfernt, wobei in 54 % der
Félle (bei 298 Patientinnen) brusterhaltend operiert wurde und in 46 %
(254 Patientinnen) eine vollstandige Mastektomie erfolgte.

Ausnahmslos erfolgte, bei allen brusterhaltend operierten Patientinnen, im
Anschluss an die Operation eine Radiatio. Bei den mastektomierten
Patientinnen erhielten 37 % (94 Patientinnen) eine Brustwandbestrahlung. Die
Patientinnen, die keine zusitzliche Chemotherapie erhielten, wurden mit 50 Gy
in 25 Sitzungen bestrahlt. Erfolgte eine zusitzliche Chemotherapie, so wurden
dann 50,4 Gy in 28 Sitzungen verabreicht. Von den 270 nodal negativen
Patientinnen erhielten 23 eine systemische Chemotherapie und 33 Patientinnen
wurde das Anti-Ostrogen Tamoxifen verabreicht. Von den 170 Patientinnen die
sich bereits in der Menopause befanden, hatten 42 % einen
ostrogenrezeptorpositiven Tumor. Diese Gruppe erhielt 20-30 mg Tamoxifen
taglich iliber einen Zeitraum von zwei bis flinf Jahren. Ausnahmslos alle
Patientinnen, ob pridmenopausal oder postmenopausal, erhielten im Falle eines

ostrogenrezeptornegativen Tumors eine zusitzliche Chemotherapie. Alle
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Patientinnen mit ein bis drei befallenen Lymphknoten erhielten insgesamt sechs

Zyklen Chemotherapie bestehend aus folgender Kombination:

Cyclophosamide 600 mg/m? Korperoberfliche,
Methotrexat 40 mg/m*> Korperoberfliche und
5-Fluoruracil 600 mg/m? Korperoberfliche

in einem Abstand von jeweils 21 Tagen. In den 101 Féllen in denen vier oder
mehr lokoregiondre Lymphknoten befallen waren, wurden erst vier Zyklen mit

Epirubicin 90 mg/m? Korperoberfliche und

Cyclophosamide 600 mg/m?> Korperoberfliche
verabreicht, gefolgt von drei Zyklen der Cyclophosamid-Methrotrexat-5-
Fluoruracil-Kombination. Bei den 19 Patientinnen, bei denen Anzeichen auf
ein inflammatorisches Mammakarzinom hindeuteten, erfolgte bereits
praoperativ eine Chemotherapie in drei Zyklen, entweder mit der oben
beschrieben Epirubicin-Cyclophosamid-Kombination, oder mit

Epirubicin 90 mg/m? Korperoberflache und

Paclitaxel 175 mg/m? Korperoberfliche.
Es stellte sich spiter heraus, dass alle diese 19 Patientinnen einen positiven
Lymphknotenstatus aufwiesen. Auch in dieser Gruppe erfolgte vor der
Entfernung des Primdrtumors systematisch eine Reihe von Untersuchungen,
um moglicherweise bereits vorhandene Fernmetastasen zu erkennen. Diese
Untersuchungen bestanden aus Thoraxrontgenaufnahmen, Mammographie-
aufnahmen der kontralateralen Brust, Ultraschallaufnahmen der Leber und
einem vollstindigem Knochenszintigramm. Dabei wurde zu diesem Zeitpunkt

keine Fernmetastase gefunden.
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2.2. Die Untersuchungsmethoden

Die Entnahme, Autfbereitung und Befundung der Knochenmarksaspirate
erfolgte durch die Mitarbeiter des Labors fiir Tumorimmunologie an der
I. Frauenklinik der Universitit Miinchen. Samtliche Patientinnendaten,
histologische und immunzytochemische Ergebnisse wurden vom Autor
zusammen mit den Verlaufskontrollen aus den Krankenakten erhoben und in

einer Datenbank zusammengefasst.

2.2.1. Die Gewinnung und Aufbereitung der
Knochenmarksproben

Die Gewinnung der Knochenmarksbiopsien erfolgte in beiden Gruppen nach
derselben Methode. Unmittelbar nach Einleitung der Intubationsnarkose zur
Entfernung des Primértumors, jedoch noch vor jeglichem chirurgischen
Eingriff, wurden mittels einer Nadelpunktion Knochenmarksaspirate aus der
christa iliaca anterior superior dextra et sinistra entnommen. Die dabei
gewonnenen Mengen schwankten zwischen 3,5 ml und 11 ml. Die
Zentrifugation des gewonnenen Materials erfolgte mittels eines Ficoll-Hypaque
Dichtegradienten (Fa. Pharmacia, Uppsala, Finnland) mit einer Dichte von
1.077 g/mol bei 900-facher Erdbeschleunigung fiir 30 Minuten. Dann wurden
bei 150facher Erdbeschleunigung fiir fiinf Minuten mittels einer Universal 30F
Zentrifuge (Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland) 10° mononukleire
Interphasezellen isoliert, gereinigt und auf einen Objekttrager aufgebracht.
Dieses Verfahren erlaubt die Aufbereitung einer reproduzierbaren Anzahl an
Zellen, bei einer Verlustrate von weniger als 10 %. Nach einer mehrstiindigen

Lufttrocknungszeit wurden die Pridparate entweder sofort gefarbt oder bei
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-80° C gelagert, eine Temperatur bei der die epithelialen Antigene noch
mindestens 2 Jahre nachweisbar sind. Aufgrund des bemerkenswert sauberen
Hintergrundes konnten positive Zellen ohne grof3ere Unsicherheiten bestimmt
werden. Von 14 Patientinnen der Ovarialkarzinomgruppe wurden Proben des
intraperitonealen Tumorgewebes entnommen, sofort in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren, bei -80°C gelagert und in Sum Schnitte geteilt, um das
Markierungspotenzial des A45-B/B3 Antikorpers zu liberpriifen.

2.2.2. Die Immunzytochemie

Um einen Vergleich mit anderen Studien moglich zu machen, wurden bei der
Gewebsaufbereitung und der immunzytochemischen Féarbung die neuesten
Empfehlungen’ des Tumor Cell Detection Committee der International Society
of Hemathotherapy and Graft Engeneering (ISHAGE) beachtet. Zur
Kennzeichnung der Tumorzellen in der aufbereiteten Knochenmarksprobe
wurde der mononukledre Antikorper A45-B3 (Fa. Micromet, Miinchen,
Deutschland) in einer Dosierung von 1.0-2.0 pg/ml eingesetzt. Dieser
Antikorper richtet sich gegen die in Tumorzellen haufig auftretende
Zytokeratinpolypeptide, unter anderem gegen die Heterodimere 8/18 und 8/19.
Die spezifische Antikorperreaktion wurde mittels der alkalischen Phosphatase
antialkalische Phosphatase-Reaktion (APAAP-Methode) hervorgebracht in
Kombination mit der Neofuchsinmethode, um die Bindung zu visualisieren. Der
dabei verwendete Antikorper des alkalische Phosphatase-Komplexes D651 (Fa.
Dako, Hamburg, Deutschland) wurde nach den Angaben des Herstellers mit
dem Zytokeratin gebundenen A45-B/B3 iiber eine Hase-Anti-Maus-
Antikorperreaktion mittels Z 259 (Fa. Dako, Hamburg, Deutschland) gebunden.

Des Weiteren wurden die Priparate der sich entwickelnden Neofuchsinlosung
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fiir 20 Minuten ausgesetzt, abgewaschen und mit Deckpléttchen verschlossen.
Um eine schnelle Suche nach zytokeratinpositiven Zellen (CK+) zu
ermdglichen, wurde auf eine Gegenfiarbung verzichtet. Eine Probe wurde dann

als positiv bewertet, wenn eine oder mehrere CK+ Zellen gefunden wurden®.

Bild 1

OB

Abbildung dreier immunzytochemisch nachgewiesener, rot angefirbter, CK+ Zellen, isoliert aus einem
Knochenmarksaspirat einer Patientin mit Mammakarzinom (pT2N,M,G2); auffallend ist der
bemerkenswert saubere Hintergrund, der eine klare Unterscheidung von Knochenmarkszellen und
disseminierten Tumorzellen (DTZ) erlaubt.

Die Auswertung der Priparate erfolgte durch zwei voneinander unabhingige
Untersucher, die in mehr als 95 % der Félle zu den gleichen Wertungen kamen.
In der abschlieBenden, gemeinschaftlichen Reevaluation der strittigen
Beurteilungen konnten sich die Untersucher in allen Fillen im Konsens auf eine
einheitliche Meinung festlegen.

Zur Priifung der Spezifitit wurde jede zytochemische Féarbung sowohl auf

falsch positive wie auch auf falsch negative Ergebnisse hin kontrolliert.
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Bild 2

Abbildung eines Clusters: hierbei handelt es sich um eine Aggregation multipler immunzytochemisch
nachgewiesener Zellen, isoliert aus dem Knochenmarksaspirat einer Patientin mit Mammakarzinom;
auch diese heben sich deutlich von ihrer Umgebung ab, so dass eine eindeutige Identifizierung moglich
ist.

Die Brustkrebs-Zelllinie BT-20, eingebettet in mesenchymalen Zellen der ~ U-
937 Histiozytom Tumorzelllinie, diente als Positivkontrolle jeder
immunzytochemischen Firbung. Die Spezifitit der Antikorperreaktion wurde
durch eine angemessene Verdiinnung der Maus-Myelomantikorper bei der
isotypischen Kontrolle der Knochenmarksproben der Patientinnen kontrolliert.
Als Negativkontrolle dienten die Knochenmarkaspirate der 191 Patientinnen.
bei denen sich der Anfangsverdacht eines malignen Geschehens in der spiteren
histopathologischen Untersuchung nicht bestétigte. Bei 153 dieser Patientinnen
wurden Fibroadenome, Mastopathien, Abszesse oder auch Zysten der Brust
diagnostiziert. Weitere 38 Patientinnen mit initialem Verdacht auf
Ovarialkarzinom zeigten in der histopathologischen Untersuchung lediglich
solide Zysten, Zystadenome oder zervikale Neoplasien Grad I oder II. In zwei
von diesen Fillen wurden disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
nachgewiesen. Hierbei handelte es sich im einen Fall um eine chronische

Mastitis und im anderen Fall um ein Zystadenom des Ovars.
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2.2.3. Die statistischen Analysen

Die Qualitédt der erhobenen Daten wurde durch einen Abgleich aller erhobenen
immunzytochemischen und histopathologischen Befunde sowie der im Rahmen
der Verlaufskontrolle erhobenen Ergebnisse mit den in den urspriinglichen
Krankenakten aufgezeichneten Daten gesichert. Ausgangspunkt der Messung
war der Tag der Operation des Primirtumors und damit die Entnahme des
Knochenmarks. Als Endpunkt der Messungen wurde die letzte bekannte
krankheitsfreie Verlaufskontrolluntersuchung, die erstmalige Manifestation von
Fernmetastasen oder der durch die Erkrankung bedingte Tod festgelegt. Die
Erhebung der Daten der Verlaufskontrolle endete am 30. Juni 2000.
Lokoregionidre Rezidive wurden als separate Endpunkte bestimmt und als
solche auch dementsprechend vermerkt. In diesem Zusammenhang galt ipsi-
und kontralateraler Brustkrebs in der Mammakarzinomgruppe per definitionem
als lokoregiondres Rezidiv. Die Daten der Patientinnen, die bereits in den
Untersuchungen vor dem Ersteingriff Fernmetastasen aufwiesen, fanden keinen
Eingang in diese Studie. Pleuraergiisse wurden nur dann als Fernmetastasen
gewertet, wenn ihre Malignitdt auch mittels Zytologie nachgewiesen werden
konnte. Die statistische Aufarbeitung der gesammelten Daten erfolgte auf drei
verschiedene Arten. Neben einer univariablen Analyse erfolgte eine
multivariable, nach dem Cox-Regressions-Modell und eine Analyse der
Uberlebenszeiten mittels Kaplan-Meier-Kurven.”> Bei diesen statistischen
Analysen wurden sowohl die Gesamtgruppe der Ovarialkarzinompatientinnen,
beziechungsweise der Mammakarzinompatientinnen, als auch spezielle
Untergruppen der einzelnen Kollektive untersucht. Diese Untergruppen waren
bei der Ovarialkarzinomgruppe die optimal operierten (Ry.;) gegeniiber den
nicht vollstdndig operierte Patientinnen (R,) und in der Mammakarzinomgruppe

die mit (N;) und ohne Lymphknotenbefall (N,), die Ostrogenrezeptorpositiv

- 16 -



gegeniiber den Ostrogenrezeptornegativen, die mit einer Tumorgrof3e kleiner 2
cm (T,) gegeniiber denen gréBer 2 cm (T,4) und die mit einem Grading der
Stufe 1-2 (G;_;) gegeniiber Patientinnen mit einem Grading der Stufe 3 (G3). Bei
der Analyse der Uberlebenszeiten wurde das Auftreten des ersten
lokoregiondren Rezidivs, das erstmalige Auftreten von Fernmetastasen und die
Gesamtiiberlebensdauer jeweils als eigenstidndiges zufallsbedingtes Ereignis
erfasst und gesondert mittels Kaplan-Meier-Kurven ausgewertet.

Die multivariablen Analysen wurden mit Hilfe der Cox-Regressions-Analysen
durchgefiihrt. Sie erlauben, den Einfluss von bestimmten unabhédngigen
Risikofaktoren auf die Ereignisintensitit, die Hazardfunktion, zu untersuchen.
Diese analysierten Kovarianten waren in der Ovarialkarzinomgruppe die Figo-
Einteilung und eine gegebenenfalls belassene Resttumormenge. In der
Mammakarzinomgruppe waren das der Hormonrezeptorstatus und die
TumorgroBBe. In beiden Gruppen wurden der Knochenmarksbefund, der
Lymphknotenstatus und das Grading analysiert. Um die Aussagekraft der
Variablen mit diesem Modell vergleichen zu konnen, ist die Unabhingigkeit der
einzelnen Variablen voneinander und die Varianzhomogenitit untereinander
von elementarer Bedeutung. Beide Voraussetzungen waren bei den
verwendeten Variablen erfiillt. Als das zu analysierende Ereignis wurde
einerseits der Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von Fernmetastasen und
andererseits der Eintritt des Todes definiert. Die dabei untersuchten Variablen
wurden schrittweise in das Modell eingebracht, um die Aussagekraft des
Nachweises von ZIK mit der der anderen Prognosefaktoren zu vergleichen'”.
Die Ubereinstimmung der Verteilung der einzelnen Variablen wurde durch den
Mann-Whitney U Test iiberpriift, ein auf Ringen basierender Test fiir
unverbundene Stichproben. Dabei wurden Unterschiede zwischen den Gruppen

als signifikant angesehen, wenn die P-Werte unter 0,05 lagen. Zum Anfertigen
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der oben beschriebenen Analysen wurde das Softwareprogramm SPSS 12.0 fiir

Windows (Fa. SPSS Inc., Chicago, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Patientinnen mit Ovarialkarzinom

3.1.1. Der Nachweis von DTZ im Knochenmark

Die Ovarialzellen der entnommenen Proben des intraperitonealen Tumor-
gewebes, die dem A45-B/B3-Antikérper ausgesetzt wurden, zeigten eine
gleichméBige kraftige Farbung. Das gleiche Vorgehen zeigte bei Knochenmark
gesunder  Patientinnen keine  Hintergrundfirbung, da  Knochenmark
normalerweise keine epithelialen Zellen enthilt. Einige der gewonnenen
Knochenmarksaspirate enthielten einzelne eingebettete Ovarialkarzinomzellen,
die in der oben beschriebenen Versuchsanordnung eine breite Farbung des
Zytoplasmas aufwiesen. Anhand der Knochenmarksaspirate der 191
tumorfreien Patientinnen, bei denen sich nach Verdacht auf ein Karzinom in der
anschlieBenden histopathologischen Untersuchung kein Anhalt fiir ein malignes
Geschehen zeigte, konnte die Spezifitit des Antikorpers iiberpriift werden. In
einem Prozent (2 Fille) dieser Gruppe zeigten sich spezifisch angefarbte CK+
Zellen. Die Histologie dieser beiden Félle zeigte in einen Fall eine gutartige
chronische Entziindung der Brust und im zweiten Fall ein gutartiges
Zystadenom des Ovars. Die 108 dieser Untersuchung zugrunde liegenden
Knochenmarksbiopsien stammen alle von Patientinnen, bei denen erst kurz vor
Entnahme der Proben ein auf den lokoregiondren Bereich begrenztes
Ovarialkarzinom diagnostiziert wurde. Zum Zeitpunkt der Primédroperation
waren weder Anzeichen fiir Fernmetastasen erkennbar, noch 1in der
Krankengeschichte Hinweise auf das Vorhandensein vormaliger epithelialer

Tumore verzeichnet. Dies entspricht einem Stadium I bis III nach der Einteilung
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der FIGO-Klassifikation. Zum Zeitpunkt der Priméroperation, noch vor
jeglicher chirurgischen Intervention, konnten in 32 (30 %) der insgesamt 108
Knochenmarksaspiraten einzelne DTZ nachgewiesen werden. Die Anzahl dieser
CK+ Zellen variierte von einer bis zu 31 pro 2x10° mononukledren Zellen bei
einem Mittelwert von drei. Unter der Annahme, dass die Zellen gleichmiBig auf
das Knochenmark verteilt sind, errechnet sich eine Gesamtmenge an
Tumorzellen im Knochenmark von 8x10° bis 28x10° Zellen. Ansammlungen
von mehreren CK+ Zellen konnten in keiner der 32 positiven Proben

nachgewiesen werden.

3.1.2. Die klinischen Merkmale der Patientinnen

Bei der statistischen Auswertung der gesammelten Daten zeigte sich, dass
keiner der etablierten Risikofaktoren fiir den weiteren Krankheitsverlauf des
Ovarialkarzinoms, wie die histologische Morphologie des Tumors, der
Differenzierungsgrad, moglicherweise belassener intraperitonealer Resttumor,
Aszites, eine intraperitoneale Metastasierung oder mogliche Beteiligung der
retroperitoneal gelegenen Lymphknoten, in seiner Aussage mit einem positiven
Knochenmarksbefund in Verbindung gebracht werden konnte (Tabelle 1). Es
zeigte sich auch kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Nachweis von
CK+ Zellen im Knochenmark und den verschieden FIGO-Stadien, wobei in
diesem Zusammenhang jedoch erwédhnt werden muss, dass von den 11
Patientinnen mit einer Einstufung Ic nach FIGO, was einem frithen Stadium der
Erkrankung entspricht, bei der das Tumorwachstum jedoch bereits iiber das

Ovarialparenchym hinausgewachsen ist, bei vieren der Nachweis von CK+
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Zellen im Knochenmark gelang. Im Gegensatz dazu fand sich in der Gruppe der
acht Patientinnen mit FIGO I a/b, bei denen die Tumorausdehnung auf das
Ovarialparenchym beschrankt ist, kein einziger positiver Befund. Da
Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom meist erhohte Werte des
Serumtumormarkers CA-125 zeigen, wurde untersucht, ob sich ein
Zusammenhang zwischen einem erhohten CA-125-Wert und dem Auftreten von
CK+ Zellen 1im Knochenmark herstellen lieB. Unabhingig vom
Knochenmarksbefund zeigten 85 von 108 Patientinnen erhdhte CA-125 Werte,
dies entspricht 79 %. Beim Betrachten der im Knochenmark positiv befundeten
Patientinnen zeigte sich bei 26 von 32 ein erhohter CA-125 Wert (84 %).
Demgegeniiber hatten in 59 von 76 Fillen (78 %) die Patientinnen bei negativen
Knochenmarksbefunden einen CA-125 Anstieg zu verzeichnen. Alle oben
gemachten Aussagen und Werte basieren auf den Ergebnissen des Chi*-Tests,

der die Unabhingigkeit zweier Alternativmerkmale untersucht.
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Tabelle 1

Die klinischen Merkmale der 108 Patientinnen mit
Ovarialkarzinom und Knochenmarksbiopsien

.. Prozentsatz P**
Eigenschaften Patientinnen Ck+ CK- CK+* Wert
Gesamtanzahl 108 32 76 29,6
Alter 0,55
Uber 61Jahre 56 18 38 32,1
unter 61 Jahre 52 14 38 26,9
FIGO-Klassifikation 0,39
| 20 4 16 20
Il 10 2 8 20
1l 78 22 56 33,3
Lymphknotenbeteiligung 0,52
pNo 49 13 36 26,5
pN; 59 19 40 32,2
Aszites 0,64
vorhanden 57 18 39 31,6
nicht vorhanden 51 14 37 27,5
belassene Resttumormenge 0,12
Ro 39 7 32 17,9
R, 25 8 17 32
R, 44 17 27 38,6
CA-125 Tumormarker 0,67
erhoht 85 26 59 30,6
normal 23 6 17 26,1
Differenzierung 0,02
Gy 23 2 21 8,7
G, 36 10 26 27,7
Gs4 49 20 29 40,8
Histologie 0,4
seros 77 21 56 27,3
andere*** 31 11 20 35,5
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Legende:

{ibernommen aus Braun et al. °

* CK+ = Nachweis zytokeratinpositiver Zellen im Knochenmark

** Die P-Werte basieren auf den Ergebnissen des Chi*Tests, der die Unabhangigkeit von zwei
Alternativmerkmalen untersucht

*** andere setzte sich zusammen aus den Befunden undifferenzierte (n=11), endometrioide
(n=10) und muzindése (n=6) und Klarzell-(n=4)Ovarialkarzinome

3.1.3. Die Korrelation des Nachweises von DTZ im

Knochenmark mit dem klinischen Verlauf

Die Verlaufskontrolle erfolgte {iber einen Zeitraum von durchschnittlich 45
Monaten und variierte in den einzelnen Fillen von 12 Monaten bis zu 77
Monaten. Bei 53 Patientinnen, dies entspricht 49 % der Untersuchten, trat ein
Wiederaufflammen des malignen Geschehens ein. Diese Rezidive traten
meisten intraperitoneal auf, lediglich bei 21 Patientinnen (19 %) zeigten sich
extraperitoneale Fernmetastasen. Diese Zahlen unterstreichen die Bedeutung der
lokoregiondren Rezidivierung des Tumors fiir den weiteren Krankheitsverlauf.
Der Einfluss des Knochenmarksbefundes auf die Gesamtiiberlebens-
wahrscheinlichkeit (Kaplan-Meier-Diagramm 1), das fernmetastasenfreie
Uberleben (Kaplan-Meier-Diagramm 2) und das rezidivfreie Uberleben
(Kaplan-Meier-Diagramm 3) wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven untersucht.
In allen drei Analysen zeigte sich fiir die Gruppe der Patientinnen, mit
erbrachten Nachweis von CK+ Zellen im Knochenmark, eine deutlich
schlechtere Prognose des weiteren Krankheitsverlaufes. Es zeigte sich auch eine
deutliche Uberlegenheit der Aussagekraft des Zytokeratinnachweises fiir das
Auftreten von Fernmetastasen gegeniiber dem Auftreten von lokoregiondren

Rezidiven.
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Kaplan-Meier-Diagramm 1
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Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Ovarialkarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(1) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,078)

(2) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit (P-Wert < 0,0001)

(3) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,0191)
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Ein Drittel der Patientinnen (37 von 108) verstarb im Untersuchungszeitraum an
den Folgen ihrer Tumorerkrankung. Aufgeteilt nach den jeweiligen
Untergruppen ergibt sich eine Gesamtiiberlebens-wahrscheinlichkeit von 41 %
bei CK+ im Knochenmark bzw. 69 % Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit in
der Gruppe ohne CK-Nachweis im Knochenmark.

Das spitere Auftreten von Fernmetastasen korreliert am deutlichsten mit dem
Nachweis von DTZ. 59 % der aufgetretenen Fernmetastasierungen traten in der
Gruppe der 32 Patientinnen mit Zytokeratinnachweis im Knochenmark auf,
gegeniiber 3 % in der Gruppe der 76 ohne DTZ im Knochenmark. Die
Wahrscheinlichkeit fiir das gesamte Patientinnenkollektiv betrug 19 %.
Lokoregiondre Rezidive traten in der Gruppe ohne Zytokeratinnachweis im
Knochenmark mit einer Wahrscheinlichkeit von 41 % auf. Bei
Zytokeratinnachweis im Knochenmark lag die Wahrscheinlichkeit bei 69 %.
Mittels einer Coxanalyse wurde untersucht, ob das Vorhandensein von DTZ im
Knochenmark eine statistisch signifikante Aussage iiber die Dauer des
fernmetastasenfreien postoperativen Uberlebens der Patientinnen gibt.

Zudem wurde untersucht, ob diese Aussagekraft unabhéngig von Faktoren wie
der FIGO-Klassifikation, der Menge des intraperitoneal belassenen Resttumors,
des Lymphknotenstatus oder des Menopausenstatus ist. Wie sich zeigte, waren
der Knochenmarksstatus und die intraperitoneal belassene Resttumormenge
alleinig unabhingige Prognosefaktoren fiir das spdtere Auftreten von
Fernmetastasen (Tabelle 2). Dementsprechend war flir die oben beschriebene
optimal operierte Gruppe R,.; der Zytokeratinnachweis im Knochenmark der

einzige unabhingige Prognosefaktor fiir die Vorhersage von Fernmetastasen.
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Tabelle 2

Univariate und multivariable Analyse der Einflussfaktoren auf das erstmalige
Auftreten von Fernmetastasen bei Ovarialkarzinompatientinnen

Patientinnen ' Univariate Multivariabel
[ 5 0, 4 5 0, 4 P'
Variable RR 95% ClI RR 95% ClI Wert
A) Patientinnenanzahl 108
CK-Nachweis
positiv 19/32 16,5 6,2-56,9 18,2 6,6-64,3 0,001
negativ 2/76 1,0 R.G.2
Figo-Einteilung
| oder Il 2/30 1,0 R.G.?
1T 19/78 4.2 1,3-13,8 k.S. 0,67
Grading
G1 oder 2 5/59 1,0 R.G.2
G3 16/49 3,8 1,7-8,5 k.82 0,67
Lymphknotenstatus
positiv 16/59 3,7 1,3-10,1 k.S 0,93
negativ 5/49 1,0 R.G.?
Residualtumor
keiner/nur mikroskopisch 6/64 1,0 R.G? 4,7 2,1-10,7  0,0002
Makroskopisch erkennbar 15/44 3,6 1,9-6,8
B) nur die Patientinnen
. 64
mit R0_1
CK-Nachweis
positiv 5/15 7,3 1,5-56,8 7,3 1,5-56,8 0,018
negativ 1149 1,0 R.G.2
Figo-Einteilung
| oder Il 1127 1,0 R.G.2
1T 5/37 3,9 0,7-20,7 k.S 0,14
Grading
G1 oder 2 4/47 1,0 R.G.
G3 2117 1,7 0,6-4,8 k.S.2 0,73
Lymphknotenstatus
positiv 4/27 3,5 0,6-19,4 k.S. 0,11
negativ 2/37 1,0 R.G.2
Residualtumor
keiner 2/39 1,0 R.G.?
mikroskopisch erkennbar 4/25 52 0,9-28,4 k.S 0,25

-26 -



Legende:

Ubernommen aus Braun et al. °

! Anzahl der Patientinnen mit Fernmetastasen/Gesamtanzahl der Patientinnen

’R.G. Referenzgruppe

*k.S. keine Signifikanz; aufgrund fehlender Signifikanz konnte keine Einschatzung des
relativen Risikos vorgenommen werden

“Cl  Confidence Intervall

°RR relatives Risiko

3.1.3.1. Die Untergruppe der optimal operierten Patientinnen

Bei 64 der 108 Patientinnen wurde in der Primdroperation der intraperitoneale
Tumor nach makroskopischen Kriterien vollstindig (Ry.;) entfernt. Aus der
Gruppe dieser optimal operierten Ovarialkarzinompatientinnen verstarben 10
wihrend des Beobachtungszeitraumes. Sechs Patientinnen stammten aus der
Gruppe der 49 CK- getesteten, wohingegen vier der 15 CK+ Patientinnen
verstarben (Kaplan-Meier-Diagramm 4). Bei einem P-Wert von 0,3365
entspricht dies keiner statistisch signifikanten Aussage.

Beim Auftreten von lokoregiondren Rezidiven (Kaplan-Meier-Diagramm 5)
zeigten sich mit 20 % fir die Gruppe der CK- und 40 % fir die Gruppe der
CK+ bei einer Wahrscheinlichkeit von 25 % fiir die Gesamtgruppe der
Ovarialkarzinompatientinnen mit Ry ; keine statistisch signifikanten
Unterschiede (P-Wert = 0,2247).

Fernmetastasen traten in der Gruppe der Patientinnen ohne DTZ im
Knochenmark nur in einem von 49 Fillen auf, jedoch bei 5 der 15 Patientinnen

mit DTZ im Knochenmark (Kaplan-Meier-Diagramm 6) (P-Wert = 0,0012).
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Kaplan-Meier-Diagramm 4
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Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Ovarialkarzinompatientinnen mit makroskopisch vollstindig
entferntem Tumor (R ), aufgegliedert nach dem Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(4) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,3365);

(5) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,2247);

(6) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,0012)
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3.1.3.2. Die Untergruppe der Patientinnen mit belassenem

Resttumor

Von den 44 Patientinnen, bei denen der Tumor in der Primiroperation nicht
vollstindig entfernt werden konnte, iiberlebten 39 % den Untersuchungs-
Zeitraum. Diese Uberlebenswahrscheinlichkeit setzte sich aus 52 % fiir die CK-
und 18 % fiir die CK+ Gruppe zusammen. Von den 34 % der Patientinnen
dieser Gruppe, die im weiteren Krankheitsverlauf eine Fernmetastase
entwickelten, kam nur eine aus der Gruppe der 27 Patientinnen mit CK- Befund
(= 4 %). Demgegeniiber standen 14 von 17 Patientinnen mit Fernmetastasen aus
dem CK+ Kollektiv (Kaplan-Meier-Diagramm 7). Auch hierbei war in dieser
Untergruppe der durchschnittliche Beobachtungszeitraum mit 14 Monaten,
aufgrund der hohen Inzidenz der Metastasierung, bei einer relativ kleinen
Population, sehr kurz. Trotzdem ist der Zusammenhang in dieser Gruppe
zwischen einem positiven Knochenmarksbefund und dem spéteren Auftreten
von Fernmetastasen eindeutig.

Des Weiteren wurde fiir diese Untergruppe die Haufigkeit eines lokoregiondren
Rezidives analysiert (Kaplan-Meier-Diagramm 8). Wie zu erkennen ist, stellt
das friihzeitige Auftreten von Rezidiven bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom
den Hauptgrund fiir die schlechte Prognose eines Ovarialkarzinoms dar. In
diesem Fall betrug der durchschnittliche Beobachtungszeitraum bis zum
erstmaligen Auftreten eines Rezidives im Schnitt 14 Monate nach der
Primdroperation.  Fiir  Patientinnen mit  Ovarialkarzinom ist der
Knochenmarksstatus keine Variable, die die Prognose eines Rezidives
statistisch  signifikant beeinflusst. Selbst bei der Metastasierung der
retroperitonealen Lymphknoten, die als das erste Anzeichen fiir eine

Ausdehnung des Tumors iiber das Peritoneum hinaus gewertet werden kann,
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waren die CK+ Zellen anndhernd gleichméBig auf die nodal negativen (24 %)

und nodal positiven (22 %) verteilt.

Kaplan-Meier-Diagramm 7
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Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Ovarialkarzinompatientinnen mit belassenem Residualtumor (R,),
aufgegliedert dem Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(7) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,017)

(8) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit (P-Wert = 0,0883)

(9) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit (P-Wert < 0,0001)
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3.2. Die Patientinnen mit Mammakarzinom

3.2.1. Der Nachweis von DTZ im Knochenmark

Wie fiir die Ovarialkarzinomgruppe dienten die 191 Patientinnen, bei denen
sich in der postoperativen histologischen Untersuchung der Anfangsverdacht
eines malignen Geschehens nicht bestdtigte, als Kontrollgruppe zur
Uberpriifung der Spezifitit der Antikdrperreaktion. Bei keiner der 552
Patientinnen, bei denen erst kurz zuvor ein Mammakarzinom festgestellt wurde
und die wieder in ihrer Krankengeschichte keine vorausgegangenen malignen
epithelialen Erkrankungen aufwiesen, zeigten sich zum Zeitpunkt der
Priméroperation  klinische = Anzeichen fiir das Vorhandensein von
makroskopisch erkennbaren Fernmetastasen (My). Bei dieser Gruppe konnten in
199 Fillen (36 %) CK+ Zellen nachgewiesen werden. Die iiberwiegende
Mehrzahl der positiv befundeten Knochenmarksbiopsien (185 von 199 Proben)
zeigte einzelne  disseminierte  Tumorzellen. Anders als in der
Ovarialkarzinomgruppe zeigten sich jedoch auch in 7 % der CK+ Proben sog.
Cluster, d.h. Aggregationen mehrerer Tumorzellen zu Zellhaufen, die als friihe
Stadien sich entwickelnder Fernmetastasen interpretierbar sind. Das Verhiltnis
der zytokeratinpositiven Zellen zur Gesamtzahl der untersuchten Zellen betrug
dhnlich wie bei der Ovarialkarzinomgruppe im Durchschnitt drei CK+ Zellen
pro 2x10° untersuchte Knochenmarkszellen. Die Anzahl der identifizierten

Zellen variierte dabei zwischen einer und 1223 markierter Zellen pro Probe.
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3.2.2. Die klinischen Merkmale der Patientinnen

Die Mehrzahl der entfernten Primirtumore (58 %) malBlen in ithrer maximalen
Ausdehnung 2 cm oder weniger. Dies entspricht in der TNM-Klassifizierung
einem Stadium pTla-c. Dabei zeigte sich, dass bei Primidrtumoren mit einem
Durchmesser iiber 2 cm auch die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von CK+
Zellen stieg (P-wert < 0,001). Patientinnen mit pTla zeigten in 23 % der Fille
einen knochenmarkspositiven Befund, mit pT1b in 35 % und mit pT1lc in 30 %.
Dabei betrug der P-wert 0,56 fiir die Unterschiede innerhalb der einzelnen
Untergruppen. In der Gruppe der 19 Patientinnen mit inflammatorischem
Mammakarzinom fanden sich in 15 Proben (79 %) CK+ Zellen (P-Wert <
0,001). Obgleich der Lymphknotenstatus als der Standardrisikofaktor fiir die
Prognosebeurteilung angesehen wird, fand sich in etwa das gleiche Verhiltnis
von positiven zu negativen Knochenmarksbefunden beim Vergleich der beiden
Gruppen von nodal negativen und nodal positiven Patientinnen (P-Wert = 0,13).
Ein Drittel aller Patientinnen ohne klinische oder histopathologische Anzeichen
einer Beteiligung der Lymphknoten zeigte bereits eine okkulte
Tumorzellausbreitung im Knochenmark (100 von 301 Féllen). Wie die Tabelle
3 zeigt, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen und dem Auffinden von DTZ im Knochenmark (P-
Wert < 0,001). Alle angegebenen Werte basieren auf der Analyse der
Haufigkeitsunterschiede beziiglich der Auspriagung verschiedener Merkmale

mittels eines Chi-Tests.
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Tabelle 3
Die klinischen Merkmale der 552 Patientinnen mit
Mammakarzinom und Knochenmarksbiopsien

Patientinnen DTZ im Knochenmark P-
Eigenschaften (n=552) Wert**

CK-*(n=353) CK+* (n=199)

Durchschnittsalter 56 56 54 0,11
Menopausenstatus 0,3
Pramenopausal 126 78 48
Postmenopausal 426 275 151

TumorgroBe 0,001
kleiner gleich 2 cm (pT1a-c) 320 226 94

groRer 2cm (pT2 und pT3) 189 110 79

Haut- bzw. Brustwandinfiltration 43 17 26

(pT4 a-d)

Grading 0,017
G1 31 22 9

G2 293 201 92

G3 228 130 98
Lymphknotenmetastasen 0,001
keine Lymphknotenmetastase 301 201 100

1-3 Lymphknotenmetastasen 104 79 25

4-9 Lymphknotenmetastasen 62 36 26

mehr als 9 85 37 48
Lymphknotenmetastasen

Hormonrezeptorstatus 0,83
positiv 289 186 103

negativ 263 167 96

Histologie 0,001
inflamatorischer Brustkrebs 19 4 15

andere 533 349 184

Legende:

ibernommen aus Braun et al. ®

* CK-Nachweis = Nachweis Zytokeratin positiver Zellen im Knochenmark

** Die P-Werte basieren auf den Ergebnissen des Chi’-Tests, der die Unabhangigkeit von zwei
Alternativmerkmalen untersucht
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3.2.3. Die Korrelation des Nachweises von DTZ im

Knochenmark mit dem klinischen Verlauf

Bei einem mittleren Beobachtungszeitraum von 38 Monaten, der zwischen 10
Monaten und 70 Monaten variierte, zeigte sich bei 135 Patientinnen ein
Wiederaufflammen des malignen Geschehens. Diese Riickfallgruppe setzte sich
aus 28 Patientinnen (21 %) mit lokoregiondren Rezidiven und 107 Patientinnen
(79 %) mit Fernmetastasen zusammen. Von den 199 Patientinnen, bei denen
CK+ Zellen 1m  Knochenmark nachgewiesen wurden, trat im
Untersuchungszeitraum bei 49 Patientinnen (25 %) ein tumorbedingter Tod ein.
Demgegeniiber verstarben in der knochenmarksnegativen Gruppe lediglich 6 %
an threm Tumor. In der Gruppe der CK- Patientinnen erlitten 8 % (28 von 353
Féllen) einen Riickfall in Form einer Fernmetastase, gegeniiber 40% in der
Gruppe der Patientinnen mit CK+ Befund (79 von 199 Fille). Die Gruppe der
Patientinnen mit Fernmetastasen liel sich nach dem Ort des Auftretens des
Rezidives aufgliedern. Dabei zeigten Patientinnen mit alleinigen viszeralen
Metastasen viel seltener CK+ Zellen im Knochenmark als Patientinnen mit
rein  ossdren oder kombiniert ossdren und viszeralen Metastasen

(Balkendiagramm 1).
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Kaplan-Meier-Diagramm 10
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Kaplan-Meier-Diagramm 12

Auftreten von Lokalrezidiven bei
Mammakarzinompatientinnen
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Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.
(10) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit (P-Wert < 0,0001)
(11) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit (P-Wert < 0,0001)

(12) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit (P-Wert < 0,0001)
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Balkendiagramm 1

Korrelation zwischen dem
Knochenmarksbefund und dem Ort der
Metastasierung

100

B Patientinnen
B davon CK+
OProzentsatz

. viszerale und .
ossare ossire viszerale
Metastasen Metastasen
Metastasen
M Patientinnen 19 55 33
B davon CK+ 18 48 13
OProzentsatz 95 87 39

48 der 353 Patientinnen mit negativem Knochenmarksbefund erlitten im
Beobachtungszeitraum ein lokoregiondres Rezidiv (14 %) gegeniiber 87 der 199
knochenmarkspositiven Patientinnen (44 9%). Aus diesen Zahlen wird auch
beziiglich dieses Kriteriums wieder eine deutlich schlechtere Prognose fiir
Patientinnen mit Nachweis CK+ Zellen im Knochenmarksaspirat deutlich.

Auch hier wurde wieder eine Coxanalyse durchgefiihrt, um die prognostische
Aussagekraft des Nachweises von DTZ im Knochenmark und deren
Unabhingigkeit vom Lymphknotenstatus, dem Menopausenstatus, der

Tumorgrofle, der Tumoreinteilung, dem Hormonrezeptorstatus und dem Alter
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zu iberpriifen. ® Fiir das Auftreten eines lokoregiondren Rezidives konnte kein
unabhingiger Prognosefaktor ermittelt werden. Im Gegensatz dazu stellten sich
der Knochenmarksstatus, der Hormonrezeptorstatus und der Lymphknotenstatus
als unabhingige Prognosefaktoren fiir das Auftreten von Fernmetastasen und
fiir die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit dar. In allen multivariablen
Analysen zeigte sich die Aussagekraft der Prognosefaktoren stark vermindert

gegeniiber der univariablen Analyse, mit Ausnahme der DTZ im Knochenmark

(Tabelle 4).
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Tabelle 4

Univariate und multivariable Analyse der Einflussfaktoren auf den weiteren
Krankheitsverlauf bei Mammakarzinompatientinnen

1. Erstmaliges Auftreten von Fernmetastasen im Beobachtungszeitraum

Patientinnen mit Univariate Multivariabel
Fernmetastasen/ p
: Gesamtanzahl der 4 3 5 3 -
RR 95% CI RR 95% CI
Variable Patientinnen ° ° Wert
CK-Nachweis’
positiv 79/199 5,99 3,89-9,23 6,07 3,91-9,42 <0,001
negativ 28/353 R.G.
TumorgroBe
>5cm 81/497 3,37 217-525 191 1,18-3,08 0,007
<5cm 26/55 R.G.'
Grading
G1 oder G2 43/324 2,24 1,56-3,21 k.S.? 0,35
G3 64/228 R.G."
Lymphknotenmetastase
vorhanden 76/251 3,52 2,32-5,35 2,07 1,01-4,25 0,045
nicht vorhanden 31/301 R.G.'
Hormonrezeptorstatus
Negativ 40/289 1,97 1,33-2,92 1,71 1,13-2,58 0,012
Positiv 67/263 R.G.
2.Gesamtliberlebenswahrscheinlichkeit im Beobachtungszeitraum
Verstorbene Patientinnen/
Gesamtanzahl der
Patientinnen
CK-Nachweis®
positiv 49/199 4,28 2,59-7,09 4,17 2,51-6,94 0,001
negativ 22/353 R.G."
TumorgroBe
>5cm 52/497 3,55 2,10-6,01 k.S.? 0,058
<5cm 19/55 R.G.’
Grading
G1 oder G2 26/324 2,43 1,55-3,82 k.S.? 0,28
G3 45/228 R.G.’
Lymphknotenmetastase
vorhanden 55/251 4,94 2,82-8,65 2,88 1,10-7,56 0,031
nicht vorhanden 16/301 R.G.'
Hormonrezeptorstatus
Negativ 18/289 3,38 1,98-5,77 2,97 1,68-5,23 0,001
Positiv 53/263 R.G.'
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Legende:
{ibernommen aus Braun et al.

'R.G. Referenzgruppe

2k.S. keine Signifikanz; Aufgrund fehlender Signifikanz konnte keine Einschitzung des

relativen Risikos vorgenommen werden
®Cl Confidence Intervall

“RR relatives Risiko
® CK-Nachweis = Nachweis von CK+ Zellen im Knochenmark

3.2.3.1. Die Selektion der Mammakarzinompatientinnen nach dem

Lymphknotenstatus

Der Nachweis von Tumorzellen in den lokoregiondren Lymphknoten ist ein
Ausdruck fiir eine bereits erfolgte Streuung des Primértumors. Aus diesem
Grund werden die bei der Priméroperation gewonnenen Lymphknoten nach
Malignititsanzeichen  untersucht. Fiir diese postoperativ  erhobene
Klassifizierung miissen mindestens zehn axillire Lymphknoten entfernt werden.
In der folgenden Analyse wurden die Mammakarzinompatientinnen in die
Untergruppen der nodal negativen (N,) und der nodal positiven (N;) unterteilt.

Teilt man die Gruppe der nodal negativen Patientinnen nach ihrem
Knochenmarkstatus auf, so ergibt sich fiir die Patientinnen mit ZIK ohne
regiondren Lymphknotenbefall (Kaplan-Meier-Diagramm 13) 14 % Risiko fiir
ein tumorbedingtes Ableben. Dieses unterscheidet sich nur geringfiigig von den
13 % bei der Gruppe der knochenmarksnegativen, nodal positiven Patientinnen
(Kaplan-Meier-Diagramm 14). Die Gruppe der Patientinnen, bei denen sowohl
der Knochenmarksbefund als auch der Lymphknotenstatus negativ waren,
zeigten die hochste Uberlebenswahrscheinlichkeit. Mit zwei aus 201
beobachteten Patientinnen betrug das Risiko dieser Gruppe nur 1 %. Die
eindeutig schlechteste Prognose mit 35% ergab sich bei gleichzeitigem
Nachweis von disseminierten Tumorzellen in den Lymphknoten sowie im

Knochenmark.
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Kaplan-Meier-Diagramm 13

Gesamtuiberlebenswahrscheinlichkeit der
Mammakarzinompatientinnen ohne regionaren

Kaplan-Meier-Diagramm 14

Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der
Mammakarzinompatientinnen mit regionaren
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Legende:
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven  Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der  Patientinnen

Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem Zytokeratinnachweis im Knochenmark.
(13) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit ohne lokoregiondren Lymphknotenbefall (P-Wert < 0,0001)
(14) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit mit lokoregioniren Lymphknotenbefall (P-Wert < 0,0001)

mit

Fernmetastasen bei Patientinnen ohne regiondren Lymphknotenbefall traten in
10 % der untersuchten Krankheitsverldufe auf. Ohne ZIK lag dieses Risiko bei
2 %, mit ZIK lag es bei 26 % (Kaplan-Meier-Diagramm 15). Bei Patientinnen

mit regiondrem Lymphknotenbefall traten in 30% der untersuchten

Krankheitsverldaufe Fernmetastasen auf. Ohne ZIK lag dieses Risiko bei 15 %,
mit ZIK lag es bei 54 % (Kaplan-Meier-Diagramm 16).
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Kaplan-Meier-Diagramm 15 Kaplan-Meier-Diagramm 16
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Legende:
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.
(15) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit ohne lokoregioniren Lymphknotenbefall (P-Wert < 0,0001)
(16) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit mit lokoregioniren Lymphknotenbefall (P-Wert < 0,0001)

Lokoregionidre Rezidive traten bei den untersuchten Mammakarzinom-
patientinnen ohne Beteiligung der regiondren Lymphknoten mit einer
Gesamtwahrscheinlichkeit von 16 % auf. Patientinnen, die dabei keine CK+
Zellen im Knochenmark aufwiesen, zeigten ein Risiko von 8 %, mit CK+
Zellen im Knochenmark betrug das Risiko 32 %.

Bei einer Beteiligung der regiondren Lymphknoten traten lokoregionédre
Rezidive bei den untersuchten Mammakarzinompatientinnen mit einer
Gesamtwahrscheinlichkeit von 35 % auf. Patientinnen, die keine CK+ Zellen im
Knochenmark aufwiesen, zeigten dabei ein Risiko von 26 %, mit CK+ Zellen

im Knochenmark betrug das Risiko 56 %.
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Kaplan-Meier-Diagramm 17
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Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem

Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

Kaplan-Meier-Diagramm 18
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(17) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit ohne lokoregioniren Lymphknotenbefall (P-Wert < 0,0001)
(18) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit lokoregioniren Lymphknotenbefall (P-Wert < 0,0001)

3.2.3.2. Die Selektion der Mammakarzinompatientinnen nach dem

Tumorgrading

Mit Hilfe des Grading kann ein Tumor anhand seiner histologischen

Differenziertheit eingeteilt und sein pathologisches Potenzial abgeschétzt

werden.

In der Gruppe G 1-2 (Kaplan-Meier-Diagramm 19) betrug die Gesamt-

tiberlebenswahrscheinlichkeit 92 %. Dabei erreichte die CK- Untergruppe 96 %

gegeniiber 84 % in der CK+ Untergruppe. In der Gruppe G 3-4 (Kaplan-Meier-

Diagramm 20) ergaben sich die 80 % Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit aus

91 % fir die CK- Patientinnen und 66 % fiir die CK+ Patientinnen.
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Kaplan-Meier-Diagramm 19 Kaplan-Meier-Diagramm 20

Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der
Mammakarzinompatientinnen mit einem Mammakarzinompatientinnen mit einem
Tumorgrading von G1-2 Tumorgrading von G 3-4
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Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(19) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit mit einem Grading G1-2 (P-Wert = 0,001)

(20) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit mit einem Grading G 3-4 (P-Wert < 0,0001)

Kaplan-Meier-Diagramm 21 Kaplan-Meier-Diagramm 22
Auftreten von Fernmetastasen bei Auftreten von Fernmetastasen bei
Mammakarzinompatientinnen mit einem Mammakarzinompatientinnen mit einem
Tumorgrading von G 1-2 Tumorgrading von G 3-4
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Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(21) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit mit einem Grading G 1-2 (P-Wert < 0,0001)

(22) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit mit einem Grading G 3-4 (P-Wert < 0,0001)
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Das Auftreten von Fernmetastasen war in beiden Gruppen bei Nachweis von
CK+ Zellen im Knochenmark deutlich erhoht. In der Gruppe G 1-2 (Kaplan-
Meier-Diagramm 21) betrug die Wahrscheinlichkeit an einer Fernmetastase zu
erkranken, 13 %. Dabei erreichte die CK- Untergruppe 7 % gegeniiber 28 % in
der CK+ Untergruppe. In der Gruppe G 3-4 (Kaplan-Meier-Diagramm 22)
ergaben sich die 18 % Metastasenwahrscheinlichkeit aus 10 % fiir die CK-

Patientinnen und 52 % fiir die CK+ Patientinnen.

Kaplan-Meier-Diagramm 23 Kaplan-Meier-Diagramm 24
Auftreten von lokoregionaren Rezidiven bei Auftreten von lokoregiondren Rezidiven bei
Mammakarzinompatientinnen mit einem Mammakarzinompatientinnen mit einem
Tumorgrading von G 1-2 Tumorgrading von G 3-4
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Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(23) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit einem Grading G 1-2 (P-Wert < 0,0001)

(24) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit einem Grading G 3-4 (P-Wert < 0,0001)

Auch lokoregiondre Rezidive waren in beiden Gruppen bei Nachweis von CK+
Zellen im Knochenmark gehéuft aufgetreten. In der Gruppe G 1-2 (Kaplan-

Meier-Diagramm 23) betrug die Wahrscheinlichkeit, an einem lokalen Rezidiv
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zu erkranken, 18 %. Dabei erreichte die CK- Untergruppe 12% gegentiber 32 %
in der CK+ Untergruppe. In der Gruppe G 3-4 (Kaplan-Meier-Diagramm 24)
ergaben sich die 33 % Rezidivwahrscheinlichkeit aus 16 % fiir die CK-

Patientinnen und 56 % fiir die CK+ Patientinnen.

3.2.3.3. Die Selektion der Mammakarzinompatientinnen nach dem

Hormonrezeptorstatus

Hormonrezeptoren, wie Ostrogen- oder Progesteronrezeptoren, auf den
Oberflachen der Tumorzellen konnen, falls vorhanden, Ansatzpunkte gezielter
endokriner =~ Therapien = hormonsensitiver =~ Mammakarzinome  mittels
Antidstrogenen oder Aromatasehemmern sein.

In der Gruppe der Patientinnen mit negativem Hormonrezeptorstatus (Kaplan-
Meier-Diagramm 25) betrug die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit 94 %.
Dabei erreichte die CK- Untergruppe 97 % gegeniiber 87 % in der CK+
Untergruppe. Bei den Patientinnen mit positivem Ostrogenrezeptorstatus
(Kaplan-Meier-Diagramm  26) ergaben sich die 80 % Gesamt-
iiberlebenswahrscheinlichkeit aus 90% fiir die CK- Patientinnen und 63 % fiir
die CK+ Patientinnen. Dies entspricht einer dhnlichen Verteilung wie bei den

Gradinguntergruppen.
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Kaplan-Meier-Diagramm 25 Kaplan-Meier-Diagramm 26
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1,0 Zytokeratin- 1,0 Zytokeratin-
nachweis nachweis
0.8 — neg-a.tlv 0.6 — neg.a.tlv
c — positiv c — positiv
2 + 3 +
= 0,67 + 2 06 +
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Zeit in Monaten nach der Zeit in Monaten nach der
Primaroperation Priméaroperation
Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom mit positivem bzw negativem
Ostrogenrezeptorstatus, aufgegliedert nach dem Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(25) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit mit einem negativem Rezeptorstatus (P-Wert = 0,0008)

(26) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der mit einem positiven Rezeptorstatus (P-Wert < 0,0001)

In der Gruppe der Patientinnen mit negativem Hormonrezeptorstatus (Kaplan-
Meier-Diagramm 25) betrug die Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit 92 %.
Dabei erreichte die CK- Untergruppe 96 % gegeniiber 83 % in der CK+
Untergruppe. Bei den Patientinnen mit positivem Hormonrezeptorstatus
(Kaplan-Meier-Diagramm  26) ergaben sich die 79 %  Gesamt-
iiberlebenswahrscheinlichkeit aus 89% fiir die CK- Patientinnen und 64 % fiir

die CK+ Patientinnen.
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Kaplan-Meier-Diagramm 27 Kaplan-Meier-Diagramm 28

Auftreten von Fernmetastasen bei Auftreten von Fernmetastasen bei
Mammakarzinompatientinnen mit negativem Mammakarzinompatientinnen mit positivem
Hormonrezeptorstatus Hormonrezeptorstatus
c 1.0 Zytokeratin- c 1.0 Zytokeratin-
3 nachweis 3 nachweis
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..';; 0.8 neg-a.tlv ..';; 0.8 neg.a.tlv
E —— positiv E — positiv
£ T £ T
€ 0.6 + € 0,6 +
S S
[} [}
L. L.
S 0.4 S 0.4
> >
c c
2 02+ L 0o
e e
£ E
=] =]
< 0,0 < 0
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit in Monaten nach der Zeit in Monaten nach der
Primaroperation Priméaroperation
Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(27) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit mit einem negativem Ostrogenrezeptorstatus (P-Wert < 0,0001)
(28) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit mit einem positiven Ostrogenrezeptorstatus (P-Wert < 0,0001)

Das Auftreten von Fernmetastasen war in beiden Gruppen bei Nachweis von
CK+ Zellen im Knochenmark deutlich erhoht. In der Gruppe mit negativem
Hormonrezeptorstatus  (Kaplan-Meier-Diagramm 27) betrug die Wabhr-
scheinlichkeit, an einer Fernmetastase zu erkranken, 14 %. Dabei erreichte die
CK- Untergruppe 5 % gegeniiber 29 % in der CK+ Untergruppe. In der
hormonrezeptorpositiven Gruppe (Kaplan-Meier-Diagramm 28) ergaben sich
die 25% Metastasenwahrscheinlichkeit aus 11 % fiir die CK- Patientinnen und

51 % fur die CK+ Patientinnen.
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Kaplan-Meier-Diagramm 29 Kaplan-Meier-Diagramm 30

Auftreten von lokoregionaren Rezidiven bei Auftreten von lokoregionaren Rezidiven bei
Mammakarzinompatientinnen mit negativem Mammakarzinompatientinnen mit positivem
Hormonrezeptorstatus Hormonrezeptorstatus
< 1,0 Zytokeratin- < 1,0 Zytokeratin-
_g _m”'mb nachweis _g nachweis
o — negativ o — negativ
N 0,8 " N 0,8 .
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Primaroperation Priméaroperation

Legende:
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.
(29) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit einem negativem Ostrogenrezeptorstatus (P-Wert = 0,3619)
(30) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit einem positiven Ostrogenrezeptorstatus (P-Wert = 0,3014)

Lokoregionidre Rezidive waren in beiden Gruppen bei Nachweis von CK+
Zellen im Knochenmark gehduft aufgetreten. In der Gruppe mit negativem
Hormonrezeptorstatus  (Kaplan-Meier-Diagramm 29) betrug die Wahr-
scheinlichkeit, an einem lokalen Rezidiv zu erkranken, 4 %. Dabei erreichte die
CK- Untergruppe 3 % gegeniiber 5 % in der CK+ Gruppe. In der Gruppe mit
positivem Hormonrezeptorstatus (Kaplan-Meier-Diagramm 30) ergaben sich die
6 % Rezidivwahrscheinlichkeit aus 8 % fiir die CK- Patientinnen und 3 % fiir

die CK+ Patientinnen.
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3.2.3.4. Die Selektion der Mammakarzinompatientinnen nach der

Grof3e ihrer Tumore

Mammakarzinome kdnnen anhand ihrer GroBe in die Stadien T1-T4 eingeteilt
werden. Dabei entspricht:

e T1 einer Grofie bis zu 2 cm im gréften Durchmesser

e T2 einer Grofle von mehr als 2 cm aber weniger als 5 cm

e T3 einer Grofe von mehr als 5 cm

e T4 jeder GroBe bei direkter Ausdehnung auf Brustwand oder

Brusthaut
Kaplan-Meier-Diagramm 31 Kaplan-Meier-Diagramm 32
Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit der Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der
Mammakarzinompatientinnen mit einer Mammakarzinompatientinnen mit einer
TumorgroBe von bis zu 2 cm (T1) TumorgroBe von iiber 2 cm (T2-T4)
1,0 Zytokeratin- 1,0 Zytokeratin-
nachweis nachweis
— negativ — negativ

0,8— — positiv 0,8— — positiv
c + c +
3 + 2 +
2 0,6 9 0,6
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Zeit in Monaten nach der Zeit in Monaten nach der
Primaroperation Primaroperation
Legende:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem

Zytokeratinnachweis im Knochenmark.
(31) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit mit einer Tumorgrofie kleiner gleich 2 cm (T1)

(P-Wert = 0,0006)
(32) Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit mit einer Tumorgrofie iiber 2 cm (T2-4). (P-Wert < 0,0001)
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Es wurden die Patientinnen mit T1, d.h. einer maximalen Tumorgrof3e von 2 cm
denen mit T2-T4 gegeniibergestellt und verglichen. Fiir die Patientinnen mit
einer TumorgroBe bis maximal zwei cm Durchmesser ergab sich eine Wahr-
scheinlichkeit von 94 %, den Untersuchungszeitraum zu iiberleben (Kaplan-
Meier-Diagramm 31). Darunter zeigten die Patientinnen ohne ZIK eine
Wabhrscheinlichkeit von 97 % gegeniiber 86 % in der Gruppe mit ZIK.

In der Gruppe der Patientinnen mit einer Tumoreinteilung T2-T4 betrug die
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit 78 % (Kaplan-Meier-Diagramm 32), die
sich aus 88 % fiir die Patientinnen ohne ZIK und 66 % fiir Patientinnen mit ZIK
zusammensetzte.

Das Auftreten von Fernmetastasen war in beiden Gruppen bei Nachweis von
ZK+ Zellen im Knochenmark deutlich erhoht. In der Gruppe, welche einen
Tumor mit einem maximalen Durchmesser von 2 cm hatte (Kaplan-Meier-
Diagramm 33), betrug die Wahrscheinlichkeit, an einer Fernmetastase zu
erkranken, 11 %. Dabei erreichte die CK- Untergruppe 6 % gegeniiber 23 % in
CK+ Untergruppe.

In der Gruppe der Patientinnen mit einer Tumorgrofle von iiber 2 cm (Kaplan-
Meier-Diagramm 34) ergaben sich die 31 % Metastasenwahrscheinlichkeit aus

22 % fur die CK- Patientinnen und 54 % fiir die CK+ Patientinnen.
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Kaplan-Meier-Diagramm 33 Kaplan-Meier-Diagramm 34

Auftreten von Fernmetastasen bei Auftreten von Fernmetastasen bei
Mammakarzinompatientinnen mit einer Mammakarzinompatientinnen mit einer
TumorgroBe von bis zu 2 cm (T1) TumorgroBe von uber 2 cm (T2-T4)
1,0 Zytokeratin- 1,0 Zytokeratin-
c nachweis nachweis
% — negativ 5 — negativ
‘3 0,8 —— positiv @ 0,8 —— positiv
8 + ® +
o + £ +
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) ('8
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Zeit in Monaten nach der Zeit in Monaten nach der
Primaroperation Priméroperation

Legende:
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.
(33) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit mit einer Tumorgrofie kleiner gleich 2 cm (T1) (P-Wert < 0,0001)
(34) Fernmetastasenwahrscheinlichkeit der mit einer Tumorgrofle iiber 2 cm (T2-4) (P-Wert < 0,0001)

Lokoregiondre Rezidive traten in beiden Gruppen bei Nachweis von ZIK
gehduft auf. In der Gruppe der Patientinnen mit einer maximalen Tumor-
durchmesser von 2 cm (Kaplan-Meier-Diagramm 35) betrug die Wabhr-
scheinlichkeit, an einem lokalen Rezidiv zu erkranken, 16 %. Dabei erreichte
die Untergruppe ohne ZIK 10 % gegeniiber 30 % in der CK+ Gruppe. In der
Gruppe der Patientinnen mit einer Tumorgréf3e von {liber 2 cm (Kaplan-Meier-
Diagramm 36) ergaben sich die 37 % Rezidivwahrscheinlichkeit aus 20 % fiir
die CK- Patientinnen und 56 % fiir die CK+ Patientinnen.
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Kaplan-Meier-Diagramm 35

Auftreten von lokoregionaren Rezidiven bei
Mammakarzinompatientinnen mit einer
TumorgroBe von bis zu 2 cm (T1)

Kaplan-Meier-Diagramm 36

Auftreten von lokoregiondren Rezidiven bei
Mammakarzinompatientinnen mit einer
Tumorgrofe von uber 2 cm (T2-T4)
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Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit Mammakarzinom, aufgegliedert nach dem
Zytokeratinnachweis im Knochenmark.

(35) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit einer Tumorgrofie kleiner gleich 2 cm (T1) (P-Wert < 0,0001)
(36) Lokalrezidivwahrscheinlichkeit mit einer Tumorgrofle iiber 2 cm (T2-4) (P-Wert < 0,0001)

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass mit Ausnahme der Gruppe der

Gj;4-Patientinnen die Unterschiede der Risikoverteilung bei CK+ und CK- in
den Untergruppen nahezu derjenigen der Hauptgruppen entspricht. Nur bei den
G;_4-Patientinnen zeigte sich bei ZIK eine iiber das Risiko der Gesamtgruppe

hinausgehende Verschlechterung der weiteren Prognose der Erkrankung.
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4. Diskussion

Einer der wichtigsten Prognosefaktoren fiir Krebspatientinnen ist nach wie vor
die Ausdehnung und Lage des Priméartumors zum Zeitpunkt der
Priméroperation. Ist es zu diesem Zeitpunkt moglich, im Idealfall alle
vorhandenen Tumorzellen chirurgisch zu entfernen, so ist eine vollstindige
Heilung theoretisch moglich. In der klinischen Beobachtung tritt jedoch schon
frithzeitig eine Streuung des Tumors durch einzelne dislozierte Tumorzellen
iber den ganzen Korper ein. Diese verstreuten Tumorzellen bilden die
Keimzellen fiir das spitere Auftreten von lokoregiondren Rezidiven oder
Fernmetastasen und werden damit im weiteren Verlauf der Erkrankung
ursdchlich verantwortlich fiir das tumorbedingte Ableben der Patientinnen. Das
Verstédndnis der Ursachen der Verbreitung dieser einzelnen Zellen, ihrer Wege
und die Moglichkeiten der Nachvollziehbarkeit und der Beeinflussbarkeit dieser
Vorginge werden zentrale Gesichtspunkte zukiinftiger Therapieansdtze sein.
Steven Paget beschrieb bereits 1889 mit seiner ,,seed and soil -Theorie*" die
Vorstellung von einzelnen Tumorzellen (seed = der Samen), die in der
Umgebung des Organs, in das sie verfrachtet wurden (soil = der Ndhrboden) als
Keimzellen fiir weiteres Tumorwachstum auch fernab des eigentlichen
Primirtumors fungierten. Einige frither nicht interpretierbare klinische
Beobachtungen, wie zum Beispiel die Ubertragung eines Malignoms vom
Spender eines Transplantats zum Empfianger'™ *°, konnten erst mit Hilfe der
Molekularbiologie erklart werden. Basierend auf dieser Vorstellung der
Tumorausbreitung begann man vor mehr als 20 Jahren" >, aufgrund der sich
Anfang der 80er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts entwickelnden

immunzytochemischen Firbeverfahren, zundchst mit der gezielten Suche nach
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okkulten metastatischen Tumorzellen m Knochenmark von

Brustkrebspatientinnen. Weitere epitheliale Tumoren wie Magen® °' *'-,

54 62 16 67 43 56

Pankreas-"* **, Kolon'° °’- und Osophaguskarzinom wurden und werden von
verschiedenen Forschungsgruppen auf die Nachweisbarkeit von CK+ Zellen an
Stellen fernab des eigentlichen Primértumors untersucht. Neben dem
Knochenmark wandte sich die Forschung bei residualen Tumoren epithelialen

5 22

Ursprungs im Weiteren auch den lokoregiondren Lymphknoten” “° und dem

1041 1. Aktuelle Versuche eines immunhistochemischen

peripher-vendsen Blut
Nachweises von DTZ in der Leber™ sind noch nicht iiber das
Tierversuchsstadium hinaus. Einige Forschungsgruppen® *  versuchen
neuerdings anstelle der immunzytochemischen Farbung den Tumorzellnachweis
durch eine reverse Transkriptase-PCR-Technik zu ersetzen, erkaufen sich
jedoch dabei die hohere Sensitivitit ihrer Untersuchungstechniken mit einer
geringeren Spezifitit’’. Die Aussagekraft des Nachweises okkulter Tumorzellen
im Knochenmark auf die weitere Prognose des Krankheitsverlaufes war seit
dem Beginn der Forschung auf diesem Gebiet sehr umstritten. So finden sich in

der Literatur sowohl Studien, die den isolierten Tumorzellen im Knochenmark

eine hohe Aussagekraft beziiglich der Streuung des Primértumors

13 20 25 34 65 21 39 60

zuschreiben ,als auch Studien, die keine Korrelationen fanden
*_Eine Erklirung fiir diesen Widerspruch liegt in der fehlenden Einheitlichkeit
der unterschiedlichen Versuchsaufbauten und der verschiedenartigen Antikorper
und Fiarbemethoden. Die Prognosefdhigkeit der angewandten Methoden wird
mafBgeblich von der Antikorperspezifitit, der Verfahrenssensitivitdt, der
gewonnenen Aspiratmenge, der Studiengruppengrofie und der Dauer des
Beobachtungszeitraumes beeinflusst. Es ist offensichtlich, dass mit einem fiir

die jeweilige Tumorart inaddquaten Antikérper oder einem zu kurzen

Beobachtungszeitraum keine signifikanten Korrelationen zwischen der
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Auswertung der Knochenmarksprdparate und dem weiteren Krankheitsverlauf

hergestellt werden kann. Die aktuellen Studien groBer Patientinnengruppen

sprechen, trotz unterschiedlicher Nachweisverfahren, fiir die prognostische

Bedeutung der CK+ Zellen im Knochenmark'® * ****. Die Beobachtung, dass

verschiedene Tumorarten in ihrer initialen Phase eine anndhernd gleiche Anzahl

an nachweisbaren Tumorzellen im untersuchten peripheren Gewebe (z.B.

Knochenmark) zeigen, dieses einheitliche Bild sich mit zunehmendem

Krankheitsverlauf jedoch weitaus differenzierter aufspaltet, spricht dafiir, dass

die Streuung der verschiedenen Tumore auf &hnliche Weise erfolgt, die

einzelnen Zellen jedoch unterschiedliche Wachstumsbedingungen in ein und
demselben Gewebe vorfinden.”® Dieser Hypothese entspricht auch die

Beobachtung, dass in der friilhen Phase eines Kolonkarzinoms und eines

Mammakarzinoms die Anzahl der im Knochenmark nachgewiesenen

zytokeratinpositiven Zellen anndhern gleich ist, mit Fortschreiten der

Erkrankung jedoch immer mehr okkulte Tumorzellen bei den

Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen werden konnen, wihrend dieser

Anstieg aber bei den Kolonkarzinompatienten nicht so deutlich zu Tage tritt™.

Zudem liegt die Anzahl der Knochenmarksmetastasen beim Mammakarzinom

deutlich hoher als beim Kolonkarzinom®. Setzt man das oben gesagte in

Relation zu den beschriebenen Ergebnissen dieser Studie so stellen sich

folgende Fragen:

1. Ist die oben beschriebene Methode der immunzytochemischen Farbung
einzelner Zellen im Knochenmark ein addquater Nachweis fiir eine Streuung
des jeweiligen Primértumors?

2. Welche prognostische Relevanz hat das Auftreten dieser einzelnen

disseminierten Tumorzellen fiir die jeweilige Tumorart?
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3. Welche Konsequenzen fiir die therapeutischen MaBBnahmen ergeben sich aus

diesen Schlussfolgerungen?

4.1. Der Zytokeratinnachweis als Indikator fiir die Streuung

des Primartumors

Schon mehreren Studien konnten zeigen, dass monoklonale Antikorper die
gegen Zytokeratin gerichtet sind, als geeignetes Mittel dienen konnen, um
einzelne epitheliale Tumorzellen im Knochenmark nachzuweisen,” **  da
Zytokeratin ein Hauptbestandteil des Zytoskeletts von epithelialen Zellen ist. Da
im Knochenmark physiologischer Weise keine Epithelzellen vorkommen, legt
dort der Nachweis von Zellen mit typischen epithelialen Merkmalen bei
Patientinnen mit epithelialen Tumoren den Schluss nahe, dass es sich bei diesen
Zellen um Abkommlinge des Primédrtumors handelt. Die Tatsache, dass diese
isolierten Zellen chromosomale Aberrationen zeigen, die denen gleichen, die
man iiblicherweise in Tumorzellen findet,* ist ein starker Hinweis darauf, dass
es sich bei den angefirbten Zellen nicht um zuféllig markierte atypische
Knochenmarkszellen handelt, sondern dass diese Zellen sehr wahrscheinlich
einzelne frithzeitige Ableger des Primértumors sind. Die Heterogenitit der
verschiedenen Tumorzellen legt denn Schluss nahe, dass die Aussagekraft der
Féarbungen steigt, wenn nicht nur eine, sondern mehrere, verschiedene Arten
von Zytokeratin erkannt und markiert werden. Aus diesem Grund richtet sich
der in dieser Studie verwendete monoklonale Antikorper A45-B/B3 gegen die
im Menschen am hédufigsten vorkommenden Zytokeratine CK8, CKI18 und
CK19. Die auf diesem Wege erhohte Sensitivitit der Farbung mag eine
Erklirung dafiir sein, dass entgegen anderer Untersuchungen,'' die mittels

anderer AntikOrper disseminierte Tumorzellen suchten und dabei keinen
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Zusammenhang zum weiteren Krankheitsverlauf fanden, in den beiden
untersuchten Gruppen der Nachweis von DTZ die Prognose der Patientinnen
deutlich beeinflusste. Aus dem vorhergehenden ldsst sich schlieBen, dass wir
heute aufgrund verbesserter technischer Moglichkeiten eine weitaus grofere
Anzahl an DTZ im Knochenmark auffinden konnen, als dies mit den frither
getesteten Antikorpern der Fall war. Doch allein die Tatsache, dass bei der
Probeentnahme naturgemill nur ein Teil des Knochenmarks entnommen und
untersucht wird, macht klar, dass bei fehlendem Nachweis von
zytokeratinpositiven Zellen nicht davon ausgegangen werden kann, dass keine
abgewanderten Primértumorzellen im Knochenmark vorhanden sind. Das heif3t,
dass falsch negative Ergebnisse mit der oben beschriebenen Methode nicht
auszuschlielen sind, ithre Anzahl jedoch abnehmen wird, je hoher die Anzahl
der ausgezdhlten Zellen ist. In der Kontrollgruppe der 191 biopsierten
Patientinnen, bei denen sich nach der Operation histologisch zeigte, dass der
vermeintliche Tumor nicht maligne war, wurden die gewonnenen Proben jedoch
standardmiflig und ohne FEinblick der Befunder in den Histologiebefund
aufbereitet. Die Tatsache, dass davon 189 Proben als negativ befundet wurden,
spricht fiir die hohe Spezifitit des verwendeten Antikdrpers A45-B/B3. Fiir die
beiden moglicherweise falsch positive Ergebnisse gibt es drei Erklarungen.
Neben der Moglichkeit, dass bei der Gewebeaufbereitung Fehler unterlaufen
sein konnten, ist auch die Firbung einer Plasmazelle'’ moglich, die
falschlicherweise als Tumorzelle missgedeutet wurden. Zum anderen ist es
denkbar, dass zum Zeitpunkt der Operation die resizierte tumorverddchtige
Stelle zwar nicht bosartig war, jedoch an einer anderen Stelle im Korper ein sich
zu diesem Zeitpunkt noch nicht erkannter, jedoch bereits streuender epithelialer

Tumor befand.
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4.2. Die prognostische Aussagekraft der disseminierten

Tumorzellen

Beim Ovarialkarzinom, bei dem in etwa 40 % der Fille im weiteren
Krankheitsverlauf Fernmetastasen vorwiegend in der Leber, in der Lunge und
im Skelett auftreten, konzentrieren sich heutzutage die Forschung, die klinische
Diagnostik und die Therapie vorwiegend auf das intraperitoneale Geschehen.
Diese Fokussierung der therapeutischen Ansitze auf lediglich einen Teilaspekt
des Krankheitsgeschehens entspringt der Vorstellung, dass zumindest im
Frithstadium der Erkrankung keine systemische Streuung erfolgt und falls doch
eine auftritt, diese erklart wird durch einen direkten Eintritt der Tumorzellen in
das arterio-vendse System aufgrund der lokoregiondren Ausdehnung des
Primartumors im fortgeschrittenen Stadium'.

Dieser Vorstellung widerspricht aber die Tatsache, dass in der untersuchten
Patientinnengruppe sogar bei Tumoren die als Figo Ic eingeteilt wurden, eine
Streuung bis ins Knochenmark nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich
statistisch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Ausdehnung und
Lage des lokoregiondren Befundes einschliefSlich des Lymphknotenbefundes
und dem spéteren Auftreten von Fernmetastasen. Im Gegensatz dazu zeigte sich
der Nachweis von ZIK als der einzige relevante Prognosefaktor fiir
Fernmetastasen. Die Tatsache, dass bei fast 90 % der Patientinnen, bei denen im
Verlauf ihrer Erkrankung Fernmetastasen auftraten, zum Zeitpunkt der
Primédroperation bereits der Nachweis einzelner disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark gelang, spricht fiir die hohe Aussagekraft der oben beschriebenen
Methodik. Alle diese Daten legen den Schluss nahe, dass die

Fernmetastasierung  beim  Ovarialkarzinom  nicht einer  zufilligen
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Einschwemmung von Tumorzellen in das arterio-vendse System entspricht,
sondern dass vielmehr die himatogene Streuung eine dem jeweils individuellen
Tumor eigene angeborene Féhigkeit ist und deren Quantitidt mittels des oben
beschriebenen  Verfahrens gut eingeschidtzt werden kann. Diese
Betrachtungsweise liefert auch eine Erkldrung fiir die schon von Tarin
beschriebene Beobachtung®', dass perito-vendse Shunts, die bei Patientinnen
mit groBeren Ovarialkarzinomen dazu dienen, den dabei auftretenden Aszites
abzuleiten, keine signifikante Erhohung der Lungenmetastasen zeigen. Wiirde
man der gingigen Ansicht der Fernmetastasierung folgen, so wére als Folge der
Shunts und dem dabei massiven Einschwemmen von Tumormaterial in die
Blutbahn im ersten folgenden Kapillarbett, in diesem Fall die Lunge, eine
erhohte Metastasierungsrate zu erwarten. Diese fiir das Ovarialkarzinom
eindeutig festgestellte, allen bisherigen Untersuchungsmethoden {iberlegene
prognostische Relevanz des Nachweises von DTZ im Knochenmark in Bezug
auf ein spiteres Auftreten von Fernmetastasen, stellt einen interessanten Aspekt
in der klinischen Beurteilung der Aggressivitdt eines Tumors dar. Dabei darf
aber die offensichtlich dominierende Bedeutung der intraperitonealen
Ausdehnung des Tumors fiir das tumorbedingte Ableben der Patientinnen nicht
auBBer Acht gelassen werden. Man geht heute davon aus, dass vom Zeitpunkt der
Erstdiagnose bis zum erstmaligen Auftreten von Fernmetastasen ein Zeitraum
zwischen 23 Monaten (Figo III) und 56 Monaten (Figo I)'* vergeht, wohingegen
das lokoregiondre Geschehen meist sehr viel rascher fortschreitet, so dass die
Metastasen in der Regel die Uberlebenraten der Patientinnen nicht wesentlich
beeinflussen. Klinische Bedeutung kann diese Untersuchungsmethode also erst
erlangen, wenn der Einfluss des lokoregiondren Geschehens an Bedeutung
verliert. Dies kann heutzutage, bei frithzeitig erkannten, moglichst vollstindig

operativ entfernten Ovarialkarzinomen, eine Moglichkeit sein, um das dann an
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Bedeutung gewinnende Fortschreiten der Erkrankung an anderen Stellen im
Korper beurteilen zu konnen. Das zentrale Problem bei der Therapie des
Ovarialkarzinoms ist aber gerade der spite Zeitpunkt der Diagnosestellung und
das daraus resultierende fortgeschrittene Stadium des Tumors. So berichtet
Harris*® in einer Studie von 2003 noch von 80 % der Patientinnen, die bei der
Priméroperation eines Ovarialkarzinosarkoms unter einen Tumor mindestens
der Figo Stufe III oder IV litten. Bei Figo IV-Patientinnen betrigt die mittlere
Uberlebensdauer lediglich 9 Monate™, so dass metastatische Komplikationen
keine tragende Rolle spielen konnen. Sollten in der Zukunft effizientere
Methoden der Friihdiagnostik, neue Operationstechniken, verbesserte
Chemotherapeutika oder sonstige diagnostische oder therapeutische
Maflnahmen es ermoglichen, das intraperitoneale Wachstum besser zu
kontrollieren, so ist es denkbar, dass die Fernmetastasen und damit der
Nachweis von DTZ im Knochenmark an Bedeutung fiir die
Uberlebenswahrscheinlichkeit gewinnen kann.

Bei der Klassifizierung des Mammakarzinoms nimmt - neben der histo-
logischen Beurteilung und der urspriinglichen Grof3e des Primértumors - der
Lymphknotenstatus zurzeit eine zentrale Rolle ein. Diese Einteilung nach dem
klassischen @TNM-Schema, die auch bei den Patientinnen dieser
Untersuchungsgruppe angewandt wurde, soll dem Therapeuten bei der Auswahl
der addquaten adjuvanten Therapien helfen. Wie bereits oben beschrieben, ist
die Aussagekraft des Lymphknotenstatus auf die Vorhersagbarkeit des
Auftretens spiterer Fernmetastasen begrenzt. Bei nahezu einem Drittel der
Patientinnen entwickelt sich trotz negativem Lymphknotenstatus im weiteren
Verlauf der Erkrankung eine oder mehrere Fernmetastasen, wahrend mehr als
40% der Patientinnen, denen ein positiver Lymphknotenbefund eine scheinbar

schlechte Prognose ausstellt, nach zehn Jahren immer noch leben. Sehr
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aussagekraftig ist die Tatsache, dass wenn man die nodal negative Gruppe mit
Nachweis von DTZ im Knochenmark mit der Untergruppe der nodal positiven
Gruppe, bei denen kein Nachweis von DTZ gelang vergleicht, die
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit beides Mal anndhern gleich war. Dies legt

42
1" vermuteten, der

den Schluss nahe, dass, wie bereits Menard et a
Lymphknotenbefund keine abschlieBende Aussage iiber eine mogliche Streuung
des Tumors treffen kann. Beim Mammakarzinom ist, im Gegensatz zum
Ovarialkarzinom, das lokoregiondre Geschehen in der Regel nicht die
Hauptursache fiir ein tumorbedingtes Ableben der Patientinnen. Vielmehr sind
die auftretenden Fernmetastasen urséchlich fiir die verkiirzte Lebenserwartung.
Deshalb diirften, falls der Nachweis von ZIK ein Gradmesser fiir die
hiamatogene Streuung des Primirtumors darstellt, CK+ Zellen mit einer
verkiirzten Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergehen. In dem beobachteten,
medianen Vierjahreszeitraum zeigten Patientinnen mit CK- Befunden eine
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit von 93%, wogegen lediglich 68 % der
Patientinnen mit positiven Befunden des Knochenmarks zu Untersuchungsende
noch lebten. Gerade ossdre Metastasen waren in ihrem Auftreten eng korreliert
mit dem Nachweis von CK+ Zellen im Knochenmark, was den Verdacht weiter
erhirtet, dass diese DTZ die Keimzellen spiterer makroskopisch auftretender
Fernmetastasen sind.

Bei den Untergruppen der Ovarialkarzinompatientinnen zeigte sich, dass die
Aufteilung in Ry; und R, keine Verbesserung, sondern eine deutliche
Verschlechterung der prognostischen Aussagekraft des Knochenmarksstatus
brachte. Der Nachweis von ZIK im Knochenmark zeigte keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Prognose in Bezug auf das Gesamtiiberleben, das
Auftreten von Fernmetastasen bzw. lokoregiondrer Rezidive der Patientinnen

mit Ry.;. Der Umkehrschluss, dass die Unterschiede der Gesamtgruppe deshalb
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umso deutlicher in der R,-Gruppe zu Tage treten miissen, deutet sich zwar in
den Daten an, ist aber leider nicht zu erbringen, da diese Gruppe fiir eine
fundierte statistische Aussage zu dieser Fragestellung zu klein ist.

In der Gruppe der Mammakarzinompatientinnen war, aufgrund der Anzahl der
Patientinnen, die statistische Aussagekraft der Analysen der -einzelnen
Untergruppen besser. Fiir die kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patientinnen zeigte sich keine relevante Verbesserung der Prognosekraft des
Knochenmarkstatus fiir die einzelnen Untergruppen im Vergleich zum
Gesamtkollektiv. Lediglich in der Untergruppe der Gs;4 Patientinnen lag der
Unterschied zwischen der weiteren Lebenserwartung der Patientinnen mit und
ohne ZIK deutlich tliber der der Gesamtgruppe. Diese Aussage gilt auch fiir die
Analyse der Fernmetastasenhdufigkeit und das Auftreten von lokoregionéren
Rezidiven bei dieser Untergruppe. Fiir beide Merkmale zeigte sich wieder nur in
der Gruppe der G;4-Patientinnen eine gesteigerte Prognosekraft der ZIK im
Vergleich zur Gesamtgruppe der Mammakarzinompatientinnen. Diese Zahlen
deuten darauf hin, dass lediglich das histopathologische Grading eine sinnvolle
Erganzung ist, die prognostische Aussagekraft der DTZ weiter zu steigern.
Unabhéngig von den Untergruppen bleibt die Bestimmung der ZIK fiir die
Gesamtzahl der Patientinnen mit Mammakarzinom ein wichtiges Kriterium zur

weiteren Prognosebeurteilung.

4.3. Die klinisch-therapeutischen Konsequenzen

Wie bereits oben beschrieben, ist beim Ovarialkarzinom heutzutage das
lokoregionidre Geschehen der Hauptgrund fiir das friihzeitige tumorbedingte
Ableben der Patientinnen so dass der ZIK nur bei optimal operierten

Patientinnen, bei denen die Erkrankung im Friihstadium erkannt wurde, eine
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signifikante Rolle spielen kann. Durch zu erwartende zukiinftige
Therapieverbesserungen, die das intraperitoneale Wachstum verlangsamen
konnten, wiirde die Fernmetastasierung und damit das Erkennen der DTZ
wieder mehr an Bedeutung gewinnen. Fiir die Mehrzahl der heute leider immer
noch erst in einem relativ fortgeschrittenen Stadium erkannten
Ovarialkarzinome hat der Knochenmarksstatus keine klinische Aussagekraft in
Bezug auf das weitere Uberleben der Patientinnen. Einfluss auf therapeutische
MaBnahmen ist aber, wie schon von Braun et al’ beschrieben hat, denkbar,
wenn der Knochenmarksstatus als Mittel zur Uberpriifung des Ansprechens
eines Tumors auf die jeweils angewandte Chemotherapie verwendet wird. Bei
den in dieser Studie untersuchten Hochrisikopatientinnen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der Knochenmarkbefunde, die jeweils prd- und
postchemotherapeutisch erhoben wurden. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung
liegt in der Tatsache, dass, wie Pantel et al® zeigen konnte, diese CK+ Zellen in
den friihen Stadien einer Tumorerkrankung nicht proliferieren und deshalb auch
nicht chemotherapiesensibel sind. Damit erkldrt sich auch das oftmalige
Versagen einer hochdosierten Chemotherapie zur Verhinderung spiterer
Fernmetastasen. Die monoklonale Antikorpertherapie geht mit ithrem Ansatz,
die einzelne Tumorzelle zu eliminieren, bereits auf Uberlegungen Paul Ehrlich

% Zurtick, deren

und seiner Zauberkugeln, den so genannten ,,magic bullets
Aufgabe es sein sollte, Medikamente gezielt an thren Wirkort zu transportieren.
Trotz anfianglicher Euphorie konnte dieser Therapieansatz bei fortgeschrittenen
Mamma- und Kolonkarzinomen die in ihn gesetzte Hoffnung in den ersten

klinischen Studien® *°

nicht erfiillen. Der fehlende Therapieerfolg, gerade bei
fortgeschrittener Erkrankung, ist wahrscheinlich auf den mangelnden Zugang
der Makromolekiile zu den einzelnen Zellen in groflen soliden Tumoren

zuriickzufiihren. Gerade die zu Beginn einer Erkrankung meist singuldr
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auftretenden okkulten Tumorzellen versprechen aufgrund ihrer leichteren
Zugianglichkeit ein hoheres Ansprechen auf solche Therapieansétze. Auch in der
klinischen Forschung ist ein FEinsatz denkbar, bei dem der Effekt neuer
Pharmaka auf die einzelne im Knochenmark isolierte Tumorzelle lberpriift
werden konnte und damit langjdhrige und kostenintensive klinische Studien
vereinfachen oder gar liberfliissig machen konnte.

Aufgrund der gréBeren Bedeutung der Fernmetastasierung fiir die Pathologie
des Mammakarzinoms im Vergleich zum Ovarialkarzinom, kommt hierbei dem
Nachweis  residualer = Tumorzellen mehr  Aussagekraft zu.  Der
Beobachtungszeitraum von lediglich 4 Jahren ist fiir eine eindeutige Aussage
iber die prognostische Relevanz des Nachweises von DTZ im Knochenmark fiir
die Fernmetastasierung, die teilweise 15 Jahre und langer nach Diagnose des
Primartumors auftreten kann, zu kurz. Das verbesserte Verstindnis fiir die
Mechanismen der Metastasierung ermoglicht jedoch neue Forschungsansétze
und Anhaltspunkte fiir eine moglichst effektive und zugleich schonende
Therapie. Dies bedeutet, dass das Vorhandensein von CK+ Zellen im
Knochenmark eine erhohte systemische Streufahigkeit des Primédrtumors nahe
legt, so dass in diesen Féllen eine aggressivere, adjuvante Therapie indiziert
scheint. Welcher Art diese Therapien sein sollen und in welcher Kombination
diese idealerweise zu erfolgen haben, konnte mit dieser Untersuchung nicht
ermittelt werden und sollte Gegenstand zukiinftiger Studien sein. Im Gegensatz
dazu ist der Nutzen weitergehender Therapien und deren Auswirkung auf die
Lebensqualitit der Patientinnen mit positivem Lymphknotenstatus bei
gleichzeitig negativem Knochenmarksstatus kritischer abzuwédgen als bisher.
All diese Schlussfolgerungen sind nur Anleitungen fiir ein therapeutisches
Vorgehen und miissen der jeweiligen Situation des Einzelfalles angepasst und

hinterfragt werden.
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Fiir beide Gruppen kann gesagt werden, dass der Knochenmarkstatus in seiner
Vorhersagekraft fiir das spdtere Auftreten von Fernmetastasen den
Lymphknotenstatus tbertrifft. Aufgrund der unterschiedlichen Bedeutung des
lokoregiondren =~ Geschehens  fiir die  weitere  Entwicklung  der
Krankheitsgeschichte ~kommt dieser Erkenntnis der Therapie von
Ovarialkarzinompatientinnen heute zumindest eine geringere Bedeutung zu als

bei der Therapie des Mammakarzinoms.

- 65 -



S. Zusammenfassung

Bei 552 Patientinnen mit histologisch gesichertem Mammakarzinom und 96
Patientinnen mit Ovarialkarzinom, die sich in der I. Frauenklinik Miinchen
Innenstadt bzw. der Frauenklinik des Zentralklinikums Augsburg aufgrund ihres
Tumors operieren lieBen, wurde der Einfluss des immunzytochemischen
Nachweises einzelner CK+ Zellen im Knochenmarkspunktat auf die weitere
Entwicklung der Krankengeschichte untersucht. Zum Zytokeratinnachweis
wurde der mononukledre Antikorper A45-B3 verwendet, der sich gegen die in
Tumorzellen héufig auftretende Zytokeratinpolypeptide, unter anderem die
Heterodimere 8/18 und 8/19, richtet. Der dabei gewihlte Nachuntersuchungs-
zeitraum betrug 4 Jahre. Die hierbei gewonnenen Daten wurden mit Hilfe von
Cox-Regressionsanalysen ~ und  Kaplan-Meier-Diagrammen  statistisch
ausgewertet. Es zeigte sich in beiden Gruppen eine deutliche und alleinige
Vorhersagefihigkeit fiir das weitere Uberleben, das spitere Auftreten von
Fernmetastasen und mdglicher lokoregiondrer Rezidive. Bei der Analyse
mehrerer Untergruppen konnte lediglich fiir die Patientinnen mit G;4 eine
Verbesserung der Prognosefdhigkeit gegeniiber der Hauptgruppe nachgewiesen
werden. Diese Daten lassen sich erklaren, wenn man die einzelnen CK+ Zellen
als erste Vorldufer und Keime einer spéteren Fernmetastasierung sieht. Das
maligne Potenzial des jeweiligen Tumors, in Bezug auf die Bildung von
Fernmetastasen, scheint mit dieser Methode zu einem sehr frithen Stadium, bei
dem sonst klinisch die Fernmetastasierung noch keine Rolle spielt, bereits
abschitzbar zu sein. Aufgrund der unterschiedlichen Kinetik des lokoregioniren
Wachstums spielt diese Erkenntnis in den beiden Tumorarten eine

unterschiedliche Rolle. Wahrend beim Mammakarzinom die Metastasen oft
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Ursache fiir das tumorbedingte Ableben der Patientinnen darstellen, zeigt sich
bei Ovarialkarzinompatientinnen der intraperitoneale Zustand als kritische
Einflussgrofe fiir die Lebenserwartung. Daraus ergibt sich, dass zum heutigen
Zeitpunkt dem Nachweis von CK+ Zellen im Knochenmark bei der
Therapieentscheidung fiir das Mammakarzinom eine grofle Bedeutung fiir das
Ovarialkarzinom im frithen Stadium eine geringe und im fortgeschrittenen
Stadium keine Bedeutung zukommt. Seine Bedeutung in der Kontrolle
adjuvanter Therapien, sowohl flir ganze Untersuchungsgruppen als auch spéter
zur Uberpriifung des unterschiedlichen Ansprechens von Tumoren auf spezielle
Therapien im Einzelfall, sind mogliche weitere Anwendungsgebiete der oben
beschriebenen Farbemethode. Diese Ausweitung des Anwendungsgebietes

dieser Methode bedarf jedoch einer Uberpriifung in weiterfiihrenden Studien.
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