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Einleitung 4

1 Einleitung

In den westlichen Industrieländern werden die meisten Krebsneuerkrankungen und

krebsbedingten Todesfälle bei Männern und Frauen durch maligne epitheliale Tumoren

verursacht. Dabei ist das Mammakarzinom bei Frauen die häufigste bösartige Tumorart

und betrifft ca. 10 % der weiblichen Bevölkerung (37). Die Inzidenz der Neuerkrankungen

an einem Mammakarzinom in Deutschland liegt bei ca. 55.000 (125).

Trotz verbesserter diagnostischer und therapeutischer Maßnahmen ist die Mortalität der

von einem Mammakarzinom betroffenen Patientinnen in den letzten Jahren nicht erheb-

lich gesunken (14) (125). Die Prognose von Mammakarzinompatientinnen ist von der Fä-

higkeit des Primärtumors zur Metastasierung abhängig. Die derzeit aktuellen Methoden

zum Ausschluss von Fernmetastasen sind die so genannten Staging-Untersuchungen

des Thorax (konventionelle Röntgenaufnahme) und der Leber (Abdomen-Sonographie),

sowie des Skelettsystems (Skelettszintigraphie). Die kontralaterale Mamma wird durch

die präoperative Mammographie abgeklärt und die Tumormarker-Bestimmung von CEA

und CA-15-3 erscheint insbesondere im Verlauf sinnvoll (23). Diese Untersuchungen ha-

ben sich zum Standard entwickelt, erfassen aber keine unmittelbaren Informationen

über das Metastasierungspotential der Tumore. Die Primärtherapie des Mammakarzi-

noms beinhaltet nicht nur die Operation, sondern auch die Strahlentherapie und die ad-

juvante Hormon-, und Chemotherapie, die in erster Linie vom histopathologischen Be-

fund abhängig sind.

Bekannte Risikofaktoren wie frühe Menarche oder späte Menopause, Nullparität oder

späte erste Schwangerschaft, sowie Malignome des Uterus, der Ovarien oder des

Darms deuten darauf hin, dass die Entstehung eines Mammakarzinoms mit der Dauer

der Östrogenwirkung auf das Brustgewebe korreliert. Einen der wichtigsten Risikofakto-

ren für ein erblich bedingtes Mammakarzinom stellt derzeit eine Mutation des BRCA1-

Gens dar (23) (57). Der axilläre Lymphknotenstatus ist nicht nur der aussagekräftigste

Prognosefaktor für das Mammakarzinom, sondern hat auch entscheidenden Einfluss

auf die Wahl der Therapie nach dem chirurgischen Eingriff (23). Der Nachweis von Tu-

morzellen in den axillären Lymphknoten wird als Beginn der systemischen Disseminie-
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rung angesehen (57). Allerdings erleiden auch ca. 25-30 % der nodalnegativen Patien-

tinnen innerhalb der nächsten 10 Jahren ein Rezidiv (84) (128). Die Tumorgröße, das Gra-

ding und der Hormonrezeptor-Status sind weitere wichtige Prognosefaktoren des

Mammakarzinoms. Zu den fakultativen tumorbiologischen Prognosefaktoren zählen

unter anderem uPA (Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp), und PAI-1 (Plaminoge-

naktivator-Inhibitor Typ 1) im Primärtumor (57).

Einzelne disseminierte Tumorzellen lassen sich durch die genannten konventionellen

histopathologischen und bildgebenden Stagingmodalitäten nicht auffinden (29) (132). Es

wurden daher immunzytochemische Verfahren entwickelt, die es erlauben auch einzel-

ne dissemierte Tumorzellen nachzuweisen. Die umfangreichsten Daten liegen dabei bei

Untersuchungen im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen vor (9). Das Vor-

handensein epithelialer Zellen im Knochenmark wird als Indikator für die frühe systemi-

sche Tumorzelldisseminierung diskutiert, da unter normalen Umständen keine epithelia-

len Zellen in diesem Organsystem zu finden sind (57). Die leichte Zugänglichkeit des

Knochenmarkes durch einen intraoperativ schmerz- und gefahrlosen nur minimal inva-

siven Eingriff, sowie die Möglichkeit disseminierte epitheliale Zellen in dem histogene-

tisch verschiedenen Kompartiment des Knochenmarkes mit hoher Spezifität nachzu-

weisen, machen das Knochenmark als Untersuchungsmaterial besonders geeignet. In

der Literatur wird angegeben, dass der Nachweis dieser Zellen im Knochenmark, nicht

nur auf eine frühe Disseminierung der Tumorzellen bei Patienten ohne klinisch fassbare

systemische Manifestationen hindeutet (2), sondern auch mit einer schlechten Prognose

assoziiert ist (2) (17) (25) (30) (47) (51) (93). Dieser Nachweis entwickelt sich zunehmend als

klinisch relevanter Prognosefaktor bei Mammakarzinompatientinnen (57), und liefert zu-

sätzliche Informationen zur Einschätzung des individuellen Krankheitsverlaufes (31).

Der Nachweis isolierter Tumorzellen wurde bereits 1993 durch die UICC in den Ergän-

zungsband der pTNM-Klassifikation als fakultativer Prognosefaktor aufgenommen (135)

(154).

Trotz der zunehmenden Daten, die die prognostische Wertigkeit des Knochenmark-

Status beim Mammakarzinom belegen, existiert bislang noch kein allgemein akzeptier-
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tes standardisiertes Protokoll für den Tumorzellnachweis im Knochenmark. Derzeit wird

intensiv diskutiert welcher Primärantikörper hinsichtlich Spezifität und Sensivität für den

Nachweis der disseminierten epithelialen Tumorzellen am besten geeignet ist.

Um epitheliale Tumorzellen im Knochenmark nachweisen zu können, werden monoklo-

nale Antikörper gegen verschiedene Zytoskelettkomponenten und Membranantigene

verwendet, wobei die Anwendung von Antikörpern gegen Zytokeratine am geeignetsten

erscheint (12). Zytokeratine sind integrale Bestandteile des Zytoskeletts von epithelialen

Zellen (99), werden auch von Tumorzellen stabil exprimiert und sind mit spezifischen

monoklonalen Antikörpern in einzelnen Karzinomzellen eindeutig nachweisbar (65). Der

monoklonale Antikörper CK2, der gegen die Zytokeratinkomponent Nr. 18 gerichtet ist,

ist der bislang am häufigsten eingesetzte Antikörper in Studien zur klinischen Relevanz

des Knochenmark-Status bei Mammakarzinompatientinnen. Die Nachweishäufigkeit

einzelner epithelialer Zellen im Knochenmark bei Verwendung des Antikörpers CK2

liegt bei etwa 27% - 45 % der untersuchten Patientinnen bei Mammakarzinom im Stadi-

um M0 (45) (46).

In dieser Arbeit wurde der Antikörper CK2 als „Standard“ Antikörper zur Detektion der

disseminierten epithelialen Zellen eingesetzt und mit anderen für die Fragestellung po-

tentiell geeigneten Antikörpern hinsichtlich Spezifität und Sensivität verglichen. Damit

sollten wesentliche Voraussetzungen für die Erarbeitung einen standardisierten metho-

dischen Protokolls geschaffen werden.

Über diese methodischen Fragestellungen hinausgehend wurden die disseminierten

epithelialen Tumorzellen bezüglich ihrer Östrogenrezeptorexpression durch immunzyto-

chemische Doppelfärbung charakterisiert. Es handelt sich dabei um eine klinisch rele-

vante Fragestellung, da es noch unklar ist, warum 20-40 % der Mammakarzinome trotz

positiver Rezeptoren nicht auf eine endokrine Therapie reagieren, während immerhin

noch 10 % der rezeptorennegativen Tumoren dies tun (63). Es soll geklärt werden, ob

Patientinnen, die einen Östrogenrezeptor-positiven Status im Primärtumor zeigen, e-

benfalls einen positiven Östrogenrezeptor-Status der disseminierten Tumorzellen im

Knochenmark haben. Unterschiede im Expressionsmuster der Zellen des Primärtumors
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und der residualen Tumorzellen im Knochenmark, könnten ein Grund für den unbefrie-

digenden Erfolg der antihormonellen Therapie des Mammakarzinoms sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In diese Arbeit wurden 114 Patientinnen im Alter von 27 bis 86 Jahren aufgenommen,

die wegen eines Mammakarzinoms operiert wurden. Die operative Therapie der Patien-

tinnen erfolgte in der Chirurgischen Klinik Großhadern, dem Kreiskrankenhaus Rei-

chenbach, in der Abteilung für Plastische Chirurgie des Krankenhauses III. Orden und

im Kreiskrankenhaus Starnberg.

Die Knochenmarkpunktion wurde intraoperativ durchgeführt. Die Einwilligung hierzu

wurde nach einem entsprechenden Aufklärungsgespräch schriftlich mit der Einver-

ständniserklärung zur Operation erteilt.

Primärtumor

In diese Gruppe wurden nur Patientinnen, die eine operative Primärtherapie bei histolo-

gisch gesichertem Mammakarzinom erhielten, eingeschlossen.

Rezidiv

In diese Gruppe wurden Patientinnen mit Lokalrezidiven oder Fernmetastasen aufge-

nommen.

Nachpunktate

Nachpunktate wurden zur Analyse des Knochenmark-Status im Verlauf zu verschiede-

nen Zeitpunkten nach der operativen Primärtherapie und gegebenenfalls nach Ab-

schluss einer adjuvanten systemischen Therapie durchgeführt.
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Kontrollgruppe

In diese Gruppe gingen zwei Patientinnen ein, die wegen eines klinischen oder mam-

mographischen Verdachtes auf ein Mammakarzinom operiert wurden, bei denen aber

der endgültige histopathologische Befund keinen Anhalt für Malignität ergab.

Perioperativ wurden bei den Patientinnen die von der Projektgruppe Mammakarzinom

des Tumorzentrums München empfohlenen Staging-Untersuchungen (Röntgen-Thorax,

Oberbauchsonographie, Skelettszintigraphie und Bestimmung der Tumormarker CEA,

CA-15-3) durchgeführt.

Für jede Patientin wurden sowohl obligate als auch fakultative patienten–, tumor– und

therapiebezogene Parameter erhoben.

Obligat war die Erhebung der Daten zu: pT–Klassifikation, pN–Klassifikation, Differen-

zierungsgrad, histologischem Tumortyp, Tumorstadium, Östrogenrezeptor-Status und

Progesteronrezeptor-Status im Tumorgewebe.

Die histopathologischen Parameter wurden routinemäßig durch das Institut für Patholo-

gie der LMU–München bestimmt und beinhalteten die Infiltrationstiefe des Primärtumors

(pT–Stadium), das Vorliegen von axillären Lymphknotenmetastasen (pN–Stadium) bzw.

Fernmetastasen ([p]M–Stadium), den histologischen Tumortyp und das Grading sowie

den Hormonrezeptor-Status. Bei der Auswertung und Klassifizierung der Daten wurde

in der vorliegenden Studie die pTNM–Klassifikation nach UICC 2002 zugrundegelegt
(135). Das histopathologische Grading zur Beurteilung des Differenzierungsgrades inva-

siver Mammakarzinome erfolgte nach der Klassifikation von Bloom und Richardson in

der Modifikation nach Elston und Ellis (3).

Die Nachweisbarkeit von Resttumor nach dem chirurgischen Eingriff (R–Klassifikation)

wurde nach der Auswertung der vorgenannten histopathologischen und klinischen Be-

funde ebenfalls entsprechend den UICC–Richtlinien von 2002 beurteilt (135).
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Die Steroidhormonrezeptorbestimmung erfolgte im Hormonrezeptorlabor der Frauenkli-

nik des Klinikum Großhadern in quantitativen Enzymimmunoassays (ER–EIA und PR–

EIA). Die Grenzwerte für die Beurteilung eines positiven oder negativen Rezeptorstatus

liegen bei dieser Methode bei 10 fmol/mg Protein. Alternativ bzw. bei nicht ausreichen-

dem Material für die biochemische Analyse wurde die Hormonrezeptorbestimmung im

Institut für Pathologie semiquantitativ nach dem immunreaktiven Score von Remmele

und Stegner (123) durchgeführt. Dieser Score berücksichtigt Färbeintensität und Prozent-

satz positiver Zellen. Den Empfehlungen des Tumorzentrum München entsprechend,

wurde ein Prozentsatz positiver Zellen von 10% als Grenzwert zwischen positivem und

negativem Hormonrezeptor-Status festgelegt.

2.2 Auswahl des Antikörpers

Zur Detektion der ins Knochenmark disseminierten epithelialen Zellen wurde in dieser

Arbeit der gegen die Zytokeratinkomponente Nr. 18 gerichtete monoklonale Antikörper

CK2 verwendet. Weitere Analysen wurden mit den Antikörpern A45-B/B3 und CK22

durchgeführt. Der Antikörper A45-B/B3 ist gegen die Zytokeratinkomponenten Nr. 8,

18, 19 gerichtet. Der Antikörper CK22 ist ein Pan-Zytokeratinmarker, der mit Zytokeratin

Nr. 19, 18, 16, 15, 14, 8, 7, 6,10, 5, 4, 3, 2, 1 reagiert (99).

2.3 Gewinnung und Aufarbeitung der Knochenmarkaspirate

Nach entsprechender Aufklärung und Einwilligung der Patientinnen, wurde die Punktion

des Knochenmarkes intraoperativ unter Vollnarkose durchgeführt. Aus den beiden ante-

rioren spinae iliacae superiores wurden pro Punktion zwischen 5 ml und 10 ml Kno-

chenmark in eine mit EDTA beschichtete Plastikspritze aspiriert, in einem Mischverhält-

nis von 0,5 ml Di-Natrium AEDTA 1.107 % pro 2 ml Aspirationsvolumen.
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2.3.1 Material

PBS ( Phosphat-gepufferte Salzlösung ):

werden in 10 l aqua dest unter Rühren gelöst und auf den pH 7,4 eingestellt.

Menge Substanz Firma Art.–Nr. Land

80 g NaCl Fluka 71380 Schweiz

2 g KCl Fluka 60130 Deutschland

2 g KH2PO4 Merk 4873.1000 Deutschland

4,2 g Na2HPO4 Merk 6580 Deutschland

Erythrozyten-Lyse-Puffer

werden in 1 l aqua dest unter Rühren gelöst

Menge Substanz Firma Art.–Nr. Land

0,0372 g C10H16N2O8 Fluka 03620 Schweiz

1 g CHKO3 Fluka 60340 Schweiz

8,3 g ClN4N Fluka 09700 Schweiz

Weitere Materialien

Menge Substanz Firma Art.–Nr. Land

Tris(Hydroxymethyl)-
aminomethan*

Merk 8387 Deutschland

Trypan Blue Soluti-
on 0,5 %

Serva 47285 Deutschland

1,077 g/ml Pancoll PAN P04-60500 Deutschland
* pH-Wert mit HCl auf 9,4 einstellen

Tabelle 1: Eingesetzte Materialien für die Aufarbeitung der Knochenmarkaspirate

2.3.2 Methode

Die Aspirate wurden jeweils in sterile 50 ml Caps mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und

zentrifugiert (Bremse, 4°C, 1200 U/Min, 7 Minuten), um das EDTA und Fett abzutren-

nen. Der Überstand wurde mit einer Pipette abgenommen und das Sediment resuspen-

diert und auf 30 ml mit PBS aufgefüllt. Diese Probe wurde nun in einem neuen 50 ml

Cap, das bereits mit 20 ml Pancoll® gefüllt war, sehr langsam und sorgfältig überschich-
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tet. Es war darauf zu achten, die Pipette mit dem verdünnten Knochenmark schräg an

der Röhrchenwand und kurz oberhalb des Flüssigkeitsspiegels anzusetzen, um eine

Vermischung mit Pancoll® zu vermeiden. Durch Dichtegradientenzentrifugation (4°C,

2000 U/Min, 25 Minuten, keine Bremse) wurden die Bestandteile der Aspirate abge-

trennt. Dabei zeigte sich folgender 4-phasiger Aufbau:

1. Phase: oberste Fettschicht und lösliche Verschmutzung.

2. Phase: INTERPHASE: mononukleäre Knochenmarkzellen und eventuelle Tu-
morzellen.

3. Phase: Pancoll®.

4. Phase: Sediment.

Die Interphase und obere Phase wurden sorgfältig abpipettiert, in ein neues Röhrchen

überführt, mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und durch Zentrifugation (Bremse, 4°C,

1200 U/Min, 7 Minuten) gewaschen. Der Überstand wurde abpipettiert und das entstan-

dene Sediment mit 3 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer 3 Minuten lang vermischt, um E-

rythrozytenkontamination zu vermeiden. Danach wurde das Cap mit PBS auf 50 ml auf-

gefüllt und die Zellen erneut durch Zentrifugation gewaschen (Bremse, 4, 1200 U/Min,

7 Minuten). Der Überstand wurde dekantiert und das Sediment in PBS auf ca. 5-10 ml

Volumen resuspendiert.

2.3.3 Herstellen der Zytospin – Präparate

Die Bestimmung der Vitalität und der Gesamtzellzahl erfolgte wie folgend beschrieben:

In einer Microtiterplatte wurden 30 µl der Zellsuspension und 30 µl Trypanblue-Lösung

inkubiert. 30 µl davon wurden nach 3-5 min in die Neubauer-Zählkammer pipettiert. Die

Vitalität der mononukleären Zellen wurde nach folgender Formel bestimmt:

Vitalität (%) = Anzahl vitale Zellen · 100

Anzahl vitale Zellen + Anzahl der toten Zellen
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Die Vitalität der Zellpopulationen lag mindestens bei 95 %.

Die Erythrozyten wurden nicht mitgezählt. Ausgezählt wurden 16 Eckquadrate und ein

Mittelwert gebildet.

Die Gesamtzellzahl errechnete sich aus folgender Formel:

Gesamtzellzahl G · 106 = M · 2 · V · 10000

M : Mittelwert

2 : Verdünnung mit Trypan-Blue

V : Volumen der gesamten Suspension (ml)

10000 : Faktor der sich aus der Fläche der Neubauer-Zählkammer ergibt

Die isolierten Zellen wurden auf eine Konzentration von 0,5 · 106 / ml eingestellt:

Volumen (ml) = 0,5 · 106 · V

G · 106

V : Volumen der gesamten Suspension (ml)

G : Gesamtzellzahl

Durch Zytozentrifugation (500 U/Min, 2 x 5 min) wurde dieses Volumen auf die Objekt-

träger aufgebracht. Von jeder Beckenkammpunktion wurden je nach Quantität der Sus-

pension, 6 bis 12 Zytospinspräparate, mit je 0,5 · 106 Zellen angefertigt und bei Raum-

temperatur 2-18 Stunden getrocknet. Trockene Zytopräparate, die nicht am selben Tag

angefärbt wurden, wurden in Alufolie eingewickelt und bei –20°C aufbewahrt.

Falls aus technischen Gründen nur ein Beckenkammpunktat zur Verfügung stand, wur-

de die doppelte Anzahl von Zytozentrifugepräparaten angefertigt, um die gleiche Ge-

samtzellzahl pro Patientin in die Auswertung einzubringen, nämlich 1 · 106 Zellen.
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2.4 Herstellung von Präparaten der Zelllinie MCF-7 

2.4.1 Material

Kulturmedien

RPMI with Glutamax (500 ml)

Reagenz Firma Art.–Nr. Land

RPMI 1640 with Glutamax
500 ml

Gibco 61870-010

Antibiotic-antimycotic 5 ml Sigma A9909 Deutschland

FBS 50 ml Gibco 10270-106
(Lot.Nr.40G9185K)

Natriumpyruvat Sigma S 8636 Deutschland

Einfriermedium

Reagenz Firma Art.–Nr. Land

80 % FCS + 20 % DMSO
Zellsuspension (1:1)

Trypsin / EDTA

Reagenz Firma Art.–Nr. Land

0,25 % Trypsin EDTA Solution

(-20°C lagern, aliquotieren)
Sigma T4094 Deutschland

Tabelle 2: Eingesetzte Materialien für die Herstellung von Kontrollpräparaten der Zelllinie MCF-7 

 

2.4.2 Methode

1. In Stickstoff eingelagerte MCF-7 Zellen (ATCC HTB-22)(1) wurden im Wasser-

bad bei 37°C aufgetaut und in RPMI 1640 Medium überführt und bei

1000U/min 7 Minuten lang zentrifugiert.
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2. Der Überstand wurde abpipettiert.

3. Das Pellet wurde vorsichtig resuspendiert.

4. In einem weiteren Schritt wurde 1 ml des folgenden Mediums hinzugegeben:

• RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Natriumpyruvat +

• 1 % Antibiotic-Antimycotic Solution.

5. Die Anzahl der vitalen Zellen wurde in der Neubauer-Zählkammer bestimmt.

6. Mindestens Zellen/ml wurden in einer kleinen Kulturflasche eingesetzt.

7. Die Zellen wurden mehrmals passagiert.

Die Zytospinspräparaten wurden mit je 0,05 · 106 Zellen wurden angefertigt.

2.5 APAAP-Färbung unter Verwendung des Antikörpers CK2

2.5.1 Material

Reagenz Firma Art.-Nr. Land

Aceton Fluka 00570 Schweiz

AB-Serum Biotest 805135 Deutschland

PBS (Abschnitt 2.3.1) - - -

Kaisers-Glycerin-Gelatine Merk 9242 Deutschland

Tabelle 3: Eingesetzte Materialien für APAAP-Färbung



Material und Methoden 16

Neufuchsin-Färbelösung

Lösung 1

Menge Substanz Firma Art.–Nr. Land

90 g Levamisole Sigma L-9756 Deutschland

62,5 ml Tris-Puffer Merk 8387 Deutschland

Lösung 2

Menge Substanz Firma Art.–Nr. Land

50 mg Natrium-Nitrit Sigma 3421 Schweiz

1 ml aqua dest - - -

0,5 ml
New Fuchsin

5 %(in 2N HCl) Sigma N 0638 Deutschland

Lösung 3

Menge Substanz Firma Art.–Nr. Land

125 mg Naphtol-AS
Biphosphat

Sigma N-2250 Deutschland

1,5 ml N, N-Dimethyl-
formamid

Fluka 40250 Schweiz

Tabelle 4: Zusammensetzung der Neufuchsin-Färbelösung
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Tabelle 5: Verwendete Antikörper für die APAAP-Färbung

2.5.2 Immunzytochemische Färbungen

Die immunzytochemische APAAP-Färbung erfolgte nach dem Färbeprotokoll von Cor-

dell (15) bei Raumtemperatur.

Für jede Patientin wurden insgesamt 4 Präparate aus beiden Beckenkammpunktionen

benutzt. Als Negativ-Kontrolle wurde die Isotypkontrolle MOPC verwendet, und der An-

Bezeich-
nung Antigen Isotyp Spezies

Protein

Konzentra-

tion

Arbeitskon-
zentration Hersteller

CK2 Zytokeratin
18

IgG 1 Maus 20 µg/ml 0,08 µg/ml

Boeringer

Mannheim

Nr.
814385

W6/32 HLA1 (A,B,C) IgG 2a Maus 20 µg/ml 4µg/ml
Dianova

Nr. 0107

MOPC 21 Maus-Ig IgG 1 Maus
1100
µg/ml 2,75 µg/ml

Sigma

Nr. M
9269

RαM Maus-Ig
Polyklo-

nal
Kanin-
chen 3,5 mg/ml 0,14 mg/ml

Dakopatts

Hamburg

Nr. Z 259

APAAP

Alkalische

Phosphatase-
Anti-

Alkalische

Phosphatase

IgG 1 Maus
0,12

mg/ml
0,0012
mg/ml

Dakopatts

Hamburg

Nr. D 651
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tikörper W6/32 wurde als Positiv-Kontrolle eingesetzt. Zwei Präparate (je ein Präparat

vom rechten und linken Beckenkamm) wurden mit dem Antikörper CK2 inkubiert.

Zur Kontrolle der Qualität der Färbung wurde als zweite Positiv-Kontrolle ein Präparat

mit Zellen der Mammakarzinom Zelllinie MCF-7 (ATCC HTB-22 (1) ) mitgefärbt.

Die Färbung wurde wie folgt durchgeführt:

1. Die Objektträger wurden in Aceton 7 Minuten lang fixiert, und luftgetrocknet.

2. Zur Absättigung unspezifischer Fc-Rezeptoren, wurden alle Zytospins mit AB-

Serum 10 % (in PBS verdünnt) überschichtet, und in einer zugedeckten feuch-

ten Kammer 20 Minuten lang inkubiert.

3. Nach Abkippen des Überstandes der Präparate, wurde die überschüssige

Flüssigkeit um das Präparat herum abgetupft.

4. Nun erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden Antikörper (s. o.)

5. 3 x 5 Minuten waschen in PBS.

6. Inkubation aller Präparate mit Kaninchen-anti-Maus-Brückenantikörper (RαM)

in einer zugedeckten feuchten Kammer 30 Minuten lang.

7. 3 x 5 min waschen in PBS.

8. Inkubation mit APAAP Komplex für 30 Minuten zugedeckt in einer feuchten

Kammer.

9. 3 x 5 Minuten waschen in PBS.

10. Die Färbung erfolgte mit der Neufuchsinmethode unter Verwendung von:

Lösung A: 0,090 g Levamisole wurde in 62,5 ml Tris-Puffer-Lösung gelöst.

Lösung B: 0,050 g Natriumnitrit wurde in 1 ml aqua dest und 1,5 ml Neufuchsin

gelöst.

Lösung C: 0,125 g Naphtol AS-Biphosphat wurde in 1,5 ml N,N-

Dimethylformamid gelöst.
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Lösung A wurde mit Lösung B gemischt. Anschließend wurde Lösung C dazu

gegeben. Die endgültige Mischung wurde filtriert. Die Präparate wurden in eine

Standküvette umgesetzt und unter leichter kontinuierlicher Bewegung auf dem

Schüttler 20 Minuten lang gefärbt.

11. 3 x 5 min waschen in PBS.

12. Die gefärbten Präparate wurden nass mit Kaisers-Glycerin-Gelatine eingedeckt

und anschließend ausgewertet.

2.5.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgte durch zwei unabhängige Untersucher, ohne Vorkenntnisse der

klinischen Daten der Patientinnen. Beide Beckenkämme wurden separat beurteilt. Der

Nachweis epithelialer Einzelzellen, sowie der von Zellclustern, erfolgte qualitativ und

quantitativ unter dem Lichtmikroskop (Axiovert 10, Zeiss, Jena). Die Anzahl CK2 positi-

ver Zellen pro 1·106 Zellen pro Patientin wurde bestimmt. Die CK-18 positiven Zellen

wurden an der Rotfärbung des Zytoplasmas erkannt und mindestens eine Zelle epithe-

lialer Ursprungs musste angefärbt sein, um das Ergebnis als positiv zu beurteilen. In

Abbildung 1 wird exemplarisch ein positives Präparat gezeigt. Pro Färbung mussten die

Positiv-Kontrollen W6/32 und MCF-7 eine eindeutige Anfärbung des Zytoplasmas zei-

gen, und die Negativ-Kontrolle MOPC eindeutig ohne Farbreaktion sein.
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Abbildung 1: CK18-positive Zellen im Knochenmark einer Mammakarzinompatientinnen

Legende: 320faches Hellfeld: Rot gefärbte CK-18-positive Zellen und nicht gefärbte mononukleäre Zellen

Die CK-18 Zellen zeigten sich nicht nur als Einzelzellen, sondern auch als Zellcluster.

Ein Cluster ist dabei definiert als mindestens zwei eng aneinanderliegende Zellen ohne

erkennbaren interzellulären Abstand (46).
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2.6 Immunzytochemische Färbung mit dem Epimet Kit A45

2.6.1 Material

Tabelle 6: Epimet Kit A45: Eingesetzte Materialien

2.6.2 Methode

Der Epimet KIT A45 wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers eingesetzt:

1. Pro Patientin wurden zwei Präparate aus beiden Beckenkammaspiraten sowie

ein Präparat als Negativ-Kontrolle verwendet.

2. Eine Positiv-Kontrolle MCF-7 (ATCC HTB-22) (1) wurde erstellt.

3. Permeabilization: 1 ml Lösung A wurde mit 100 ml PBS sorgfältig gemischt, auf

die Präparate in eine Standküvette gebracht und 5 Minuten lang inkubiert.

4. Fixierung: 1,35 ml Solution B wurde mit 100 ml PBS sorgfältig gemischt.

5. Die Lösung A wurde abgekippt. Lösung B wurde auf die Präparate gebracht

und 10 Minuten inkubiert.

6. 3 x 3 Minuten waschen in PBS

Reagenz Firma Art.-Nr. Land

Epimet (Epithelial Cell De-
tection Kit)

Baxter FAR 9863 Deutschland

Epimet Fixation Solution B Baxter FAR 9864 Deutschland

PBS (Abschnitt 2.3.1)

Kaisers-Glycerin-Gelatine Merk 9242 Deutschland
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7. Inkubation mit dem Antikörper A45-B/B3 für 45 Minuten. Pro Präparat sowie

auf die Positiv-Kontrolle wurde 247.5 µl Solution D mit 2.5 µl Solution C lang-

sam gemischt und aufgebracht.

8. Auf die Negativ-Kontrolle wurde pro Kontrolle 247.5 µl Lösung D und 2.5 µl Lö-

sung C-NC aufgebracht.

9. 3 x 3 Minuten waschen in PBS.

10. Färbung: für jeden Objektträger wurden 1,5 µl Lösung F mit 0,6 µl Lösung G

gemischt und für 3 Minuten inkubiert.

11. 300 µl Lösung E wurden mit 3 µl Lösung H gemischt und zur vorherigen Mi-

schung hinzugefügt.

12. Die endgültige Mischung wurde auf alle Präparate aufgebracht und 10 Minuten

lang inkubiert.

13. 3 x 3 Minuten waschen in PBS.

14. Eindeckung mit Kaisers-Glycerin-Gelatine

2.6.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgte wie unter 2.5.3 beschrieben.
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2.7 APAAP-Färbung nach Verwendung von Antikörper CK22

2.7.1 Material

Antikörper

Bezeich-
nung Antigen Isotyp Spezies Protein-

konzentration

Arbeits-
konzen-
tration

Hersteller

CK22 TM

Zytokeratin
19, 18, 16, 15,
14, 8, 7, 6, 10,

5, 4, 3, 2, 1

IgG 1 Maus 800-900
mg/ml

30mg/ml Biomeda

Nr. V3022

Tabelle 7: Beschreibung der Antikörper für APAAP-Färbung unter Verwendung von Antikörper CK22

2.7.2 Methode

Die nachfolgend beschriebene Methode “APAAP-Färbung nach Verwendung von Anti-

körper CK22“ variiert zum Ansatz „APAAP-Färbung nach Verwendung von Antikörper

CK2“ (siehe Abs. 2.5).

Die Objektträger wurden 5 Minuten lang in Aceton fixiert und luftgetrocknet. Danach

erfolgte die Inkubation mit AB-Serum 10 %, sowie mit dem monoklonalen Antikörper

CK22, Kaninchen-anti-Maus-Brückenantikörper (RαM) und APAAP Komplex. Die Fär-

bung erfolgte mit der Neufuchsinmethode (Abschnitt 2.5.2).

2.7.3 Auswertung

Die Auswertung der Präparate erfolgte wie unter Abschnitt 2.5.3 beschrieben.
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2.8 CK2-Biotinilierung

2.8.1 Material

Zur CK2-Biotinilierung werden folgende Materialien und Geräte benötigt:

• Beckman Ultrazentrifuge, Model J–21B, Katalog Nr. 336795

• Beckman Rotortyp JA–0, Serien Nr. 1610

• Amicon Zentrifugeneinsätze: Centrion “C von 30“, Probenauffanggefäß

• Kleines verschraubbares Glasgefäß ( z. B. leeres Antikörpergefäß)

Folgende Lösungen wurden verwendet:

• Biotinlösung: 10 mg D-Biotinyl-E-aminocapronsäaure-N-hydroxysuccinimides-

ter (Boeringer Manheim, 50 mg, Best. Nr. 1008960) in 2 ml DMF ( N, N-

Dimethylformamid, Fluka, Best. Nr. 40250) in einem kleinen Glasgefäß lösen.

• CK2–Stammlösung: 1 ml CK2 ( 1 mg/ml PBS/10 % AB-Serum, Boehringer)

ca. 20 ml steriles PBS (Elektolyt-Grundlösung, Fresenius-AG, Bad Homburg)

ca. 10 ml steriles PBS + 0,1 % (d. h. 1ml/ml) Natriummazid (Merk, Art. Nr.

6688).

2.8.2 Methode

1. 1 ml CK2–Stammlösung wurde in ein Glasgefäß gegeben. Hinzu kamen 50 ml

der Biotinlösung. Mit Aluminium wurde das Glasgefäß verdunkelt und 18-24h

geschüttelt.

2. I. Ultrazentrifugation: 1 ml CK2-Biotin-Ansatz + 500 µl steriles PBS wurden bei

5500 U/min 45 Minuten lang zentrifugiert. Mit 500 µl PBS wurde der letzte Rest

des CK2-Biotin-Ansatzes aus dem Gefäß gespült.



Material und Methoden 25

3. Der Unterstand wurde mit dem abzentrifugierten Biotinyl verworfen. Am AK

Überstand müssen noch ca. 40 µl Flüssigkeit verbleiben, um den AK gegen

Austrocknung zu schützen.

4. Der AK wurde in 1 ml sterilem PBS auf einem Vortex-Schüttler resuspendiert.

5. II. Ultrazentrifugation: das 1 ml Resuspensat wurde bei 5500 U/min 30 Minuten

lang zentrifugiert.

6. Der Unterstand wurde mit dem abzentrifugierten Biotinyl verworfen.

7. Der AK wurde auf einem Schüttler in 1 ml sterilem PBS resuspendiert.

8. III. Ultrazentrifugation: das 1 ml Resuspensat wurde bei 5500 U/min 30 Minuten

lang zentrifugiert.

9. Der Unterstand wurde mit dem abzentrifugierten Biotinyl verworfen. Am AK

Überstand müssen noch ca. 40 µl Flüssigkeit verbleiben, um den AK gegen

Austrocknung zu schützen.

10. Das endgültige Probenauffanggefäß wurde auf das obere Röhrchenteil gesetzt.

Ab diesem Zeitpunkt wurde das Röhrchen umgedreht gehandhabt.

11. Es folgte die Zugabe von 500 µl PBS auf die Oberseite der Membran.

12. Es wurde die Resuspension auf dem Schüttler durchgeführt.

13. IV. Zentrifugation: Die 500 µl Resuspensat wurde 5 Minuten lang bei

1000 U/Min zentrifugiert.

14. Die abzentrifugierten 500 µl Resuspensat wurden in das endgültige AK-

Aufbewahrungsgefäß gegeben.

15. Erneut wurden 500 µl PBS auf die Oberseite der Membran hinzugegeben.

16. Danach erfolgte die Resuspension auf einem Schüttler.

17. V. Zentrigugation: die 500 µl Resuspensat wurden bei 1000 U/Min 5 Minuten

lang zentrifugiert.

18. Die abzentrifugierten 500 µl Resuspensat wurden in das endgültige AK-

Aufbewahrrungsgefäß gegeben.

19. Aliquotierung des biotinilierten AKs je 200 µl bei –20°C.
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2.9 Doppelfärbung mit dem Antikörper CK2 und dem Anti-

Östrogenrezeptor Antikörper

2.9.1 Material

Reagenz Firma Art.-Nr. Land
Protein-

konzentra-
tion

Arbeitskon-
zentration

Aceton Fluka 00570 Schweiz - -

AB-Serum Biotest 80513 Deutschl. - -
Monoclonal Mouse Anti
Human Estrogen Recep-
tor

Dako M7047 Dänemark 35,2 mg/ml 1,17 mg/ml

Alkaline Phosphatase-
Conjugated streptavidin

Dianova 29140 Deutschl. 5µl/ml 0,025 µl/ml

AuroprobeTMOne GAM
(1 mn gold labelled goat
anti mouse IgG)

Amers-
han RPN 471 England 20µl/ml 0,4 µl/ml

Normal Mouse Serum Dianova 015-000-
001

Deutschl. 50mg/ml 1 mg/ml

Biotiniliert CK2
(Abs. 2.8)

- - - - -

Intense TMM silver
enhancement kit

Amers-
han RPN 491 England - -

MOPC 21 Sigma M 9269 Deutschl. 1,1 mg/ml

0,01 mg/ml als
CK2-Kontrolle

und 0,011
mg/ml – als

ÖR- Kontrolle
Neufuchsin-Färbelösung
(Abs. 2.5.2) - - - - -

Kaisers-Glycerin-
Gelatine

Merk 9242 Deutschl. - -

APAAP-Färbung
(Abs. 2.5.2)

- - - - -

Tabelle 8: Eingesetzte Materialien für die Doppelfärbung CK2 / Östrogenrezeptor
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2.9.2 Doppelfärbungsmethode : APAAP / Streptavidin / Immunogold -
Standardprotokoll

Für jede Patientin wurde pro Beckenkammseite ein Präparat benutzt. Für den Fall, dass

die Präparate nur aus einer Beckenkammseite gewonnen wurden, wurden zwei Präpa-

rate aus derselben Probe gefärbt.

Zur Kontrolle der Qualität der Färbung wurden drei MCF-7 Kontrollen (ATCC HTB-22
(1)), erstellt. Aus der Literatur ist bekannt, dass die MCF-7 Zellen Östrogenrezeptor posi-

tiv sind (1).

• MCF-7 Kontrolle: CK2 / Östrogenrezeptor

• MCF-7 Kontrolle: CK2 / MOPC

• MCF-7 Kontrolle: Östrogenrezeptor / MOPC

1. Alle Objektträger wurden 5 Minuten in Aceton fixiert und luftgetrocknet.

2. Zur Absättigung unspezifischer Fc-Rezeptoren wurden alle Objektträger mit

10 % AB-Serum überschichtet und 20 Minuten lang inkubiert.

3. Inkubation mit dem ersten Primärantikörper Östrogen für alle Präparate, mit

Ausnahme der MCF-7 Kontrolle CK2 / MOPC für 1 Stunde.

4. 3 x 5 Minuten waschen in PBS.

5. Inkubation mit 1nm gold labelled goat anti mouse auf allen Zytospins für 30 Mi-

nuten.

6. 3 x 5 Minuten waschen in PBS.

7. Inkubation mit 5 % Mausserum auf allen Präparaten für 20 Minuten.

8. Nach Abkippen des Überstandes von diesen Präparaten erfolgte die Inkubation

mit dem zweiten biotinilierten Primärantikörper CK2 auf allen Präparaten für ei-

ne Stunde, mit Ausnahme der Kontrolle mit dem Östrogenrezeptor/MOPC. Die-

se Kontrolle wurde mit MOPC (1:100) überschichtet.
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9. 3 x 5 Minuten lang waschen in PBS.

10. Inkubation mit Alkaline Phosphatase conjugated Streptavidin für 30 Minuten.

11. 3 x 5 Minuten waschen in PBS.

12. Die Färbung erfolgte mit der Neufuchsinmethode (s. Abschnitt 2.5.2)

13. 3 x 5 Minuten waschen in PBS.

14. Für 30 - 90 Minuten wurden Reagenz A + B (1:1) auf die Zytospins aufgetra-

gen. Es wurde darauf geachtet, das Reagenzgemisch A + B spätestens nach

30 min. frisch anzusetzen und aufzutragen, da die Mischung nur in einem be-

stimmten Zeitraum verwendbar ist. Die Entwicklung der Reaktion mit dem Sil-

ver Enhancement Reagenz A + B ist von der Raumtemperatur abhängig. Steigt

die Raumtemperatur, so reduziert sich der Zeitraum der Reaktion.

15. Zytospins wurden in aqua bidest gespült, um die Reaktion abzubrechen.

16. Präparate wurden mit Kaisers-Glycerin-Gelatine nass eingedeckt und ausge-

wertet.

Die Beurteilung der Präparate mit dieser Färbungsmethode ist mit Schwierigkeiten ver-

bunden, da die Färbeintensität der enzymatischen Färbung durch die Entwicklung mit

dem Immunogold-Färbung überlagert wurde. Um reproduzierbare, eindeutig auswertba-

re Färbeergebnisse zu erreichen, wurde eine Modifikation des Protokolls vorgenom-

men.

2.9.3 Protokollmodifikation der Doppelfärbungsmethode

Die Methode wurde zum Nachweis der Östrogenrezeptorexpression auf disseminierten

epithelialen Einzelzellen variiert. Die folgenden Modifikationen dienen zur Optimierung

der Kombination APAAP/Immunogold. Die Färbungsmethode APAAP/Streptavidin wur-

de als Anwendungsmethode ausgewählt, da diese bereits in unserer Arbeitsgruppe mit

Erfolg eingesetzt wurde.
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Zur Kontrolle der Qualität der Färbung wurden vier Kontrollen aus der Mammakarzinom

Zellinie, MCF-7 (ATCC HTB-22 (1)), erstellt:

• MCF-7 Kontrolle: CK2 / Östrogenrezeptor

• MCF-7 Kontrolle: MOPC / Östrogenrezeptor

• MCF-7 Kontrolle: CK2 / MOPC

• MCF-7 Kontrolle: W6/32

Zuerst erfolgte die Inkubation mit dem AB-Serum 10 %, dem Antikörper CK2, dem Ka-

ninchen-anti-Maus-Brückenantikörper (RαM) und dem APAAP Komplex. Die Färbung

erfolgte mit der Neufuchsinmethode (Abschnitt 2.5.2). Im Anschluss daran erfolgte die

Inkubation mit dem Östrogenrezeptor und dem Gold-labelled-goat-anti-mouse-Komplex.

Die Reaktion wurde durch den Intense TMM silver enhancement Kit sichtbar gemacht.

2.9.4 Auswertung

In beiden Färbungsmethoden wurden die Zellen durch den Antikörper CK2 rot angefärbt

und gleichzeitig durch den Gold-labelled-goat-anti-mouse-Komplex körnig schwarz an-

gefärbt, so dass eine Doppelfärbung nachzuweisen war. Die Positivkontrolle

CK2/Östrogenrezeptor zeigte eine eindeutig rot/schwarze Anfärbung der Zellen, die

Kontrolle MOPC/CK2 dagegen nur die Rotfärbung des Zytoplasmas, während die Kon-

trolle Östrogen/MOPC nur eine schwarze Anfärbung der Zellen zeigte. Es wurde jeweils

die Anzahl CK2/Östrogenrezeptor positiver Zellen pro 1 ·106 Zellen pro Patientin unter

dem Lichtmikroskop (Axiovert 10, Zeiss, Jena) ermittelt.

Mit der vorgenommen Protokollmodifikation der Doppelfärbungsmethode wurde eine

starke Färbeintensität sowohl für die enzymatische Färbereaktion als auch für die Im-

munogold Färbung erreicht.
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Abbildung 2: MCF-7 Präparat: CK18-positive - Östrogenrezeptor-positive MCF-7 Zellen

A B

C D

Legende: 320faches Hellfeld: Schwarz-rot gefärbte MCF-7 Zellen

Bild A: Entwicklungslösung nach 1 Stunde und 10 Minuten

Bild B: Entwicklungslösung nach 1 Stunde und 12 Minuten

Bild C: Entwicklungslösung nach 1 Stunde und 20 Minuten

Bild D: Entwicklungslösung nach 1 Stunde und 22 Minuten
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2.10 Qualitätskontrolle der Doppelfärbungsmethode

Um die Spezifität der Färbung zu sichern wurde geprüft, ob eventuell Zellen der Häma-

topoese ein falsch-positives Ergebnis liefern.

2.10.1 Material

Reagenz Firma Art.-Nr.
Protein
Konzen-
tration

Arbeits-
konzentra-

tion
Land

Leucocyte Common An-
tigen

Dako M0701 14 mg/ml 0,14 mg/ml Dänemark

Biotin Rabbit anti mouse
für APAAP u. POX

Dianova 315-065-
048

1,3 mg/ml 0,013mg/ml Deutsch-
land

Tabelle 9: Eingesetzte Materialien für die Protokollmodifikationen der Doppelfärbungsmethode

2.10.2 Erste Qualitätskontrolle der Doppelfärbungsmethode: PBL als Ne-
gativkontrolle

Die folgend beschriebene Methode “Erste Qualitätskontrolle der Doppelfärbungsmetho-

de: PBL als Negativkontrolle “ variiert zum Ansatz „Doppelfärbungsmethode : APAAP /

Streptavidin / Immunogold - Standardprotokoll“ (siehe Abs. 2.9.2).

Es handelt sich bei diesem Protokoll um eine weitere Methodenoptimierung. Die Dop-

pelfärbung besteht aus einer Kombination aus der Alkalischen Phosphatase Streptavi-

din Färbung und der Immunogold Färbung (Abs. 2.9.2).

Zur Überprüfung der Qualität der Färbung wurden drei Kontrollen, MCF-7 (ATCC HTB-

22(1)), wie bei bei Abschnitt 2.9.2 beschrieben, erstellt. Gleichzeitig wurden PBL ( Pe-

ripheral Blood Lymphocytes) als Negativkontrolle benutzt:
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• PBL Kontrolle: Östrogenrezeptor / M0701

• PBL Kontrolle: MOPC / M0701

• PBL Kontrolle: Östrogenrezeptor/ MOPC
* M0701 = Leucocyte Common Antigen

Zunächst erfolgte die Inkubation mit dem ersten Primärantikörper Östrogen, 1nm gold

labelled goad anti mouse, 5 % Mausserum, und dem biotinilierten Primärantikörper

CK2. Danach erfolgte die Inkubation (für alle PBL Präparate) mit dem Leucocyte Com-

mon Antigen-Antikörper und Biotin Rabbit anti mouse sowie die Inkubation mit Alkaline

Phosphatase conjugated Streptavidin. Die Färbung erfolgte mit der Neufuchsinmethode

(Abschnitt 2.5.2) Die Reagenz A + B wurden 1:1 auf die Zytospins aufgetragen. Aqua

bidest wurde benutzt, um die Reaktion abzubrechen.

2.10.3 Zweite Qualitätskontrolle der Doppelfärbungsmethode : APAAP-
Färbung statt APAAP/Streptavidin

Eine weitere Untersuchung, die es ermöglicht, die Sensitivität und Spezifität der Doppel-

färbung zu prüfen, wurde durchgeführt. Eine einfache APAAP-Färbung unter Verwen-

dung des Antikörpers CK2 erfolgte mit MCF-7-Zellen sowie mit PBL Präparaten. Im An-

schluss an die Färbung wurde an der Hälfte der Präparate die Doppelfärbung mit dem

Östrogenrezeptor-Antikörper durchgeführt. Die andere Hälfte der Präparate wurde di-

rekt mit Kaisers-Glycerin-Gelatine eingedeckelt.

Zur Kontrolle der Qualität der Färbung wurden vier Kontrollen, MCF-7 (ATCC HTB-22
(1)), eingesetzt. Als negative Kontrollen wurden PBL (Peripheral Blood Lymphocytes)

benutzt. Zuerst erfolgte die Inkubation mit dem Antikörper CK2, Inkubation aller PBL

Präparaten mit Leucocyte Common Antigen, die Inkubation für alle Präparate mit Ka-

ninchen-anti-Maus-Brückenantikörper (RαM) und APAAP Komplex sowie die Färbung

mit der Neufuchsinmethode. Danach Inkubation mit dem Antikörper gegen den Östro-
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genrezeptor, 1nm gold labelled goad anti mouse. Reagenz A + B wurde 1:1 auf die Zy-

tospins aufgetragen.

2.10.4 Lagerungsfähigkeit der gefärbten Präparate und Wiederfindungsra-
te der CK-18 positiven Zellen

Bereits gefärbte und über unterschiedliche Zeiträume eingelagerte Präparate mit nach-

gewiesenen CK-18 positiven Zellen wurden entdeckelt und morphologisch intakte Zel-

len auf ihre Östrogenrezeptorexpression hin untersucht. Hierfür mußte zunächst die

Lagerungszeit festgestellt werden nach der noch eindeutige Antigenexpressionsmuster

festgestellt werden können. Insgesamt wurden 46 eingelagerte Präparate mit CK18-

positiven Zellen im Primärscreening entdeckelt.

Insgesamt 12 Präparate, neun Präparate aus dem Jahr 1992 bis 1995, zwei Präparate

aus dem Jahr 1998 und 1999 und ein Präparat, das nicht älter als 6 Monate war (2001),

wiesen nach Lagerung bei Raumtemperatur intakte Zellen in einem guten Zustand auf.

18 Objektträger waren nicht auswertbar. Diese stammten ohne Ausnahme aus dem

Jahr 1990 bis 1992. Zusammenfassend zeigte sich, dass alle Präparate, die älter als 9

Jahre waren, nicht mehr ausgewertet werden konnten. Die Zellen waren ausgetrocknet

und zeigten keine intakte Morphologie.

Bei 34,7 % aller untersuchten Präparate mit einer Lagerungszeit bis zu 7 Jahren war die

Wiederfindung intakter CK18-positiven Zellen möglich.

2.10.5 Doppelfärbung an asservierten Präparaten

Bei der nachträglichen Doppelfärbung mit dem Östrogenrezeptor-Antikörper an asse-

vierten, bereits CK18 gefärbten Präparaten wurde wie folgt verfahren:
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Zur Kontrolle der Qualität der Färbung wurden positive Kontrollen, MCF-7 (ATCC HTB-

22) erstellt. Als negative Kontrollen wurden PBL (Peripheral Blood Lymphocytes) be-

nutzt. Vorerst erfolgte die Inkubation mit dem Antikörper CK2, Leucocyte Common Anti-

gen, Kaninchen-anti-Maus-Brückenantikörper (RαM), APAAP Komplex und die Färbung

mit der Neufuchsinmethode. Die gefärbten Präparate wurden nass mit Kaisers-Glycerin-

Gelatine eingedeckt und eingelagert. Die Präparate wurden in einer Standküvette mit

PBS gefüllt bei Temperatur von 37°C gebracht, bis die Deckel der Präparaten abgelöst

wurden. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Antikörper Östrogen, mit 1nm gold la-

belled goad anti mouse. Reagenz A + B wurde 1:1 auf die Zytospins aufgetragen.

2.10.6 Auswertung

Die Anzahl CK2/Östrogen positiver Zellen pro 1 ·106 Zellen pro Patientin wurde unter

dem Lichtmikroskop (Axiovert 10, Zeiss, Jena) ausgewertet. Die Zellen wurden durch

den Antikörper CK2 rot angefärbt und gleichzeitig durch den Gold Labelled Goat Anti

Mouse-komplex körnig schwarz angefärbt, so dass eine Doppelfärbung nachzuweisen

war. Die Positivkontrolle MCF-7 CK2/Östrogenrezeptor zeigte eindeutig eine

rot/schwarze Anfärbung der Zellen, die Kontrolle MCF-7 MOPC/CK2 dagegen nur die

Rotfärbung des Zytoplasmas, während die Kontrolle MCF-7 Östrogen/MOPC nur eine

schwarze Anfärbung der Zellen zeigte.

Die PBL Kontrolle M0701/ Östrogenrezeptor zeigte eine Rotfärbung der Zellen. Die

Kontrolle M0701/ MOPC zeigte nur die Rotfärbung der Zellen. Die Kontrolle MOPC/ Ös-

trogenrezeptor zeigte keine Anfärbung der Zellen. Alle Kontrollen zeigten keinerlei

schwarz Anfärbung der Zellen durch den Östrogenrezeptor-Antikörper.
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2.11 Doppelfärbung A45-B/B3 - Östrogenrezeptor

Zur Etablierung der Doppelfärbung mit A45-B/B3 und dem Östrogenrezeptor wurden

drei verschiedene Modifikationen APAAP / Streptavidin / Immunogold - Standardproto-

kolles getestet, um das bestgeeignete methodische Vorgehen zu erarbeiten.

Bei der ersten Modifikation erfolgte zunächst die Permeabilization, Fixierung und Inku-

bation mit dem Antikörper A45-B/B3 und die Färbung entsprechend dem Protokoll des

kommerziell erhältlichen Kits. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper

gegen den Östrogenrezeptor und mit 1nm gold labelled goad anti mouse. Reagenz

A + B wurden auf die Zytospins aufgetragen.

Bei dem II. Färbungsprotokoll der Doppelfärbung A45-B/B3 / Östrogenrezeptor erfolgte

die Inkubation in der Reihenfolge: Östrogenrezeptor-Antikörper; 1nm gold labelled goad

anti mouse und mit dem Antikörper A45-B/B3. Im Anschluss daran erfolgte die Färbung.

Reagenz A + B wurden auf die Zytospins aufgetragen.

Bei der III. Modifikation erfolgte die Inkubation mit Östrogenrezeptor, 1nm gold labelled

goad anti mouse, 5 % Mausserum, sowie mit dem Antikörper A45-B/B3, Biotin Rabbit

Anti-mouse, und Alkaline Phosphatase conjugated Streptavidin. Danach erfolgte die

Färbung mit der Neufuchsinmethode. Reagenz A + B wurde auf die Zytospins aufgetra-

gen.

2.11.1 Auswertung

Im Bezug auf die Doppelfärbung A45-B/B3 – Östrogenrezeptor zeigte nur das III. Fär-

bungsprotokoll eine eindeutige Auswertbarkeit der Präparate. Die Benutzung von Biotin

Rabbit Antimouse für die APAAP-Färbung ermöglichte eine Doppelfärbung der Zellen.

Die Auswertung der Präparate erfolgte wie unter Abschnitt 2.9.4 beschrieben.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden die Knochenmarkaspirate von 114 konsekutiv rekrutierten Patientin-

nen mit einem Mammakarzinom analysiert. Es handelte sich dabei entweder um Patien-

tinnen mit einem primären Mammakarzinom, einem Rezidiv der Erkrankung oder einer

Punktion während der Nachsorge. Bei zwei Patientinnen ergab der definitive histopatho-

logische Befund eine benigne Veränderung, so dass sie als Kontrollgruppe aufgeführt

werden (Tabelle 10 ).

Mammakarzinom Patienten
n =114 %

M0 - Patienten
n = 96 %

Primärtumor 84 /114 73,7 75/96 78,1
Rezidiv 17 /114 15,0 10/96 9,4
Nachpunktat 11/114 9,6 8/96 10,4
Kontrollgruppe 2 /114 1,7 2/96 2,1

Tabelle 10 Untersuchtes Patientkollektiv

Von den 84 Patientinnen mit einem primären Mammakarzinom waren 75 frei von Fern-

metastasen (Stadium M0). In der Gruppe der Patientinnen mit einem Rezidiv waren

10/17 und bei den nachpunktierten Patientinnen 8/11 Frauen frei von Metastasen.

Mammakarzinom CK-18 positive Zellen
im Gesamtkollektiv

(n = 114) %

CK-18 positive Zellen
im M0 Kollektiv

(n = 96) %
Primärtumor 5 / 114 4,4 5 / 96 5,2
Rezidiv 4 / 114 3,5 2 / 96 2,1
Nachpunktat 1 / 114 0,9 0
Kontrollgruppe 0 0

Tabelle 11 Knochenmark-Status in den Gruppen

Bei 10/114 Patientinnen des Gesamtkollektivs wurden CK-18 positive Zellen im Kno-

chenmark nachgewiesen (8,8%). In der Gruppe der metastasenfreien Patientinnen sinkt

die Positivitätsrate auf 7,3% (n=7).
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In der Gruppe der Patientinnen mit einer Nachpunktion zu einen beliebigen Zeitpunkt

der Nachsorge fand sich bei keiner der Patientin ein positiver Knochenmark-Status. Es

handelte sich um Patientinnen, bei denen die Punktion im Rahmen einer erneuten Ope-

ration durchgeführt wurde. Bei drei Patientinnen ging es dabei um den Ausschluss ei-

nes Lokalrezidives und bei den weiteren fünf Patientinnen wurde ein Wiederaufbau der

Brust vorgenommen.

3.1 Verteilungsmuster klinisch-pathologischer Parameter und
des Knochenmark-Status

Im Gesamtkollektiv liegt die Prävalenz eines positiven Knochenmark-Status bei M0 Pa-

tienten bei 7,3%. In Tabelle 2 ist die Korrelation des Knochenmark-Status mit etablier-

ten Parametern dargestellt.

3.2 pTNM Stadium im gesamten M0 Kollektiv:

pT Patienten
n = 96 %

Knochenmark-
Status CK-18 +

pT1 ohne nähere Angabe 6 6,2 0
pT1a 4 4,4 0
pT1b 8 8,3 1
pT1c 27 28,1 3
pT2* 33 34,3 3
pT3 3 3,1 0

pT4a 0 0,0 0
pT4b 2 2,1 0
pT4c 1 1,0 0

keine Angabe 12 12,5 0
pN Patienten

n = 96 %
CK-18 +

pNX 3 3,1 1
pN0* 54* 56,3 3
pN1a 2 2,0 0
pN1bi 8 8,3 2
pN1bii 1 1,0 0
pN1biii 10 10,4 0
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pN1b IV 4 4,3 1
pN2 1 1,0 0
pN3 0 0,0 0

keine Angabe 13 13,6 0
Grading Patienten

n = 96 (%)
CK-18 +

G1 6 6,2 0
G2* 46* 48,0 6
G3 24 25,0 1

keine Angabe 20 20,8 0

Tumortyp Patienten
n = 96 %

CK-18 +

Dukt. Ca in situ 4 4,2 0
Lobuläres Ca in situ 2 2,1 0

Inv. dukt. Ca 42* 43,8 5
Inv. dukt. Ca mit intradukt Anteil 23 23,9 1

Lobuläres Ca 5 5,1 0
Andere histol. Ca 7 7,2 0

keine Angabe 13 13,5 1
Stadium

UICC
Patienten

n = 96 %
CK-18 +

0 4 4,3 0
I 30 31,2 2

IIa* 31 32,3 2
IIb 11 11,4 2
IIIa 3 3,1 0
IIIb 3 3,1 0
IV 0 0,0 0

keine Angabe 14 14,6 1
Östrogenrezeptor-Status im

Tumorgewebe
Patienten

n = 96 %
CK-18 +

Östrogenrezeptor negativ 20 20,8 0
Östrogenrezeptor positiv 62 64,6 7

keine Angabe 14 14,6 0
Progesteronrezeptor-Status im

Tumorgewebe
Patienten

n = 96 %
CK-18 +

Progesteronrezeptor negativ 22 22,9 0
Progesteronrezeptor positiv 60 62,5 7

keine Angabe 14 14,6 0
Rezeptor-Status im Tumorge-

webe
Patienten

n = 96 %
CK-18 +

Hormonrezeptor-Status negativ 13 13,5 0
Hormonrezeptor-Status positiv 67 69,8 7

keine Angabe 16 16,7 0

Tabelle 12 pTNM-Klassifikation im M0 Gesamtkollektiv
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pT-Klassifikation

Im untersuchten Patientenkollektiv hatte die Mehrheit der Tumoren (34,3%) einen

Durchmesser zwischen 2 - 5 cm, gefolgt von Tumoren mit einer Infiltrationstiefe von 1- 2

cm (Stadium pT1c; 28,1%). Am häufigsten kamen Primärtumoren des Stadiums pT1

vor. Insgesamt war bei 45 Patientinnen der Primärtumor kleiner als 2 cm (47%). Nur bei

3,1 % der Patienten war der Tumordurchmesser größer als 5 cm (Stadium pT3). Größe-

re Tumoren wurden in diesem Kollektiv nicht erfasst.

pN-Klassifikation

Bei 54 Patientinnen (56,3 %) waren die axillären Lymphknoten tumorfrei. Bei 23 Patien-

tinnen lag die Anzahl der infiltrierten Lymphknoten zwischen 1-3 (23,9 %) und bei 7

Patientinnen wurden 4-9 infiltrierte Lymphknoten nachgewiesen (7,3 %). Bei 4 Patien-

tinnen wurden mehr als 9 infiltrierten Lymphknoten nachgewiesen (4,2 %).

Differenzierungsgrad

Ein hoher Differenzierungsgrad des Tumorgewebes (G1) wurde in nur 6 Patienten (6,2

%) beschrieben. 46 Patienten (48 %) zeigten ein mäßig differenziertes (G2) Tumorge-

webe. Bei 24 Patienten (25 %) wurde ein schlecht differenziertes (G3) Tumorgewebe

festgestellt.

Tumortyp

Das invasiv duktale Mammakarzinom war mit 43,8 % der häufigste histologische Tu-

mortyp im Patientenkollektiv. Bei weiteren 23,9 % der Patienten wurde ein invasiv duk-

tales Karzinom mit einem intraduktalen Anteil nachgewiesen. In der Literatur wird das

invasiv duktales Mammakarzinom mit einer Häufigkeit von 65-80 % (104) angegeben.
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UICC-Klassifikation

Die Mehrheit der Patientinnen ist nach der UICC-Klassifikation im Stadium I-II der Er-

krankung. Die Tabelle 2 zeigt, das 30 Patienten (31,2 %) in das Tumorstadium I und 31

Patienten (32,3 %) in das Tumorstadium IIa zu klassifizieren sind.

Hormonrezeptor-Status im Tumorgewebe

69,8 % der Patienten zeigten einen positiven Hormonrezeptor-Status und 13,5 % einen

negativen Hormonrezeptor-Status. Bei 16,7% der Patientinnen waren keine Angaben

zum Hormonrezeptor-Status verfügbar. Dieses Ergebnis bezieht sich auf die zusam-

menfassende Beurteilung beider Hormonrezeptoren, d. h. gemeinsam auf den Östro-

gen-, und den Progesteronrezeptor-Status.

3.3 Korrelation des Knochenmark-Status mit etablierten klinisch-
pathologischen Parametern

Der Zusammenhang zwischen dem Knochenmark-Status und den klinisch-

pathologischen Parametern des M0 Kollektives wird in der folgenden Tabelle darge-

stellt. Der p-Wert wurde mittels chi-square Test berechnet. Die Werte p < 0.05 gelten

als signifikant
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pT Patienten
n = 96 %

Knochenmark-
Status CK-18 +

Chi-Square
p =

< pT1c 45 46,9 4 (8,9)
> pT2 51 53,1 3 (5,9)

n.s.

pN Patienten
n = 80 % CK-18 + Chi-Square

p =
nodalnegativ 54 67,5 3 (5,5)
nodalpositiv 26 32,5 3 (11,5)

n.s

Grading Patienten
n = 76 (%) CK-18 + Chi-Square

p =
G1 6 7,9 0 (-) 

G2-G3 70 92,1 7 (10,0)
0,0008

Tumortyp Patienten
n = 83 % CK-18 + Chi-Square

p =
DCIS / LCIS 6 7,2 0 (-)  

Invasiv duktal 42 50,6 5 (11,9)
Invasiv duktal mit

intraduktalem Anteil
23 27,7 1 (4,3) 0,06*

Anderer histolog. Typ 12 14,5 0 (-)  

Stadium UICC Patienten
n = 82 % CK-18 + Chi-Square

p =
0 4 4,9 0 (-)  

< IIa 61 74,4 4 (6,5)
> IIb 17 20,7 2 (11,7)

n.s.

Östrogenrezeptor-
Status

Patienten
n = 82 % CK-18 + Chi-Square

p =
negativ 20 24,4 0 (-) 
positiv 62 75,6 7 (11,3)

0,0007

Progesteronrezeptor-
Status

Patienten
n = 82 % CK-18 + Chi-Square

p =
negativ 22 26,8 0 (-) 
positiv 60 73,2 7 (11,6)

0,0003

Hormonezeptor-
Status

Patienten
n = 96 % CK-18 + Chi-Square p =

negativ 13 16,3 0 (-) 
positiv 67 83,7 7 (10,4)

0,0008

Tabelle 13 Korrelation des Knochenmark-Status mit den klinisch-patologischer Parametern

Legende: n.s.: nicht signifikant

* : Tendenz

(-): keine CK-18 Zellen
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pT-Klassifikation

Weder bei Tumoren kleiner als 2 cm noch bei Tumoren größer als 2 cm zeigte sich eine

signifikante Korrelation mit dem Knochenmark-Status. Die Dichotomisierung der pT-

Klassifikation wurde aufgrund der zunehmenden Anzahl von kleineren Tumoren in <

pT1c und > pT2 eingeteilt.

pN-Klassifikation

Eine signifikante Korrelation zwischen dem Knochenmark-Status und dem Nodalstatus

konnte nicht festgestellt werden.

Differenzierungsgrad

Patientinnen mit G2-G3 Tumoren wiesen signifikant häufiger einen positiven Knochen-

mark-Status auf als Patientinnen mit G1 Tumoren.

Tumortyp

Es zeigte sich, dass Patientinnen mit einem invasiv duktalen Karzinom gegenüber Pati-

entinnen mit invasivem duktalen Karzinom mit intraduktalem Anteil tendentiell häufiger

einen positiven Knochenmark-Status aufweisen.

UICC-Klassifikation

Eine signifikante Korrelation zwischen dem Knochenmark-Status und dem UICC-

Stadium fand sich nicht.

Hormonrezeptor-Status im Tumorgewebe

Es fand sich sowohl eine signifikante Korrelation von positivem Östrogenrezeptor-

Status und positivem Knochenmark-Status (p = 0,0007) wie auch eine Korrelation von

positivem Progesteronrezeptor-Status und positivem Knochenmark-Stauts (p = 0,0003).

Patientinnen mit positivem Hormonrezeptor-Status zeigen häufiger einen positiven Kno-

chenmark-Status als solche mit negativem Hormonrezeptor-Status (p = 0,0008).
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3.4 Der Vergleich der Spezifität und Sensivität der Antikörper
CK2, A45-B/B3 und CK22

Zum Zeitpunkt der operativen Therapie wurde das Knochenmark von 114 Mammakar-

zinompatientinnen auf disseminierte epitheliale CK18-positive Zellen untersucht. Nur bei

10 von 114 Patientinnen (8,8 %) des Gesamtkollektives wurden immunzytochemisch

CK18-positive Zellen im Knochenmark nachgewiesen.

Um die Spezifität und Sensitivität des Antikörpers CK2 im Vergleich mit anderen Anti-

Zytokeratin-Antikörpern zu untersuchen, wurden bei –20oC asservierte Präparate derje-

nigen Patienten, bei denen im Primärscreening keine CK-18 positiven Zellen festgestellt

worden waren, eingesetzt. Hierbei wurden der Antikörper A45-B/B3, der gegen die Zy-

tokeratinkomponenten Nr. 8, 9,18 gerichtet ist und der monoklonale Antikörper CK22,

der gegen die Zytokeratinkomponenten Nr. 19, 18, 16, 15, 14, 8, 7, 6, 10, 5, 4, 3, 2, 1

gerichtet ist, verwendet.

Da nicht von allen Patientinnen Präparate in ausreichender Anzahl zur Verfügung stan-

den, stimmt die Anzahl der jeweils mit den Antikörpern A45-B/B3 und CK22 untersuch-

ten Patientinnen nicht überein.

Bei jeder Patientin wurden 1·106 Zellen pro Anti-Zytokeratinantikörper mit der unter Ma-

terial und Methoden beschriebenen APAAP-Färbung analysiert, so dass sich die Fär-

bungen nur hinsichtlich des eingesetzten Antikörpers A45-B/B3 (Abs. 2.6) bzw. CK22

(Abs. 2.7) zur Detektion der ins Knochenmark disseminierten epithelialen Zellen unter-

schieden.

Bei 13 von 83 Patientinnen (15,7%), deren Knochenmarkaspirate mit dem Antikörper

A45-B/B3 untersucht wurden, waren A45-B/B3-positive Zellen nachweisbar.

Die Beurteilung erfolgte nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ, d.h. es wurde die

Anzahl A45-B/B3-positiver Zellen pro 1·106 untersuchter Zellen ausgezählt. Dabei



Ergebnisse 44

schwankte die Anzahl A45-B/B3-positiver Zellen pro 1·106 untersuchter Zellen zwischen

einer bis zu 57 Zellen.

Es wurde ebenfalls berücksichtigt, ob A45-B/B3-positiven Zellen als Einzelzellen oder

als Zellcluster vorlagen. In der Literatur werden 2 Typen von Zellclustern definiert. Typ 1

Cluster wurden dabei als Verbund aus maximal zehn Zellen und der Typ II Cluster als

mehr als zehn Zellen ohne lichtmikroskopisch erkennbaren Interzellulärraum definiert
(46).

Die unterschiedliche Cluster- und Einzelzellverteilung der 13 Patientinnen, bei denen

A45-B/B3-positive Zellen nachzuweisen waren, wird in der Tabelle 14 dargestellt. Ins-

gesamt wurden 66 A45-B/B3-positive Einzelzellen, 45 Zellcluster mit einer Anzahl zwi-

schen 2 und 10 Zellen und 3 Zellcluster mit mehr als 10 Zellen beobachtet.

Pat. Nr. EZ Cluster Typ 1 Cluster Typ 2 Gesamtzellzahl
3297 2 1 - 6
3298 - 1 - 2
3325 1 3 - 12
3328 - 2 - 5
3329 14 8 1 57
3339 7 7 - 29
3343 - 1 - 4
3344 10 9 - 37
3353 17 8 1 53
3358 9 4 1 32
3369 1 - - 1
3390 3 - - 3
3391 2 1 - 5

Tabelle 14 Einteilung der A45-B/B3-positiver Zellen

Legende: EZ : Einzelzellen

- : keine Einzelzellen/Zellcluster nachgewiesen

Cluster Typ I : Zellcluster mit weniger als zehn Zellen

Cluster Typ II: Cluster mit mehr als 10 Zellen
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Im Vergleich zu den Untersuchungen mit den Antikörpern CK2 und CK22 fiel bei der

lichtmikroskopischen Auswertung eine stärkere Intensität der Rotfärbung der A45-B/B3-

positiven Zellen auf. Auffallend war ebenfalls das Verteilungsmuster der positiven Zel-

len in den Präparaten. Bei der mikroskopischen Auswertung zeigte sich, dass die Mehr-

heit dieser Zellen in den Randbereichen der Präparate lokalisiert war. Bei der Untersu-

chung im Phasenkontrast ließ sich feststellen, dass viele der positiven Zellen keine in-

takte Zellmorphologie aufwiesen.
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Abbildung 3a: Patientenpräparat: Disseminierte epitheliale A45-B/B3-positive Zellen im Knochenmark

Legende: 320fache Vergrößerung Hellfeld: Intensiv rot gefärbte A45-B/B3-positive Zellen im

Randbereich des Präparates

Abbildung 4b: Patientenpräparat: Disseminierte epitheliale A45-B/B3-positive Zellen im Knochenmark

Legende: 320fache Vergrößerung Phasenkontrast: Intensiv rot gefärbte A45-B/B3-positive Zel-

len im Randbereich des Präparates
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Abbildung 5a: Patientenpräparat: A45-B/B3-positive Zellen ohne intakte Zellmorphologie im Knochen-

mark (im Randbereich des Präparates lokalisiert)

Legende: 320facheVergrößerung Hellfeld: Intensiv rot gefärbte A45-B/B3-positive Zellen im

Randbereich des Präparates

Abbildung 6b: Patientenpräparat: A45-B/B3-positive Zellen ohne intakte Zellmorphologie im Knochen-

mark (im Randbereich des Präparates lokalisiert)
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Legende: 320fache Vergrößerung Phasenkontrast: Intensiv rot gefärbte A45-B/B3-positive Zel-

len im Randbereich des Präparates

3.4.1 CK22 Expressionsmuster im Knochenmark der untersuchten Pati-
entinnen

Zytospinspräparate der Knochenmarkaspirate von 57 Patientinnen, bei denen im Pri-

märscreening keine CK-18 positiven Zellen nachgeweisbar waren, wurden mit dem An-

tikörper CK22 gefärbt und ausgewertet. Insgesamt wurden 1·106 Zellen pro Patientin

untersucht. Obwohl verschiedene Färbungen zur Austestung der optimalen Arbeitskon-

zentration des Antikörpers CK22 durchgeführt wurden, zeigten einige Präparate einen

erhöhten Background mit partieller unspezifischer Anfärbung des Zytoplasma der Zellen

(Abs.2.7.3). Die Kontrollfärbungen für die Positiv- und Negativkontrolle waren jeweils

eindeutig zu beurteilen. Ein vergleichbares Problem, den Background zu optimieren,

stellte sich bei den Untersuchungen mit den Antikörpern CK2 (Abs. 2.5.3) und A45-

B/B3 (Abs. 2.6.3) nicht.

In die definitive Auswertung gingen daher nur fünfzig Patientinnen ein, bei denen eine

eindeutige Beurteilung möglich war. Bei sechs Patientinnen wurden CK22-positive Zel-

len festgestellt, dies entspricht einer Positivitätsrate von 12%. Die Quantität der nach-

gewiesenen CK22-positiven Zellen lag zwischen ein und zwei Zellen/Präparat. Insge-

samt wurden sieben Einzelzellen beobachtet. Bei fünf Patientinnen wurde eine Einzel-

zelle und bei einer Patientin wurden zwei Einzelzellen nachgewiesen.

3.4.2 Vergleich der CK-18 und A45-B/B3 - Positivität im Knochenmark
der untersuchten Patientinnen

Epitheliale Zellen wurden im Knochenmark von 10/114 (8,8%) Patientinnen im Pri-

märscreening mit dem Antikörper CK2 nachgewiesen (Abs. 2.5).
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Die Untersuchung mit dem Antikörper A45-B/B3 erfolgte bei insgesamt 83 Patientinnen,

bei denen im Primärscreening keine CK-18 positiven Zellen nachweisbar waren. Bei

13/83 (15,7%) Patientinnen wurden A45-positive Zellen nachgewiesen. Die Untersu-

chung mit dem Antikörper A45-B/B3 zeigt damit im Vergleich zum Antikörper CK2 eine

deutlich höhere Positivitätsrate. Allerdings erwies sich die Auswertung der Färbung mit

dem Antikörper A45-B/B3 als schwieriger, da häufiger avitale Zellen ohne intakte Zell-

morphologie angefärbt waren. Die Negativkontrolle der Färbung mit dem Antikörper

A45-B/B3 zeigte keinen Unterschied zu den standardisierten Negativkontrollen der Fär-

bung mit dem Antikörper CK2 (Abs.2.5.3).

3.4.3 Vergleich der CK-18 und CK22 - Positivität im Knochenmark der
untersuchten Patientinnen

Im Vergleich zu der Färbung mit dem Antikörper CK2 (6/50) ergab sich auch für die

Färbung mit dem Antikörper CK22 eine höhere Positivitätsrate (10/114; 8,8 % versus

6/50; 12 %).

Obwohl beide Färbungen nach der gleichen Färbungsmethode und mit identischen un-

tersuchten Zellzahlen durchgeführt wurden (Abschnitt 2.5 und 2.6), war die Auswertung

der Präparate nach Verwendung des Antikörpers CK22 wesentlich schwieriger, da

durch die unspezifische Anfärbung des Zytoplasma ein hoher Background entstand.

3.4.4 Vergleich der A45-B/B3 und CK22 Positivität im Knochenmark der
untersuchten Patientinnen

Aufgrund der geringen Anzahl der für diese Untersuchungen noch zur Verfügung ste-

henden Zytospinpräparate, war nur bei 44 Patientinnen ein direkter Vergleich der Fär-

beergebnisse mit mit den Antikörpern A45-B/B3 und CK22 möglich.
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Bei 6/44 Patientinnen (13,6%) fanden sich disseminierte epitheliale Zellen, wobei sich

nur bei einer Patientin (2,2%) sowohl CK22 wie auch A45-positive Zellen im Knochen-

mark nachweisen ließen. Bei den restliche 38 Patientinnen ließen sich weder mit dem

einen noch mit dem anderen Antikörper epitheliale Zellen im Knochenmark nachweisen.

Patient-Nr A45-B/B3 CK22
3297 positiv negativ
3299 negativ positiv
3322 negativ positiv
3325 positiv positiv
3339 positiv negativ
3356 negativ positiv

Tabelle 15: Sensivität des Antikörpers A45-B/B3 und CK22

Legende: Positiv: Nachweis epithelialer Zellen im Knochenmark

3.5 Einfluss der untersuchten Zellzahl auf den Knochenmark-
Status

Weiterhin wurde überprüft inwieweit die Erhöhung der untersuchten Zellzahl die Positivi-

tätsrate beeinflusst. Dabei wurde hinsichtlich immunzytochemischer Färbung und Aus-

wertung ebenso verfahren wie unter Abschnitt 2.5 beschrieben.

Die Untersuchung mit einer erhöhten Zellzahl erfolgte erneut ohne Kenntnis der klini-

schen Daten der Patientinnen, so dass Patientinnen in unterschiedlichen Tumorstadien

einbezogen wurden.

Verwendet wurden die Präparate derjenigen Patientinnen, bei denen im Primärscree-

ning keine CK-18 positiven Zellen nachweisbar waren. Die Färbung erfolgte mit der

vorbeschriebenen Methode (Abschnitt 2.5.2). Die Methode differiert lediglich in der

Quantität der untersuchten Zellzahl, die von 1·106 Zellen auf 6·106 erhöht wurde. Auf-

grund der begrenzten Anzahl der Zytospinspräparate, war die Durchführung dieser Un-
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tersuchung nur bei 40 Patientinnen möglich. Bei 4/40 dieser Patientinnen, die im Pri-

märscreeening keine CK-18 Zellen aufgewiesen hatten, wurden bei erneuter Untersu-

chung mit 6·106 Zellen CK18-positive Zellen gefunden.

Die Auswertung erfolgte erneut qualitativ und quantitativ. Die positiven CK-18 Zellen

wurden erfasst und in Einzelzellen oder Zellcluster eingeteilt.

Die Zahl positiver Zellen pro Patientin lag zwischen 1-7 Zellen. Insgesamt wurden sie-

ben Einzelzellen bei Präparaten der vier Patientinnen beobachtet. Ein Zellcluster bzw.

Zellcluster die bis zehn epithelialen Zellen bestanden, wurden jeweils nur in zwei Präpa-

raten nachgewiesen. In keinem der Präparate fanden sich Zellclusters mit mehr als

zehn epithelialen Zellen.

Pat. Nr EZ* Cluster Typ 1 Cluster Typ 2 Total
3327 2 2 - 7
3361 3 - - 3
3365 1 - - 1
3389 1 - - 1

Tabelle 16: Einteilung der CK-18 Zellen bei Untersuchungen mit erhöhter Zellzahl

Legende: EZ: Einzelzellen

- : kein Cluster

3.6 Einlagerungsfähigkeit der gefärbten Präparate und Wieder-
findung der CK-18 positive Zellen

Um für die Durchführung von Doppelfärbungen auch auf asservierte und gefärbte Prä-

parate mit intakten CK18-positiven Zellen zurückgreifen zu können, wurden Präparate

aus verschiedenen Jahrgängen erneut untersucht. Insgesamt wurden 46 eingelagerte

Präparate, die CK-18 Zellen aufgewiesen, zur Durchführung einer Doppelfärbung mit

Östrogenrezeptor / CK2 entdeckelt (Abs. 2.10.5).
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Die im Primärscreening immunzytochemisch gefärbten CK18-positiven Zellen wurden

bei 16 (34,8 %) Zytospinpräparaten erneut nachgewiesen. Insgesamt waren die Präpa-

rate von 30 Patientinnen (65,2%) nicht auswertbar. Die Zellen waren ausgetrocknet und

zeigten keine intakte Morphologie oder waren nicht mehr auffindbar. Präparate die län-

ger als sieben Jahre eingelagert waren, waren grundsätzlich nicht mehr verwertbar. Die

individuelle Lagerungsqualität zeigten große Schwankungen.

Pat. Nr. Jahr CK2+ Auswertung
154 1990 14 re - 2 li nicht auswertbar
160 1990 3 re - 4 li nicht auswertbar
171 1990 7 re - 4 li nicht auswertbar
177 1990 5 re - 2 li nicht auswertbar
189 1990 1 re - 2 li nicht auswertbar
214 1990 20 re - 6 li nicht auswertbar
218 1990 9 re - 18 li nicht auswertbar
230 1990 165 re - 179 li nicht auswertbar
252 1990 6 re - 12 li nicht auswertbar
313 1990 1 re - 3 li nicht auswertbar
522 1991 2 re - 4 li nicht auswertbar
549 1991 2 re - 2 li nicht auswertbar
588 1991 5 re - 5 li nicht auswertbar
590 1991 1 re - 1 li nicht auswertbar
625 1991 0 re - 2 li nicht auswertbar
799 1991 9 re - 3 li nicht auswertbar
965 1992 1 re - 5 li nicht auswertbar
980 1992 1 re - 6 li nicht auswertbar
1031 1992 7 re - 7 li nicht auswertbar
1047 1992 5 re - 5 li nicht auswertbar
1240 1993 3 re - 1 li nicht auswertbar
1329 1993 5 re - 5 li nicht auswertbar
1391 1993 12 re - 1 li nicht auswertbar
1537 1993 2 re - 2 li nicht auswertbar
1601 1994 1 re - 2 li nicht auswertbar
2088 1995 1 re - 0 li nicht auswertbar
2107 1995 5 re - 1 li nicht auswertbar
2144 1995 1 re - 1 li nicht auswertbar
3088 1998 1 re - 3 li nicht auswertbar
3449 2001 0 re - 1 li nicht auswertbar
1474 1993 5 re - 6 li 1 EZ re/li *
1497 1993 1 re - 1 li 1 EZ li
1278 1993 1 re - 19 li 1 EZ re/li*
1547 1993 9 re - 4 li 1 EZ li
1601 1994 5 re - 6 li 1 EZ re
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3088 1998 1 re - 3 li 1 EZ li
3140 1999 15 re - 2 li 2 EZ re/li*
3133 1999 1 re - 2 li 2 Zellen (1Cluster) li
3336 2000 0 re - 8 li 1 EZ re
3360 2000 1 re - 0 li 1 EZ re
3389 2000 2 re - 0 li 1 EZ re
3337 2001 6 re - 2 li 6 EZ re
3327 2001 4 re - 0 li 1 EZ re
3365 2001 1 re - 0 li 1 EZ re
3402 2001 1 re - 0 li 1 EZ re
3427 2001 17 re - 0 li 2 EZ re

Tabelle 17: Auswertung der entdeckelten Präparaten

Legende: * : Knochenmarkaspirate wurden zusammen aufgearbeitet.

3.7 Der Vergleich des Östrogenrezeptor-Status des Primärtu-
mors und der disseminierten Tumorzellen im Knochenmark

3.7.1 Expression des Östrogenrezeptors auf CK-18 positiven Zellen im
Knochenmark im Vergleich zum Östrogenrezeptor-Status des Pri-
märtumors

Bei insgesamt 18 Patientinnen mit positivem Knochenmark-Status war eine eindeutig

beurteilbare Doppelfärbung (ÖR/CK18) durchführbar. Dieses Ergebnis der ÖR-

Rezeptorexpression der disseminierten Tumorzellen wurde mit dem Östrogen-

Rezeptorstatus im Tumorgewebe verglichen.
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Pat. Nr.
Östrogenrezeptor-Status

im Tumorgewebe
Prozentsatz positi-
ver Tumorzellkerne

Östrogenrezeptor-
Status im Knochen-

mark
3336 negativ 0 ** positiv
3360 positiv 66%* (8/12) negativ
3427 positiv 100 % * (12/12) positiv
3449 positiv 50 % * (6/12) negativ
3389 positiv 50 % * (6/12) negativ
3133 positiv 50 % * (6/12) positiv
3337 negativ Keine Angabe positiv
3140 positiv 18 ** positiv
3327 negativ 2 ** positiv
3365 negativ 3 ** negativ
3483 negativ Keine Angabe negativ
3402 negativ Keine Angabe negativ
1474 positiv 198 ** negativ
3088 positiv Keine Angabe positiv
1601 positiv 58 ** positiv
1497 positiv 16 ** positiv
1278 positiv 109 ** positiv
1547 negativ Keine Angabe negativ

Tabelle 18 Expression von Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und Knochenmark

Legende: * Immunhistochemische Untersuchung zur Bestimmung des Hormonrezeptor-
Status.

** Untersuchung nach der Elisa-Methode

In der Doppelfärbung der CK18-positiven Zellen mit dem Östrogenrezeptor-Antikörper

ließ sich bei zehn Patientinnen (55,6%) eine Expression des Östrogenrezeptors auf den

CK18-positiven Zellen nachweisen. Bei den anderen acht Patientinnen (44,4%) konnte

keine Expression des Östrogenrezeptors in diesen Zellen nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis wurde mit dem Östrogenrezeptor-Status im Primärtumor verglichen.

Bei 11/18 (61,1%) Patientinnen stimmte der Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe

mit dem Östrogenrezeptor-Status im Knochenmark überein. Bei 7/18 Patientinnen (38,9

%) ergaben sich Diskrepanzen zwischen dem Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewe-

be und dem Östrogenrezeptor-Status im Knochenmark. Interessanterweise fanden sich

bei drei Patientinnen mit Östrogenrezeptornegativem Primärtumor, Östrogenrezeptor-
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positive disseminierte CK18-positive Zellen im Knochenmark. In vier Fällen waren die

disseminierten CK18-positiven Zellen bei positivem Östrogenrezeptor-Status im Primär-

tumor Östrogenrezeptor-Status negativ (Tabelle 18).
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4 Diskussion

4.1 Tumorbiologie und Terminologie

Auch aktuell gibt es noch keine terminologische Klarheit in diesem Arbeitsgebiet. „Dis-

seminierte Tumorzellen, epitheliale Zellen, minimal residuale Erkrankung, okkulte Me-

tastase und Mikrometastase“ sind Begriffe, die oft in der Literatur verwendet werden.

Die Bezeichnung „Mikrometastasierung“ ist nicht korrekt, da Mikrometastasen organi-

sierte stromahaltige Zellverbände sind, die Anschluss an das Kapillarsystem gefunden

haben und maximal 2 mm groß sind (32) (59). Der Nachweis von Mikrometastasen erfolgt

durch histologische Methoden (58). Die minimale, residuale Erkrankung kann als Vorläu-

fer-Stadium von Mikrometastasen betrachtet werden (112).

Die Entstehung von Metastasen ist ein komplexer Prozess und wird durch den Verlust

der Zelladhäsion initiiert. In normalen Geweben sind die Zellen durch membranständige

Moleküle, Adhäsionsproteine und Integrine, an die benachbarten Zellen und Extrazellu-

larmatrix gebunden. Falls sich diese Zellen aus ihrem Verband lösen, so können sie

durch Apoptose vernichtet werden. Die meisten Tumorzellen zeigen diese Eigenschaft

nicht. Sie durchdringen die Basalmembran, gelangen durch die Endothelzellen in den

Blutstrom und können die Sekundärorgane erreichen. Der Metastasierungsprozess wird

durch Angiogenesefaktoren unterstützt (59) (73) (96) (101).

Die maligne Herkunft CK-positiver Zellen wurde durch die FISH-Analyse bestätigt, die

Chromosomenaberrationen nachwies (103). Dennoch wurde der Nachweis, dass es sich

bei epithelialen Zellen tatsächlich ausschließlich um Tumorzellen handelt, bis Dato nicht

definitiv erbracht.

Der immunzytochemische Nachweis epithelialer Zellen im Knochenmark wird als sensi-

tives Verfahren angesehen (109) und wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen während der

letzten Jahre untersucht (47).
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Die relativ leichte und gefahrlose Zugänglichkeit begründen den Einsatz des Knochen-

marks als Kompartment für die immunzytochemische Untersuchung disseminierter, epi-

thelialer Zellen. Als integrierte Bestandteile des Zytoskeletts epithelialer Zellen, die sta-

bil exprimierte Merkmale auch in Tumorzellen sind, lassen sich Zytokeratine in einzel-

nen Tumorzellen durch den Einsatz von spezifischen, monoklonalen Antikörpern nach-

weisen (116).

Monoklonale Antikörper gegen Zytokeratine haben sich derzeit als geeigneteste Son-

den zur Detektion einer minimal residualen Erkrankung etabliert (141). Unter ihrer Ver-

wendung kann in ca. 20-30% der Knochenmarkaspirate von Karzinompatienten ohne

klinisch manifeste Fernmetastasen immunzytochemisch eine minimal residuale Erkran-

kung nachgewiesen werden (66). Die Spezifität der Zytokeratine ist im Vergleich zu an-

deren Antikörpern gegen „tumor-assoziierte Zelloberflächenantigene“ bedeutsam höher
(5). Prä- bzw. postoperativ gewonnene Proben haben keinen Einfluss auf das Ergebnis

der immunzytochemischen Detektionsrate (112).

Auch ein falsch-positiver Nachweis epithelialer Zellen in der immunzytochemischen

Färbung von Kontrollpräparaten wird in der Literatur mehrmals beschrieben (8) (115) (149).

Borgen et al weisen darauf hin, dass das Vorhandensein seltener, hämatopoetischer

Zellen die Zuverlässigkeit von immunzytochemischen Untersuchungen beeinflussen

kann (4).

Als Alternative zu den immunzytochemischen Verfahren stehen molekulare Nachweis-

methoden mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) (26) (116) (136) (139) (155) (156) zur Ver-

fügung, die derzeit methodisch optimiert werden(13). Die Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierungs-(FISH)-Technik dient zur Charakterisierung von CK-positiven Zellen auf

genomischer Ebene im Knochenmark (103). In der Literatur sind darüber hinaus immu-

nomagnetische Verfahren zur Anreicherung der disseminierten epithelialen Zellen be-

schrieben (41) (50) (140).

Schlimok ist der Meinung, dass die Verteilung epithelialer Zellen im Knochenmark nicht

homogen ist (132). Die disseminierten epithelialen Zellen könnten möglicherweise von
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einem Reservoir von genetischen Zellvarianten stammen (74). Kasimir-Bauer et al unter-

suchten die CK-positiven Zellen im Knochenmark von 128 Patientinnen mit primärem

Mammakarzinom. Bei 76% (97/128) der Patientinnen wurden beide Beckenkämme un-

tersucht. Die Positivitätsrate dieser Patientinnen lag bei 37% (36/97). Bei 67% (24/36)

dieser Patientinnen mit positivem Knochenmark-Status wurden CK-positive Zellen in

nur einer der beiden untersuchten Beckenkämme nachgewiesen (71) .

Zu dem Zeitpunkt der primären Diagnose weisen die disseminierten epithelialen Zellen

im Knochenmark ein limitiertes Proliferationspotential auf (51) (117). Der fehlende Nach-

weis von Proliferationsantigenen und der überwiegend nicht mitotisch aktive Zustand

(G0-Phase) bei den Tumorzellen scheint ein Indikator dafür zu sein, dass diese Zellen

„dormant“ und damit resistent auf die Behandlung mit einer Chemotherapie sind (12) (62)

(65) (80) (118). Daher sind systemische Therapien, die nicht nur gegen proliferierende Zel-

len, sondern auch gegen die sogenannten „dormant cells“ gerichtet sind, von großem

Interesse.

Der adjuvante Einsatz von Antikörpern gegen die minimal residuale Erkrankung wäre in

Kombination mit der Chemotherapie sinnvoll, da die Antikörpertherapie auch gegen so-

genannte „dormant cells“ gerichtet und dessen Wirkung unabhängig von der Chemothe-

rapieresistenz ist (118).

4.1.1 Knochenmark-Status als Tumorbiologischer Prognosefaktor

Trotz der Verbesserung des operativen und systemischen Vorgehens ist die Prognose

von Mammakarzinompatientinnen durch das Auftreten eines Lokalrezidives oder einer

Metastasierung weiterhin schlecht. Ursache hierfür könnte die frühzeitige Dissemination

von Tumorzellen sein. Eine bessere Risikoabschätzung des Krankheitsverlaufes bezüg-

lich eines erhöhten Metastasierungsrisikos wäre durch eine Früherkennung disseminier-

ter Zellen möglich. Daten aus der Studie von Krag et. al. zeigen, dass 95% der Mam-
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makarzinompatientinnen unabgängig von Tumorstadium zum Zeitpunkt vor dem opera-

tiven Eingriff Tumorzellen im Blut aufweisen (75).

Das Vorhandsein einer minimal residualer Erkrankungen im Knochenmark von Patien-

ten mit primär malignen, epithelialen Tumoren wie Mamma- (2) (8) (10) (11) (16) (19) (24) (28) (29)

(33) (153) , Magen-(46) (69) (87) (95) (111) (134), Kolonrektal- (129) (133) (147) (151) (156), Pankreas- (70)

(126) (143) (144), Lungen- (18) (44) (114) (117) (120) (138) (157), Prostata- (26) (85) (92) (107) (148) (149) (150),

Gebärmutterhals- (68), Ösophaguskarzinom (142) und Neuroblastoma (100) wurde von

mehreren Arbeitsgruppen immunzytochemisch nachgewiesen. Es gibt derzeit keinen

Konsens in Bezug auf das genaue methodische Vorgehen und klinische Implikationen.

Die Wertigkeit dieser Untersuchungen wird insbesondere bezüglich der adjuvanten Sys-

temtherapie kontrovers diskutiert.

Die prognostische Bedeutung des Tumorzellnachweises im Knochenmark zum Zeit-

punkt der primären Diagnose bei klinisch nicht metastasierten Mammakarzinompatien-

tinnen wird in der Literatur ebenfalls kontrovers diskutiert. Mehrere Arbeitsgruppen

konnten eine Assoziation des Nachweises epithelialer Zellen im Knochenmark mit einer

schlechteren Prognose der Erkrankung feststellen (25) (28) (31) (46) (51) (56) (69) (88) (97) (107) (111)

(149) (153). Anderseits haben eine Vielzahl von Publikationen diesen Zusammenhang nicht

erkannt (91) (95) (98) (122) (148) (156).

Die Ergebnisse einer Untersuchung an 1026 Patientinnen mit einem primären Mamma-

karzinom nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 42 Monaten ergab, dass der

Tumorzellnachweis ein hochsignifikanter und unabhängiger Prognosefaktor für das re-

zidivfreie und das Gesamtüberleben ist. Verglichen mit dem Nodalstatus ist der immun-

zytochemische Nachweis bei Frauen mit kleinem Mammakarzinom (T1) von größerer

Bedeutung in Bezug auf das Auftreten einer subsequenten Metastasierung (31).

Der Nachweis epithelialer Zellen wird in der Literatur als unabhängiger Prognosefaktor

beschrieben (120) (150) (153). Solomayer et al weisen im Rahmen einer Untersuchung an

727 Patientinnen mit einer Nachbeobachtungszeit von 6,5 Jahren den Tumorzellnach-

weis als unabhängigen Prognosefaktor für das Gesamtüberleben nach (137).



Diskussion 60

Mansi et al zeigten im Rahmen einer Follow-up-Studie nach 6 Jahren, dass der Tumor-

zellnachweis ein unabhängiger, prognostischer Faktor für die rezidivfreie Zeit und für

das Gesamtüberleben darstellt (93). Die Nachuntersuchung nach 12,5 Jahren von 350

Patientinnen hat gezeigt, dass der Tumorzellnachweis als prognostisch signifikant be-

trachtet werden darf, aber nicht als unabhängiger Faktor zu beurteilen ist (94).

Die Detektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark von Mammakarzinom-

patientinnen scheint mit einem erhöhten Rezidivrisiko verbunden zu sein und kann eine

Patientengruppe mit erhöhtem Rezidivrisiko identifizieren (2) (91). Die Studie von Harbeck

et al. bei 100 Frauen mit einem medianen Nachbeobachtungszeit von 34 Monaten zeig-

te eine Rezidivrate von 15% bzw. 39% bei Patientinnen mit negativen bzw. positiven

Knochenmark-Status (56). Der Nachweis epithelialer Zellen im Knochenmark ist ein

prognostischer Faktor bei nodal-negativen Patientinnen (10) (11) und bei Patientinnen im

Stadium I, II und III (8). Die Studie von Cote et. al (17) ergab bei der Untersuchung von 49

Patientinnen mit Tumorstadium I and II eine 2-jährige Rezidivrate von 3% bei Patientin-

nen ohne Knochenmarkbefund im Vergleich zu 33% bei Patientinnen mit positiven Kno-

chenmark-Status.

Die Korrelation des Vorhandseins epithelialer Zellen im Knochenmark als Indikator der

Entwicklung von Metastasen wird in der Literatur beschrieben (2) (29) (68) (91). Eine Studie

mit 393 Patientinnen nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 5 Jahren ergab,

dass ca. 65% der tumorzellpositiven Patientinnen keine Metastasen aufwiesen. Den-

noch war die Prognose dieser Patientinnen schlechter als bei den tumorzellnegativen

Patientinnen (51). Der Nachweis einer minimal residualen Erkrankung bei 65 Mamma-

karzinompatientinnen mit Rezidive bzw. Fernmetastasen ergab eine Positivitätsrate von

16% bzw. 73% (67). Eine Studie nach einer medianen Nachbeobachtung von 9,5 Jahren

untersuchte 39 Frauen und ergab eine Entwicklung von Fernmetastasen bei 83% der

Patientinnen mit positivem Knochenmark-Status, verglichen mit 31% bei Patientinnen

mit negativem Knochenmarkbefund (25).

Auch die Korrelation des Knochenmark-Status nach Durchführung einer Chemotherapie

wird in der Literatur beschrieben. Diese besagt, dass der Nachweis von CK-positiven
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Zellen im Knochenmark nach der adjuvanten Chemotherapie mit einer schlechten

Prognose assoziiert ist und möglicherweise die Vorhersage auf eine Subgruppe von

Patientinnen mit einem geringeren Gesamtüberlebenszeitraum erlaubt (7) (85). Eine Stu-

die von Kvalheim et al zeigte, dass, verglichen mit dem Nachweis CK-positiver Zellen

vor der Chemotherapiebehandlung nach der Therapie mit einem erhöhten Rezidivrisiko

zu rechnen ist (80).

Anderseits zeigten die Ergebnisse einer Metaanalyse, die 20 Arbeiten und 2494 Patien-

tinnen umfasste, eine Positivitätsrate epithelialer Zellen, unabhängig vom histologischen

Typ und Tumorarten, von 35%. In 13/20 Studien ergab sich eine Verbindung zwischen

dem Nachweis epithelialer Zellen im Knochenmark und den ungünstigen Prognosefak-

toren. Der Einfluss des Nachweises dieser Zellen auf das rezidivfreie Überleben wurde

in 5/11 Studien belegt. Die Autoren erwähnen, dass die prognostische Wertigkeit des

Nachweises von epithelialen Zellen im Knochenmark noch nicht als gesichert gilt und

weitere Studien notwendig sind (47).

Daten aus einer Studie mit 1045 Mammakarzinompatientinnen im Stadium I-III und R0-

Resektion mit einer medianen Nachbeobachtungszeit von 53 Monate konnte das Kno-

chenmark-Status als stärkster, unabhängiger Prognosefaktor nicht bestätigen (48).

Molino et al fanden nach einer Untersuchung von 109 Patientinnen (Stadium I und II)

keine Korrelation zwischen positivem Knochenmark-Status und Nodalstatus, Menopau-

salstatus und Östrogenrezeptor-Positivität. Die Autoren betonten, dass keine Assoziati-

on zwischen der Knochenmark-Positivität und den prognostischen Parametern oder der

Prognose vorlag (98).

Die Problematik der minimalen, residualen Erkrankung ist immer noch aktuell. Einer-

seits behaupten verschiedene Arbeitsgruppen, der positive Knochenmark-Status sei ein

unabhängiger Prognosefaktor zum Zeitpunkt der Primäroperation, wo Patientinnen häu-

figer und früher ein Rezidiv erleiden. Andererseits wird behauptet, der Nachweis einer

minimal, residualen Erkrankung sei insbesondere bei nodal-negativen Patientinnen be-

deutungslos.
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4.2 Korrelation des Knochenmark-Status zu etablierten Parame-
tern im M0 Kollektiv

Die Korrelation des Knochenmark-Status mit verschiedenen Parametern wurde in der

Literatur beschrieben. Mehrere Studien zeigen die Korrelation eines positiven Kno-

chenmark-Status mit der Tumorgröße (8) (30) (46) (105) (137), dem Grading (8) (30) (137), dem

positiven Nodal-Status (8) (30) (46) (105) (137) (153), dem UICC-Stadium (46) sowie mit dem ne-

gativen Östrogenrezeptor-Status, und/oder Progesteronrezeptor-Status (105). Anderseits

zeigt die Studie von Wiedswang et al, dass die Korrelation zwischen Knochenmark-

Status und der Tumorgröße, dem Grading, dem negativen Östrogenrezeptor-Status und

dem Progesterorezeptor-Status nicht signifikant ist (153).

In der vorliegenden Arbeit wies die Mehrheit der Patientinnen des gesamten M0 Kollel-

tivs Tumoren mit pT1 pN0 G2 auf. Die Mehrheit der Tumoren in frühen Stadien (I-II)

erklärt die niedrige Positivitätsrate des Knochenmark-Status (7,3%) im M0 Kollektiv.

Das Knochenmark-Status korreliert im M0 Kollektiv signifikant mit dem Grading

(p=0,0008), mit dem Östrogenrezeptor-Status (p=0,0007), und Progesteronrezeptor-

Status (p=0,0003).

4.3 Spezifität und Sensivität der Antikörper CK2, A45-B/B3 und
CK22

Die Sensivität des monoklonalen Antikörpers CK2 wurde generell bei allen in dieser

Studie eingeschlossenen Patientinnen getestet. Die Positivitätsrate des Antikörpers

CK2 lag bei 8,8% (10/114) im Gesamtkollektiv. In 15,7% (13/83) dieser CK-18 negati-

ven Patientinnen wurde ein positiver Knochenmark-Status mit dem Antikörper A45-B/B3

nachgewiesen. Verglichen mit dem Antikörper CK2 zeigt der Antikörper A45-B/B3 eine

höhere Positivitätsrate. Dennoch wurde sowohl das Vorhandsein avitaler Zellen als

auch eine große Anzahl A45-positiver Zellen am Rand des Präparates beobachtet. Eine

Erklärung hierfür liegt nicht vor.
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Der Antikörper CK22 ergab eine Positivitätsrate von 12% (6/50) bei CK-18 negativen

Patientinnen. Ein erhöhter Background mit partieller unspezifischer Anfärbung des Zy-

toplasma wurde bei einigen Präparate der Zellen festgestellt. Die Sensivität von Anti-

körper A45-B/B3 und Antikörper CK22 wurde bei 44 Patientinnen gleichzeitig untersucht

und verglichen. In nur 1/44 Patientin (2,2%) ergab sich einer Positivität mit beiden Anti-

körpern.

In die vorliegende Arbeit wurden 2 Patientinnen ohne Malignom als Kontrollpatientinnen

einbezogen. Beide Patientinnen wurden immunzytochemisch mit den Antikörpern CK2

und A45-B/B3 untersucht. Bei einer Patientin wurden A45-positive Zellen nachgewie-

sen.

Die Spezifität des Antikörpers CK2 erscheint höher, verglichen mit den Antikörpern A45-

B/B3 und CK22, da sowohl keine negativen Eigenschaften bezüglich der Auswertung

der Präparate als auch keine falsch-positiven epithelialen Zellen nachgewiesen werden

konnten. Die bevorzugte Lokalisation fast aller A45-positiven Zellen im Randbereich

der Präparate im Vergleich zum heterogenen Verteilungsmuster der CK2-positiven und

CK22-positiven Zellen ist noch zu klären.

4.4 Der Einfluss der untersuchten Zellzahl auf den Knochen-
mark-Status

Immunzytochemische Untersuchungen unter Verwendung von APAAP-Färbung und

den Antikörpern CK2 und A45-B/B3 bei Mammakarzinompatientinnen ohne Fernmetas-

tasen werden in der Literatur beschrieben. Die Detektionsraten dieser Studien schwan-

ken von 16% bis 49,2%. Dieser Unterschied zwischen der Positvitätsrate ist möglicher-

weise durch unterschiedliche Ausschlusskriterien des Patientinnenkollektives und durch

die Anzahl der untersuchten Zellzahl (Tabelle 19) zu erklären. Die Studie von Wieds-
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gang et al zeigte, wie die Studie von Naume et al (105), unter Verwendung eines anti-

Zytokeratin Antikörpers an 817 Mammakarzinompatientinnen ohne Fernmetastasen

eine niedrige Positivitätsrate (153).

Erstautoren Antikörper
Anzahl
an Pa-
tient.

Detek-
tionsrate

(%)

Untersuchte
Zellzahl

Klinisch-
pathologische

Parameter

Braun, 2000 (7) A45-B/B3 59 49,2 2 ·106 M0

Braun, 2000 (8) A45-B/B3 552 36,0 2 ·106 M0

Braun, 2001 (10) A45-B/B3 150 29,0 2 ·106 N0M0

Janni, 2000 (67) A45-B/B3 65 16,0 2 ·106 M0

Kasimir-Bauer,
2001 (71)

A45-B/B3 122 31,0 4 ·106 M0

Funke, 1991 (45) CK2 87 45,0 5 · 105 M0

Funke,1996 (46) CK2 234 37,6 1 · 106 M0

Naume, 2001 (105) AE1/AE3 920 13,4 2 ·106 M0

Wiedswang, 2003
(153)

AE1/AE3 817 13,2 2 ·106 M0

Tabelle 19: Studien zur Bestimmung des Knochenmark-Status beim Mammakarzinompatientinnen mit
Benutzung von Antikörpern CK2 und A45-B/B3 bei definierter Zellzahl

Auf die Frage hin, ob die Zellzahl die Sensivitätsrate der Methode beeinflusst, wurde im

eigenen Kollektiv eine Versechsfachung der untersuchten Zellzahl unter Verwendung

der gleichen Methode vorgenommen. In der Literatur wird die Benutzung von 6 · 106

untersuchten Zellen noch nicht dokumentiert.

Die Untersuchung von 1 · 106 Zellen pro Patientin ergab eine Positivitätsrate von 8,8%

(10/114) Patientinnen) während die Untersuchung mit 6 · 106 Zellen die Positivitätsrate

auf 18% (9/50) ansteigen ließ. Obwohl die Versechsfachung der untersuchten Zellzahl

mit erheblichen Kosten und Zeitaufwand verbunden ist, verdoppelte sich die Positivitäts-

rate und somit die Sensivität der Methode. Der Nachweis epithelialer Zellen scheint eine

enge Verbindung mit der Quantität untersuchter mononukleären Zellen zu haben. Diese
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Abhängigkeit kann entscheidend für den Nachweis epithelialer Zellen im Knochenmark

sein.

Dieses Ergebnis sollte in weiteren Untersuchungen mit einem großen Patientenkollektiv

überprüft werden, um die Sensitivität der Methode zu verifizieren.

4.5 Einlagerungsfähigkeit der gefärbten Präparate und Wieder-
findung der CK-18 positive Zellen

Die Untersuchung an gefärbten und eingelagerten Präparaten in der vorliegender Arbeit

zeigt, dass die Mehrheit der Präparate nach 7 Jahren nicht auswertbar ist. Durch diese

Untersuchung wurde festgestellt, dass viele markierte Zytokeratin-positive Zellen in die-

sen Präparaten nicht mehr auffindbar sind. Dazu ist dieselbe Zahl an CK-18 Zellen im

Vergleich zur ersten Untersuchung generell nicht zu erwarten. Die Begründung dazu ist

wahrscheinlich auf den Verlust der Rotanfärbung der Zytoplasma zurückzuführen.

4.6 Methodische Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Knochenmarkaspirate von 114 Patientinnen ge-

wonnen und nach spätestens 48 Stunden immunzytochemisch aufgearbeitet, um einen

Qualitätsverlust der Aspirate durch lange Lagerung zu vermeiden. Die Benutzung der

Dichtgradientzentrifugation wird von mehreren Arbeitsgruppen zur Trennung der mono-

nuklearen Zellen in der Literatur beschrieben. Der Nachteil dieser Methode liegt daran,

dass durch die nicht geeignete Dichtegradientzentrifugation von Ficoll® für die Anreiche-

rung von epithelialen Zellen eine geringe Ausbeute von ca. 10-15% der tatsächlich vor-

handenen Tumorzellen resultiert (119).
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Der Antikörper CK2, der gegen die Zytokeratinkomponente Nr. 18 gerichtet ist, wurde in

der vorliegenden Arbeit zur immunzytochemischen Untersuchung der Präparate mittels

APAAP-Färbung verwendet. Das Prinzip der APAAP-Färbung besteht aus einer Reakti-

on der alkalischen Phosphatase, die im APAAP-Komplex enthalten ist, und der dage-

gen gerichteten Antikörper. Durch die Reaktion der alkalischen Phosphatase mit dem in

der Färbungslösung enthaltenen Substrat erfolgt die Färbungsreaktion, wobei die vor-

handene endogene alkalische Phosphatase durch das Levamisol blockiert wird (15).

Die mikroskopische immunzytochemische Auswertung der zytologischen Präparate er-

folgte durch zwei unabhängige Personen. Mindestens eine CK-positive Zelle musste

nachgewiesen werden, um die Untersuchung als positiven Knochenmark-Status zu be-

werten. Die Überprüfung der Methode erfolgte einerseits durch die Verifizierung der

eindeutigen Anfärbung des Zytoplasmas der Positiv-Kontrollen und andererseits durch

die fehlende Farbreaktion der Negativ-Kontrolle. Die Überprüfung der Reagenzien und

der Arbeitstechnik durch die Positiv- und Negativ-Kontrolle zur Bestätigung der immun-

zytochemischen Färbungsergebnisse wurde bei jeder Färbung durchgeführt.

Um die zeitaufwendige Döppelfärbung erfolgreich durchführen zu können, wurden Prä-

parate von nur einer Patientin pro Färbung untersucht. Der entscheidende Färbungs-

schritt war die Entwickung der Reaktion mit der Immunogold Färbung. Die CK-positiven

Zellen sollten zu diesem Zeitpunkt nachgewiesen und markiert werden. Die Entwicklung

zur schwarzkörnigen Anfärbung der Östrogenrezeptor-positiven, epithelialen Zellen er-

folgte nach ca. einer Stunde Inkubationszeit. Eine kontinuierliche Beobachtung der

Reaktionsentwickung unter dem Lichtmikroskop ab diesem Zeitpunkt war ein entschei-

dender Faktor für die Zuverlässigkeit der Auswertung (Abschnitt 2.9).
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4.7 Hormontherapie des Mammakarzinoms, Östrogen und Ös-
trogenrezeptor

4.7.1 Östrogen und Östrogenrezeptor

Einer der bekannten Faktoren für die Entwicklung und Progression von Mammakarzi-

nomen ist die Dauer der Einwirkung von Östrogen auf das Brustdrüsegewebe. Östroge-

ne wirken über ihre Bindung an die Steroidhormonrezeptoren (131). Steroidrezeptoren

sind intrazelluläre Proteine und dienen als Informationsvermittler zwischen den Steroid-

hormonen und ihren Zielzellen. Sie verursachen die Aktivierung der Transkription durch

Bindung des Hormon-Rezeptorkomplexes an die DNS. Die Aktivierung bestimmter

Gensequenzen löst eine Reihenfolge von Reaktionen aus, die für Transkription, Trans-

lation und Synthese von spezifischen Proteinen verantwortlich ist.

Der Östrogenrezeptor gehört zu einer Super-Familie von nukleären Rezeptoren, welche

ca. 150 unterschiedliche Proteine einbeziehen. Der Östrogenrezeptor hat ein Moleku-

largewicht von 65000 bis 75000 (55) (152). Neben den Rezeptoren für Östrogen gehören

auch die Bindungsproteine für Vitamin D und die Rezeptoren für Gestagene und Andro-

gene zur Östrogenrezeptor-Subfamilie (53) (78).

Östrogen wird bei Frauen hauptsächlich im Graafschen Follikel, in Spuren im Corpus

Luteum und während der Schwangerschaft in der Plazenta gebildet. Bei Männern wie-

derum entsteht Östrogen in den Hoden und der Nebennierenrinde. Die Hormonbildung

erfolgt über den Hypothalamus, der durch die Gonadotropin Releasing-Hormone und

die Hypophysenvorderlappen gesteuert wird. Das follikelstimulierende und luteinisie-

rende Hormon stimuliert die Ovarien zur Bildung von Östradiol und Progesteron. Es gibt

drei Typen von Östrogen: 17ß-Östradiol, Östron und Östratriol (53), wobei der 17ß-

Östradiol das wirksamste endokrinologische ovarielle Östrogen ist.
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Bis 1996 war nur ein Östrogenrezeptor, kloniert aus der humanen Mammakarzinom

Zellinie MCF-7, bekannt (54) (55). Die cDNA für einen zweiten Rezeptor wurde aus huma-

nen Gewebe (102) und aus der Prostata von Ratten kloniert (76). Der zuvor bekannte Ös-

trogenrezeptor wurde ERα genannt und der neue Östrogenrezeptor ERβ.

Beide ER werden von zwei unterschiedlichen Genen kodiert. Das Gen von ERα ist auf

Chromosom 6 lokalisiert und kodiert ein Protein mit 595 Aminosäuren (54). Das ERβ-

Gen ist auf Chromosom 14 lokalisiert und kodiert ein 530 Aminosäuren großes Protein

mit einem Molekulargewicht von 59.2 kDa.(38) (102) (108).

Aufgeteilt werden beide Östrogenrezeptoren in sechs Funktionsdomänen (27) (78) (102),

die alphabetisch von A-F definiert sind. Die Domänen A und B enthalten eine der zwei

Transkriptionsaktivierungsfunktionen AF-1 und AF-2 des Rezeptors und liegen am Ami-

no-Terminus. Die Domäne C ist in die DNA-Bindung involviert und beinhaltet die Dime-

risationsdomäne und die Region für den Liganden-induzierten Transkriptionsfaktor 2

(AF-2) (27).

ERα und ERβ zeigen einen hohen Grad an Homologie (95%), sowohl der DNA-

bindenden-Domäne als auch der Ligandenbindungsdomäne (55%), und stimulieren die

Transkription von Genen, die die sogenannten estrogen responsive elements (EREs)

enthalten (76) (121) (146). Beide Östrogenrezeptoren können 17β-Östradiol mit vergleichba-

rer Affinität binden und können durch ein Antiöstrogen inhibiert werden (77) (102). ERα und

ERβ können gemeinsame Homodimere und Heterodimere während der Transkription-

saktivierung bilden (21). Die Existenz eines weiteren Östrogenrezeptors wird spekuliert
(108).

Es scheint eine Gewebespezifität der Östrogenrezeptoren zu geben. Die Gewebevertei-

lung von ERβ wird insbesondere in den Ovarien und an der Prostata vermutet (76) (102)

(130). Auch Uterus, Hoden und Colon zeigen eine Expression von ERβ (42) (77). Der Erα

deutet darauf hin, der dominante Östrogenrezeptor im Uterus, Brust und Leber zu sein
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(20). Eine Expression der beiden Östrogenrezeptoren sind nicht nur in normalen Mam-

ma, sondern auch bei Mammakarzinomen zu finden (38)(113). Der Wirkungsmechanismus

dieser Rezeptoren bei der Entwicklung und Progression von Tumoren ist noch unklar,

es wird angenommen, dass der ERα der dominante Rezeptor in der Pathogenese von

Mammakarzinomen ist (131). ERß scheint bei der Proliferationskontrolle von Mammakar-

zinomzellen involviert zu sein (83).

Die Wirkung von Östrogen ist vielseitig und noch nicht endgültig geklärt. Zu den ver-

schiedenen Wirkungen zählen die Proliferation des Endometriums, die Hyperämisierung

und Proliferation der Vaginalschleimhaut, die Beeinflussung von Gehirnzentren, die die

Körpertemperatur regulieren und die Erhaltung der Knochensubstanz. Durch den Ös-

trogenrezeptor hat das Östrogen eine entscheidende Rolle für mehrere Organe ein-

schließlich der Knochen, wie z.B. die Verhinderung der Osteoporose, die Senkung des

kardio-vaskulären Risikos, und die Östrogensubstitution postmenopausaler Frauen
(145). Das Östrogen im Rahmen der Hormonsubstitution senkt das Alzheimerrisiko bei

Frauen (39). Anderseits wird das Wachstum von 40% der Mammakarzinome von Östro-

gen stimuliert (36).

4.7.2 Hormontherapie des Mammakarzinoms

Da ein Großteil der Mammakarzinome östrogenabhängig ist, spielen Antiöstrogene bei

der Wahl der Hormontherapie eine große Rolle. Sie wirken als kompetitive Inhibitoren

der Östrogenbindung. Sie führen dadurch zu einer Inhibition der Expression der Östro-

gen-regulierten Gene, einschließlich der Wachstumsfaktoren (110).

Die endokrine Therapie, insbesondere Tamoxifen, ist die wichtigste, systemische The-

rapie bei Tumoren mit positivem Östrogenrezeptor-Status (131). Die Einführung von Ta-

moxifen in der adjuvanten Therapie hat die Lebenserwartung von Frauen, die ein

Mammakarzinom mit positivem Östrogenrezeptor-Status vorweisen, verlängert (35). Ta-

moxifen wird heute zur Behandlung aller Formen des Mammakarzinoms eingesetzt (22).
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Eine 5-jährige Behandlung mit Tamoxifen zeigt sowohl eine jährliche Reduktion der Re-

zidivrate von 50%, als auch eine Reduktion der jährlichen Mortalitätsrate von 28% (40)

(43) (110).

Raloxifen

Raloxifen ist ein selektiver Östrogenrezeptormodulator mit Östrogenwirkung auf den

Knochen und Antiöstrogenwirkung auf Endometrium und Mammagewebe.

Aromatasehemmer

Aromatasehemmer können die pheripher Konversion von Androgen in Östrogen inhibie-

ren, die zu einer geringen Konzentration von zirkulierendem Östrogen im Tumorgewebe

führt

GnRH-Analoga

GnRH-Analoga verursachen eine Verringerung von Gonadotopinausschüttung, die zur

Senkung des Östrogenspiegels mittels Unterdrückung der ovariellen Östrogensynthese

führt.

4.8 Östrogenrezeptorexpression auf disseminierten epithelialen
Zellen im Knochenmark

Verschiedene Verfahren zur phenotypischen Charakterisierung disseminierter, epithe-

lialer Zellen im Knochenmark werden in der Literatur beschrieben (4) (104) (124). In der vor-

liegenden Arbeit wurde die Östrogenrezeptorexpression disseminierter epithelialer Zel-

len im Knochenmark immunzytochemisch charakterisiert.

Eine Östrogenrezeptorexpression bei CK-18 positiven Zellen wurde in 10/18 Patientin-

nen (55,6%) nachgewiesen. In 8/18 Patientinnen (44,4%) zeigten diese CK-18 positiven

Zellen keine Östrogenrezeptorexpression.
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Der Vergleich des Östrogenrezeptor-Status bei den epithelialen Zellen im Knochenmark

mit dem Primärtumor zeigte eine erhebliche Diskrepanz zwischen beiden Östrogenre-

zeptor-Status. 11/18 (61,1%) Patientinnen zeigten dieselbe Östrogenrezeptorexpressi-

on im Tumorgewebe und bei CK-18 positiven Zellen. Die Diskrepanz der Östrogenre-

zeptorexpression wurde bei 7/18 (38,9%) Patientinnen nachgewiesen. Davon zeigten

4/7 (57%) Patientinnen einen positiven Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und

einen negativen Knochenmark-Status. In 43% der Fälle (3/17 Patientinnen) wurde ein

negativer Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und ein positiver Knochenmark-

Status nachgewiesen.

Frau Dr. N. Ditsch aus unserer Arbeitsgruppe untersuchte die Östrogenrezeptorexpression

epithelialer Zellen im Knochenmark von 17 nodalnegativen Mammakarzinompatientinnen
(34). Unter Verwendung der gleichen Methode ergab die Untersuchung von Ditsch et. al,

dass 88,2% (15/17) der Patientinnen CK-18 positive Zellen ohne Östrogenrezeptorexpres-

sion und die restlichen 11,8% (2/17) der Patientinnen CK-18 positive Zellen mit Östrogenre-

zeptorexpression aufwiesen. Die Übereinstimmung des Östrogenrezeptor-Status im Primär-

tumor mit dem Knochenmark lag in dieser Studie bei nur 9,1% (1/11 Patientinnen). Bei einer

weiteren Patientin (9,1%) wurde sowohl eine epitheliale Zelle mit Östrogenrezeptorexpres-

sion als auch epitheliale Zellen ohne Östrogenrezeptorexpression nachgewiesen. In 81,8%

des Kollektivs (9/11) wurde ein positiver Östrogenrezeptor-Status im Primärtumor und ein

negativer Östrogenrezeptor-Status im Knochenmark nachgewiesen. Die unterschiedlichen

Ergebnisse dieser Studie können durch die Lagerung der Präparate erklärt werden. Die

Doppelfärbungsuntersuchung in der vorliegenden Arbeit erfolgte spätestens wenige Tage

nach der Knochenmarkaufarbeitung. Möglicherweise beeinflusst die jahrelange Lagerung

der Präparate die Östrogenrezeptorexpression epithelialer Zellen.

Eine Untersuchung der Östrogenrezeptorexpression auf A45-positive Zellen liegt in der

Literatur nicht vor. Die Kombination der alkalischen Phosphatase-Streptavidin Färbung

und der Immunogold Färbung ergab die Doppelfärbungsmethode „A45-B/B3 und Östro-

genrezeptor“. In der Literatur wird die Doppelfärbung mit Antikörpern A45-B/B3 auf dis-
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seminierten epithelialen Zellen bezüglich der Expression von Ki67,p53, Her2/-neu,

MUC-1, Lewis7 beschrieben (6).

Da es in der Literatur keine weiteren Daten zur Östrogenrezeptorexpression dissemi-

nierter epithelialer Tumorzellen gibt, zogen wir zum Vergleich die Ergebnisse von Un-

tersuchungen an Lymphknoten heran. Bislang ist in verschiedenen Studien nur die Ös-

trogenrezeptorexpression im Primärtumor und in Lymphknotenmetastasen untersucht

worden, während vergleichende Untersuchungen zwischen Primärtumor und Knochen-

mark-Status nicht vorliegen.

Die Arbeitsgruppe von Iguchi et al. untersuchte immunhistochemisch die Östrogenre-

zeptorexpression von Primärtumoren und den entsprechenden Lymphknotenmetasta-

sen bei 87 Mammakarzinompatientinnen und stellte eine Diskrepanz der Östrogenre-

zeptorexpression im Tumorgewebe und in Lymphknoten von 24,1% fest. Ein positiver

Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und ein negativer Östrogenrezeptor-Status

in den entsprechenden Lymphknoten wurde in 17,2% der Patientinnen festgestellt. Bei

6,9% der Patientinnen wurde eine negative Östrogenrezeptorexpression im Tumorge-

webe und eine positive Östrogenrezeptorexpression in den entsprechenden Lymphkno-

ten beobachtet (64).

Nedergaard et al. zeigten durch die immunhistochemische Bestimmung der Östrogen-

rezeptorexpression in Primärtumoren und deren Lymphknotenmetastasen bei 101

Mammakarzinompatientinnen, dass die Tumoren mit positivem Östrogenrezeptor-

Status dazu tendieren, die Östrogenrezeptorexpression bei der Entwicklung von Metas-

tasen zu verlieren. In dieser Studie ergaben 21% (21/101) der untersuchten Fällen ei-

nen diskrepanten Östrogenrezeptor-Status zwischen den Primärtumoren und den ent-

sprechenden Lymphknotenmetastasen. In dieser Arbeit wiesen 18% (18/101) der Tu-

moren mit positivem Östrogenrezeptor-Status Lymphknotenmetastasen ohne Östrogen-

rezeptorexpression. 3% (3/101) der Tumoren mit negativem Östrogenrezeptor-Status

wiesen Lymphknotenmetastasen mit Östrogenrezeptorexpression auf. Die Autoren sind

der Meinung, dass der Verlust von Östrogenrezeptorexpression in durchschnittlich 20%
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der Lymphknotenmetastasen die Erklärung dafür sein könnte, warum einige Patientin-

nen mit positiver Östrogenrezeptorexpression auf die endokrine Therapie nicht reagie-

ren (106).

Eine Studie von Holdaway et al untersuchte den Östrogenrezeptor-Status in Primärtu-

moren und in den entsprechenden Metastasen. Bei dieser Studie lag die Übereinstim-

mung zwischen Östrogenrezeptor-Status im Primärtumor und deren Metastasen bei

46% (61).

Der Vergleich des ÖR-Status im Tumorgewebe und des ÖR-Status der disseminierten

Tumorzellen im Knochenmark deutet darauf hin, dass die Expression des Östrogenre-

zeptors bei diesen Zellen heterogen ist.

4.9 Welche Gründe können differierende Ergebnisse zwischen
den Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und im Kno-
chenmark haben?

Die Bestimmung des Östrogen- und des Progesteronrezeptor-Status ermöglicht die Ab-

schätzung der Erfolgsaussichten einer endokrinen Therapie bei Patientinnen mit einem

Mammakarzinom (60). Eine hohe Rezeptorexpression bedeutet eine höhere Ansprech-

wahrscheinlichkeit. Immerhin 30-40% der Patientinnen mit fortgeschrittenen Mamma-

karzinom profitieren von der Hormontherapie (49).

Ungefähr 70 bis 80 % der Mammakarzinome zeigen eine Expression von ERα und er-

weisen sich als Östrogenrezeptor-Status positiv. Diese Tumoren tendieren dazu lang-

sam zu wachsen, sind besser differenziert und mit einer besseren Prognose und einer

längeren, rezidivfreien Überlebenszeit verbunden (49) (52) (60) (72). 1/3 aller Mammakarzi-

nome zeigen keine Expression von Östrogenrezeptor (81).
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Tumoren mit negativem Östrogenrezeptor-Status neigen dazu früher zu rezidivieren,

vorwiegend in den ersten 5 Jahren. Tumoren mit positivem Östrogenrezeptor-Status

weisen häufiger Knochenmetastasen auf und zeigen ein späters Rezidiv (60).

Nach derzeitigem Kenntnisstand wird der Hormonrezeptor-Status im Tumorgewebe

immunhistochemisch bestimmt und nach dem immunreaktiven Score von Remmele und

Stegner(123) mit folgenden Reaktionsergebnissen bewertet: Prozentsatz positiver Tu-

morzellkerne, überwiegende Färbungsintensität und Prozentsatz stark positiver Tumor-

zellkerne.

Die aktuelle Empfehlung des Tumorzentrums München für eine Klassifizierung von Ös-

trogenrezeptor-positiv und -negativ (Cut-off-Wert) liegt bei mindestens 10 % positiven

Zellen(23). Da in der vorliegenden Arbeit ebenfalls Präparate aus frühen Rekrutierungs-

jahren untersucht wurden, gingen auch Patientinnen ein, deren Östrogenrezeptor-

Status im Primärtumor im quantitativen Enzymimmunoassay bestimmt worden war. Die

Grenzwerte für die Beurteilung eines positiven oder negativen Rezeptorstatus liegen bei

dieser Methode bei 10 fmol/mg Protein (23).

Die Zuverlässigkeit der Bestimmungsart der Expression von Hormonrezeptoren spielt

eine entscheidende Rolle für den Erfolg der Therapie. Die Berücksichtigung des reagie-

renden Antikörpers, die Qualität der Gewebeschnitte und die Erfahrung des auswerten-

den Pathologen sind wichtige Faktoren bei der Bestimmung des Östrogenrezeptor-

Status. Diese Faktoren schwanken stark.

In der Literatur wird angegeben, dass die Bestimmung des Östrogenrezeptor-Status

durch die immunhistochemische Untersuchung bei Tumoren, die eine geringe Expres-

sion von Östrogenrezeptor vorweisen, 30 bis 60 % falsch-negative Ergebnisse liefert
(127). Tumoren mit geringen Konzentrationen an Östrogenrezeptoren werden in vielen

Labors als Östrogenrezeptor-negativ bewertet (110). Eine Studie untersuchte die Östro-
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genexpression von gleichen Tumorgeweben in drei unabhängigen Labors und ergab

eine Diskrepanz der Ergebnisse von 26% (82).

In der immunhistochemischen Bestimmung des Östrogenrezeptor-Status wird der ERα

bestimmt. Dieses Verfahren ermöglicht keine Informationen über die Expression von

ERβ (90). Eine Studie von Mann et al bei 47 Mammakarzinompatientinnen ohne Berück-

sichtigung der Tumorstadien zeigte, dass 36% (17/47) der Patientinnen Tumoren mit

einem negativen Östrogenrezeptor-Status (ERα) aufweisen. Dennoch wurde bei 47%

(8/17) diesen Patientinnen ein Östrogenrezeptor-Status beta (ERβ) nachgewiesen. Die

Autoren sind der Meinung, dass durch die routinenmäßige immunhistochemische Un-

tersuchung von nur ERα eine große Anzahl der Mammakarzinompatientinnen, die an

Tumoren mit einen negativen Östrogenrezeptor-Status (ERα) und einen positiven Ös-

trogenrezeptor-Status beta (ERβ) erkranken, einem negativen Hormonrezeptor-Status

erhalten. Dadurch profitieren viele dieser Patientinnen nicht von einer adjuvante Hor-

montherapie (90).

4.10 Welche Konsequenz ergibt sich hieraus für die Therapie?

Die adjuvante endokrine Therapie basiert auf der Hypothese, dass die Östrogenrezep-

torexpression im Primärtumor mit der Expression bei der Fernmetastase übereinstimmt.

Mittlerweile deuten viele Studien darauf hin, dass die Östrogenexpression nicht immer

mit dem Ansprechen der endokrinen Therapie korreliert (79) (64). Es bleibt unklar, warum

ca. 40-45% der Tumoren, die einen positiven Östrogenrezeptor-Status aufweisen, resis-

tent auf die endokrine Therapie sind. Umgekehrt zeigen cirka 10% der Tumoren mit ne-

gativen Östrogenrezeptor-Status ein Ansprechen auf eine antihormonelle Behandlung
(64) (106).

Auch Rezidivtumoren, die aus einem Primärtumor mit positivem Östrogen- und Pro-

gesteron-Status stammen, zeigen häufig keine Expression von einem oder beiden Hor-

monrezeptoren. Es wird angenommen, dass 20 % der Primärtumoren mit positivem Ös-
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trogenrezeptor-Status bei einer Metastasenbildung einen negativen Östrogenrezeptor-

Status vorweisen (49). Die Resistenz auf die endokrine Therapie ist ein Hindernis für die

Behandlung von Mammakarzinom. Die Veränderung von positivem Östrogenrezeptor-

Status in negativem Östrogenrezeptor-Status bei Tumoren könnte diese Resistenz er-

klären (110).

Die Assoziation von Tumoren mit positiven,- und Metastasen mit negativen Östrogenre-

zeptor-Status bzw. Tumoren mit negativen,- und Metastasen mit positiven Östrogenre-

zeptor-Status, sollte bei der Wahl der Therapie berücksichtigt werden. Es ist nicht aus-

zuschließen, dass Tumoren mit negativen Östrogenrezeptor-Status und entsprechende

Metastasen, die einen positiven Östrogenrezeptor-Status aufweisen, auf eine endokrine

Therapie ansprechen könnten.

Der spontane Verlust des Hormonrezeptors bei Rezidiven oder Fernmetastasen könnte

ein Grund für die unwirksame Therapie sein und sollte bei der Wahl der Therapie be-

rücksichtigt werden.
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5 Zusammenfassung

Trotz verbesserter Therapiemaßnahme des Mammakarzinoms und Prognoseverbesse-

rung sind die Patientinnen oft nach langer Latentzzeit mit dem Auftreten von Rezidiven

und Fernmetastasen konfrontiert. Als Ursache hierfür wird die Frühdisseminierung in

Betracht gezogen. Für die Patientinnen ist eine individuelle Prognose durch die etablier-

ten Prognosefaktoren nicht ausreichend. Daher werden neue Prognosefaktoren, die die

Invasion und das Metastasierungspotential der Tumoren reflektieren, entwickelt. Das

Vorhandensein epithelialer Zellen im Knochenmark wird als Indikator für die frühe sys-

temische Tumorzelldisseminierung diskutiert, da unter normalen Umständen keine epi-

theliale Zellen in diesem Organsystem zu finden sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden epitheliale Tumorzellen im Knochenmark von 114

Mammakarzinompatientinnen untersucht. Die Knochenmarkaspirate wurden intraopera-

tiv gewonnen. Die mononukleären Zellen wurden isoliert und durch eine standartisierte

APAAP-Färbung analysiert. Zur Detektion epithelialer Zellen wurde der Antikörper CK2

verwendet. Zusätzlich wurden die Sensivität und Spezifität des Antikörpers CK2, A45-

B/B3 und CK22 miteinander verglichen. Der Einfluss der untersuchten Zellzahl auf den

Knochenmark-Status wurde auch untersucht. Die Östrogenrezeptorexpression der CK-

positiven Zellen wurde durch immunzytochemische Doppelfärbung unter Verwendung

des monoklonalen Antikörpers 1D5 charakterisiert und mit der Östrogenrezeptorexpres-

sion im Primärtumor verglichen. Der Antikörper 1D5 wird auch in der histopathologi-

schen Primärdiagnostik eingesetzt.

Die Prävalenz des positiven Knochenmark-Status im Gesamtkollektiv lag bei M0 Patien-

tinnen bei 7,3%. Die Mehrheit der Patientinnen mit positivem Knochenmark-Status zeig-

te am häufigsten Primärentumoren des Stadiums pT1, pN0, G2 und Tumorstadium I–II.

Der Tumordifferenzierungsgrad, der histologische Typ und der Hormonrezeptor-Status

zeigten einen signifikanten Zusammenhang mit dem Knochenmark-Status.
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Der Vergleich der Untersuchungen mit den Antikörpern CK2, CK22 und A45-B/B3 zeig-

te mit dem Antikörper A45-B/B3 im Vergleich zum Antikörper CK2 eine deutlich höhere

Positivitätsrate. Die Färbung mit dem Antikörper A45-B/B3 zeigte aber häufiger avitale

Zellen ohne intakte Zellmorphologie. Durch die Färbung mit dem Antikörper CK22 wur-

de eine unspezifische Anfärbung des Zytoplasma beobachtet. Die immunzytochemi-

sche Untersuchung mit dem Antikörper CK2 erwies sich als zuverlässiger.

Die Analyse des Einflusses der untersuchten Zellzahl auf das Knochenmark-Status er-

gab eine Positivitätsrate von 8,8% bei der Untersuchung von 1 · 106 Zellen pro Patientin

und von 18% bei die Untersuchung mit 6 · 106 Zellen pro Patientin.

Die Untersuchung der Östrogenrezeptorexpression der epithelialen Zellen ergab eine

Östrogenrezeptorexpression der CK-18 positiven Zellen bei 55,6% der Patientinnen. Bei

44,4% der Patientinnen konnte keine Expression des Östrogenrezeptors in diesen Zel-

len nachgewiesen werden.

Bei 61,1% der Patientinnen stimmte der Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe mit

dem Östrogenrezeptor-Status im Knochenmark überein. Die Diskrepanz zwischen dem

Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und dem Östrogenrezeptor-Status im Kno-

chenmark lag bei 38,9%. Bei 57% der Patientinnen wurden ein positiver Östrogenrezep-

tor-Status im Tumorgewebe und ein negativer Knochenmark-Status nachgewiesen. In

43% der Fälle wurde ein negativer Östrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe und ein

positiver Knochenmark-Status nachgewiesen.

Diese Ergebnisse deuten auf eine Heterogenität des Östrogenrezeptor-Status bei epi-

thelialen Zellen und auf die Metastasen hin. Der Verlust des Östrogenrezeptors bei Re-

zidiven oder Fernmetastasen könnte eine der Ursachen für die wirkungslose Behand-

lung des Mammakarzinoms sein. Diese Hypothese sollte weiterhin im Rahmen eines

größeren Patientinnenkollektivs untersucht werden. Sollte sich diese Hypothese be-
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wahrheiten, so sollte die Hormontherapie im Hinblick auf die Patientinnen bei der Wahl

der Therapie berücksichtig werden.
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