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1 Einfdhrung

Das Mammakarzinom ist der haufigste bésartige Tumor der Frau. In Deutschland
erkranken jahrlich ca. 57000 Frauen an Brustkrebs. Fur das Jahr 2007 wird von
16780 Sterbeféllen bei Frauen aufgrund des Mammakarzinoms berichtet.! Etwa
jede zehnte Frau wird im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkranken
(Lebenszeitrisiko 12%). Das Mammakarzinom bildet mit 27,8 % den grof3ten Anteil
an Krebserkrankungen bei Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt derzeit bei
63 Jahren. Generell stieg die Brustkrebsinzidenz in Deutschland seit 1980 stetig
an, wahrend die Mortalitat seit Mitte der 1990er Jahre leicht sinkt.

Beim primdren Mammakarzinom ist man durch Bestimmung der etablierten
Prognosefaktoren bemiiht, mdglichst genaue individuelle Aussagen Uber den
prospektiven Krankheitsverlauf vorzunehmen. Hierzu gehdren das TNM-Stadium,
das histopatologische Grading, Steroidhormonrezeptorstatus, Expressionsmuster
des HER-2/neu-Onkoproteins auf dem Primartumor und weitere tumorbiologische
Faktoren. Evidenzbegrindet sind noch weitere Risikofaktoren (wie Nachweis von
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark, tumorassoziierte Proteolysefaktoren
uPA und PAI-1 oder Tumormarker CA 15-3), die allerdings bisher nicht Eingang in
die Leitlinien gefunden haben.

Die Entscheidung Uber die Therapie des Mammakarzinoms beruht neben dem
operativen Verfahren vor allem auf evidenzbasierten pradiktiven Faktoren, die das
Ansprechen der jeweiligen Therapie vorhersagen konnen. Zu diesen Faktoren
gehoren der Menopausenstatus der Frau, der Steroidhormonrezeptorstatus des

Primartumors und der Expressionsgrad des HER-2/neu-Onkoproteins auf dem



Primartumor. Mit Kenntnis dieser Faktoren ist mit Optimierung der Therapie flur
jede Frau individuell zu rechnen.

Friherkennungsuntersuchungen beim niedergelassenen Gynakologen und
Mammographie-Screening  erlauben heutzutage  die  Diagnose  von
Mammakarzinomen haufig in einem sehr frihen und somit prognostisch
gunstigeren Stadium. Die Statistiken, die das Mammakarzinomrezidiv
beschreiben, offenbaren jedoch, dass 25-30% der Patientinnen ohne
Lymphknotenbefall (NO), also mit einer guten Prognose, ein Rezidiv erleiden.
Unter den Patientinnen mit LK Metastasen (N1) sind es 60%.>° Das aktuelle
Model der Metastasierung beim Mammakarzinom geht daher von einer
systemischen Streuung von Tumoreinzelzellen aus. Diese Zellen kdénnen mit
konventionellen  histopathologischen sowie bildgebenden diagnostischen
Standardverfahren nicht erfasst werden. Mehrere internationale Studien haben
gezeigt, dass sich bei vielen Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom
bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose disseminierte Tumorzellen (DTC) im
Knochenmark nachweisen lassen. "*° Diese DTC werden auch als Minimal
Residual Disease (MRD) bezeichnet. Es wird vermutet, dass diese hamatogene
Disseminierung von Tumorzellen ausschlaggebend fur die Karzinogenese und
darauffolgenden Metastasierung sein kann. Es wurden deshalb sensitive
immunzytochemische und molekularbiologische Methoden entwickelt, die den
spezifischen Nachweis von einzelnen Tumorzellen in den regionalen
Lymphknoten, im Knochenmark und im Blut erlauben, noch bevor es zu
Manifestation der Metastasen kommt. Ein Nachweis von DTC zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose kdonnte somit dazu beitragen, Patientinnen zu identifizieren, die ein



erhohtes Rezidivrisiko aufweisen und von einer adjuvanten systemischen
Therapie profitieren kénnten.

Diese einzelnen Tumorzellen entstammen urspringlich dem epithelialen Gewebe.
Im Knochenmark kénnen sie mit Hilfe von Antikdrpern, die gegen Zytokeratine
gerichtet sind, immunzytochemisch erfasst werden. In Studien wurde der
monoklonale Antikdrper A45-B/B3 eingesetzt, mit dem 99% der normalen
Knochenmarkszellen nicht reagieren. 20-45% aller Patientinnen mit primarem
Mammakarzinom zeigen nach den Studien bei Erstdiagnose isolierte Tumorzellen
im Knochenmark. Bei metastasierten Patientinnen steigt dieser Anteil bis 70%.*
Ihre Haufigkeit unter den isolierten mononukledren Zellen liegt in der
GroRenordnung 1:10°. Es wurden deswegen Anreicherungsmethoden entwickel,
die eine hohere Sensitivitdt und weitere Charakterisierung dieser Zellen
ermdglichen. Dazu gehdren die heute am haufigsten genutzten Verfahren der
Gradientzentrifugierung, wie das Ficoll-basierte oder Onco Quick-Verfahren, sowie
Methoden, die die Zellen nach ihrer Gro3e oder Ladung aufzutrennen vermégen,
z.B. die immunomagnetische Anreicherung. ***3

Der Nachweis von DTC stellte sich in vielen Studien als wichtiger prognostischer
Faktor in Hinblick auf das Gesamt- und rezidivfreie Uberleben heraus. ***" Die
unabhéngige prognostische Relevanz konnte ebenso durch einige Arbeitsgruppen
bestatigt werden. 1823

Auch das periphere Blut von Brustkrebspatientinnen wird aktuell fir das Screening
auf DTC, hier zirkulierende Tumorzellen (CTC) genannt, verwendet. Im Vergleich
zu DTC sind CTC allerdings nur relativ selten nachweisbar. Derzeit befinden sich

deshalb innovative Nachweismethoden der CTC in Erprobung. Cristofanilli et al.

zeigte, dass im Stadium der Metastasierung die Zahl der CTC vor einer weiteren
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Behandlung einen unabhangigen Prognosefaktor fir das Gesamttberleben und
das progressionsfreie Uberleben darstellt. ** Ihre Bedeutung bei Erstdiagnose und
in rezidivfreier Nachsorge ist jedoch noch nicht bewiesen. Trotz des Vorteils, dass
CTCs nicht invasiv aus dem peripheren Blut zu gewinnen waéren, ist die klinische
Datenlage bezuglich der CTC im Blut bisher der von DTC im Knochenmark
unterlegen. >>?8 Bisher konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit der CTC im Blut
der Brustkrebspatientinnen vom Primartumor stammt. 2°.

Werden DTC nachgewiesen, ist deren weitere Charakterisierung notwendig. Die
biologischen Eigenschaften der DTC sind derzeit weiterhin Gegenstand
zahlreicher Studien, wodurch die Einsicht in die kritischen ersten Schritte der
Metastasierungskaskade erméglicht wird. 1%2%*°3% purch Analyse der genetischen
Zusammensetzung dieser Zellen (Phanotypisierung), z.B. in Bezug auf die HER-
2/neu-Uberexpression, wird ihre metastatische und prognostische Relevanz
eingestuft. 3**’ Das Genom dieser Zellen stellt sich jedoch instabil dar, weshalb
sich oft im Einzelzellvergleich ein heterogenes Bild ergibt.®®* Es wird auch
vermutet, dass die DTC im Knochenmark in einem frithen, noch nicht ausgereiften
Stadium ihrer Entwicklung metastasieren und ihre Veranderungen im Genom erst
spater erlangen. 38

Man geht zudem davon aus, dass die DTC in der GO-Phase des mitotischen
Zellzyklus verbleiben, d.h. dass sie im Gegensatz zu den Zellen des Primartumors
nicht proliferieren. Man nennt sie deshalb ruhende oder schlafende Zellen, sog.
dormant cells. Studien zeigten, dass sie durch diese Eigenschaft den
herkdmmlichen Chemotherapieregimes nicht zugéanglich sind, da diese auf sich
schnell teilende Zellen wirken. Die Chemotherapeutika waren nicht in der Lage,

DTC volistandig zu eliminieren. %%



In der Adjuvanz bedarf es deshalb zusatzlich zielgerichteter Agenzien, die die
verbliebenen DTC eliminieren oder ihre weitere Ausbreitung verhindern.

Das HER-2/neu-Onkoprotein (Human Epidermal Growth Factor Receptor — 2, c-
erbB2) ist ein vielversprechendes Target fir zielgerichtete Immuntherapeutika.
HER-2/neu gehoért zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren
(EGFR). Es stimuliert die Zellproliferation Uber den RAS-MAP-Kinase-Weg und
hemmt den programmierten Zelltod (Apoptose). Kodiert wird das HER-2/neu durch
ein Protoonkogen auf dem Chromosom 17. Die Uberexprimierung des Proteins,
die in ca. 20 — 30% aller Mammakarzinome vorkommt, wird mit Aggressivitét
sowie Widerstand gegen Chemotherapieregime in Verbindung gebracht. ***
HER-2/neu-positive  Tumoren sind von einem schlechteren Ansprechen auf
endokrine Therapie, alkylierende Zytostatika und Radiotherapie gekennzeichnet.**
HER-2/neu-Status ist somit ein pradiktiver Faktor flr den Therapieerfolg.
Patientinnen mit HER-2/neu-tUberexprimierenden Tumoren haben ein hbéheres
Rezidvirisiko und eine geringere Lebenserwartung. Ein Zusammenhang zwischen
der HER-2/neu-Genamplifikation und dem Nachweis isolierter Tumorzellen im
Knochenmark konnte jedoch bis dato lediglich in einer Arbeit gezeigt werden. *°
Die Therapie mit Herceptin® (Trastuzumab) wird bei Patienten mit einer
nachgewiesenen Amplifikation bzw. Uberexpression des HER-2/neu angewandt.
Trastuzumab ist ein therapeutischer humanisierter monoklonaler Antikbrper gegen
den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER-2/neu auf der
Tumorzelloberflache. Trastuzumab hemmt die neoplastische Zellproliferation in
vitro und in vivo und erhéht die Tumor-Chemosensitivitat.***’ In Deutschland ist
Trastuzumab seit dem Jahr 2000 zum Einsatz bei metastasiertem HER-2/neu

positivem Mammakarzinom zugelassen. Die Anwendung des Antikérpers zur
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Verhinderung von Rezidiven nach erfolgter Operation wurde 2006 basierend auf
Datenlage aus groR3en internationalen Studien: HERceptin Adjuvant (HERA) -
Studie, North Central Cancer Treatment Group (NCCTG) - Studie N9831, National
Surgical Adjuvant Project (NSAP) - 31 und Breast Cancer International Research
Group 006, auch bei nicht metastasierten Patientinnen zugelassen und ergénzt
nun die Moglichkeiten der adjuvanten Therapie. *¢°°

Nach dem heutigen Standard wird der HER-2/neu Status des Primartumors,
gegebenenfalls auch der Metastasen, wenn eine Histologie gewonnen werden
kann, zur Therapieentscheidung herangezogen. Der Nachweis von DTC im
Knochenmark oder Blut wird dabei nicht berticksichtigt. Studien beweisen jedoch,
dass der Phanotyp der DTC in Bezug auf den HER-2/neu-Status von dem des

51

Primarius abweichen kann. Zwischen den Fernmetastasen und dem

Primartumor konnte eine Diskrepanz von 5 bis 20% nachgewiesen werden. 3%°2°3
Patientinnen mit einem HER-2/neu-negativen Primartumor und gleichzeitig HER-
2/neu-positiven DTC im Knochenmark koénnten moglicherweise von einer
Trastuzumabtherapie profitieren, die sie aber nach den heutigen Leitlinien
aufgrund des HER-2/neu-Negativitat des Primarius nicht erhalten wiirden. * Es
zeigt sich auch keine signifikante Korrelation zwischen  positivem
Knochenmarkbefund (Nachweis von DTC) und HER-2-Status des Priméartumors.
Dariiber hinaus ist die HER-2/neu-Uberexpression auf den DTC auch zwischen
zwei Zellen eines einzelnen Patienten oft heterogen, was die intratumorale
Heterogenitat der HER-2/neu-Expression widerspiegeln konnte. * Bei diesen
Patienten kénnte eine Therapie mit Trastuzumab nicht ausreichen, um die Minimal

Residual Disease vollstandig zu eliminieren. In dem Fall ware die Effizienz einer

nur gegen das HER-2/neu-Antigen gerichteten Immuntherapie madglicherweise
11



herabgesetzt und muisste durch weitere Therapieregimes erganzt werden.
Vielversprechende Kandidaten fir zielgerichtete sekundare Immuntherapien, die
derzeit in klinischen Studien untersucht werden, sind u.a. tumorassoziierte

Glykoproteine oder Rezeptoren fiur andere Wachstumsfaktoren.
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2 Zielsetzung

Nach dem heutigen Wissensstand werden in der Behandlung von
Mammakarzinompatientinnen Prognosefaktoren, wie die Tumorgrof3e, der axillare
Lymphknotenstatus und das histopathologische Grading als grobe
Risikoeinschatzung fur das Auftreten eines Rezidivs genutzt. Diese lassen aber
keine sicheren Rickschlisse auf den individuellen Therapieerfolg zu, da sie nur
zum Zeitpunkt der Primardiagnose verfugbar sind. Es besteht also ein hoher
Bedarf fur einen jederzeit verfigbaren Marker zur Risikoeinschatzung im weiteren
Verlauf der Erkrankung und zum Therapiemonitoring. Der Nachweis von
Tumorresiduen im Knochenmark und Blut sowie Charakterisierung deren HER-
2/neu-Profils kbnnte dafir geeignet sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Nachweis der disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark und anschlieBend eine Charakterisierung der HER-2/neu-
Expression dieser Zellen mittels Chromogenic In Situ Hybridization (CISH)
durchgefuhrt.

Damit sollte ermittelt werden:

- der Zusammenhang zwischen bekannten Prognosefaktoren (TNM-
Klassifikation, Grading, Hormonrezeptorstatus) und einer HER-2/neu-
Expression disseminierter Tumorzellen,

- der Unterschied zwischen den Zellen des Primartumors und den
disseminierten Tumorzellen hinsichtlich des HER-2/neu-Status,

- Unterschiede im HER-2/neu-Expressionsmuster zwischen den einzelnen

Tumorzellen bei Patientinnen mit mehreren Tumorzellen im Knochenmark,

13



- die Rolle von HER-2/neu-lUberexprimierenden disseminierten Tumorzellen
als Marker fir den Therapieerfolg,
- Eignung der HER-2/neu-positiven DTC als Therapieziel.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll daher Gberpruft werden, ob das
Vorhandensein von Tumorresiduen in Form von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark, sowie deren tumorbiologischer Phanotyp hinsichtlich der HER-
2/neu-Expression, einen relevanten Einfluss auf die Optimierung der zukinftigen

Therapieansatze bei Brustkrebspatientinnen haben kénnten.

14



3 Material und Methodik

3.1 Material

Fur die vorliegende Arbeit wurde das Knochenmark von Patientinnen mit
histopathologisch nachgewiesenem Mammakarzinom verwendet. In die Studie
wurden nur solche Patientinnen eingeschlossen, bei denen im Verlauf der
Erkrankung disseminierte Tumorzellen (DTC) im Knochenmark nachgewiesen
wurden. Das Untersuchungsmaterial wurde dabei mit der Knochenmarkaspiration
aus den Beckenkammen gewonnen.

Die Untersuchungsgruppe setzt sich aus insgesamt 156 Patientinnen zusammen,
die im Zeitraum von Mai 1995 bis Dezember 2007 an der Frauenklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen, Klinikum Innenstadt oder am Klinikum Bayreuth
bei Erstdiagnose Mammakarzinom behandelt wurden.

Im Verlauf wurde bei einigen Patientinnen zur Nachsorge mehrfach das
Knochenmark entnommen und im Labor fir Tumorimmunologie der Frauenklinik

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Klinikum Innenstadt untersucht.

3.2 Methoden

3.2.1 Durchfihrung einer Knochenmarkaspiration

Von allen Patientinnen wird vor der Knochenmarkspunktion in der Frauenklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, Klinikum Innenstadt die schriftliche
Einwilligung zum Eingriff sowie zur wissenschaftlichen Auswertung der aus dem
Punktionsmaterial gewonnenen Erkenntnisse eingeholt. Zur Aufklarung Uber die

moglichen Zwischenfélle dient das im Anhang beigefligte Merkblatt.
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Die  Patientinnen  wurden Uber die allgemeinen Risiken  einer
Knochenmarkspunktion wie Blutung, Infektion und Stérung der Wundheilung,
sowie Verletzung der llliakalgefalRe (aufgrund von der gewahlten Punktionsstelle
an der Spina iliaca anterior superior) aufgeklart. Zu den seltenen, aber
gefahrlichen Komplikation gehort auch die Osteomyelitis.

Die Knochenmarkspunktion wird an der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Munchen, Klinikum Innenstadt im Bereich der Spina iliaca anterior
superior vorgenommen. Nach sorgféaltiger Desinfektion der Punktionsstelle und
einer kleinen Schnittinzision der Haut, um eine Kontamination mit Epithelzellen der
Haut zu vermeiden, werden 3 — 5 ml aus den Beckenkdmmen enthnommen und mit
0,5 — 1ml Heparin versetzt.

Der Eingriff wird bei Verdacht auf Mammakarzinom vor Beginn der
Primaroperation in Vollnarkose durchgefuhrt. Zur Verlaufskontrolle oder
Nachsorge wird er jedoch ambulant in Lokalanasthesie vorgenommen.

Das gewonnene Untersuchungsmaterial wird unmittelbar nach der Punktion im
tumorimmunologischen Labor nach dem in Kapitel 3.2.2 geschilderten Verfahren

verarbeitet.

3.2.2 Aufbereitung des Knochenmarkaspirates

Die hier beschriebene Aufbereitung des Knochenmarkaspirates umfasst zwei
Arbeitsschritte: Herstellung von knochenmarktragenden Objekttragern (sog.
Zytospins) und Detektion von zytokeratin-positiven Zellen mittels Immunzytologie.
Im tumorimmunologischen Labor der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen, Klinikum Innenstadt wird die Verarbeitung des gewonnenen

Knochenmarkaspirates sowie die nachfolgende Detektion und Darstellung von
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zytokeratin-positiven Zellen gemald dem vom Pantel et al. 1994 erstellten Protokoll
durchgefiihrt >*. 2006 haben die Experten der Gesellschaften fiir Senologie aus
Deutschland, Osterreich und der Schweiz die bestehenden Nachweismethoden
von DTC evaluiert und einen Konsensus fir deren standardisierten Nachweis und

die klinische Implementierung festgelegt. ®

3.2.2.1 Herstellung von Zytospins

Das Knochenmark wird unter sterilen Bedingungen direkt aus der Kanule in ein
50ml Zentrifugenréhrchen uberfuhrt, mit steriler Hankscher Ldsung auf 50ml
aufgefullt und 10 min. bei 900 rpm (Umdrehungen pro Minute) bei r = 16
(entspricht 160g) bei 9°C in einer Hettich Zentrifuge Universal 30F zentrifugiert
(Auslauf ohne Bremse). Dadurch trennt sich die Fettphase (oberer Uberstand), in
der Fettpartikel, Plasma und Detritus enthalten sind, von der Zellsuspension
(Sediment). Den zu verwerfenden oberen Uberstand mit Fettphase pipettiert man
vorsichtig ab und die verbleibende Zellsuspension (Pellet) wird unter sterilen
Bedingungen in einem 15ml Zentrifugenréhrchen langsam mit 8ml des
Dichtegradienten Ficoll-Hypaque uberschichtet. Das Rohrchen wird sofort bei
2300 rpm bei r = 16 (bzw. 950 — 1000g) bei 9°C 20 min. lang zentrifugiert (Auslauf
ungebremst), wodurch sich die in der Suspension enthaltenen Tumorzellen,
Knochenmarkzellen und Leukozyten aus der peripheren Blutbeimengung in einem
Interphasenring anreichern. Die Interphase sowie die obere Phase werden dann
mit einer 5ml Pipette abgenommen und in ein neues 50ml Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. Dabei ist es darauf zu achten das Aufnehmen von Ficoll moglichst zu
vermeiden. Das Rohrchen wird mit Phosphatpuffer PBS (pH = 7,4) auf 50ml
aufgefullt und zum Vermischen geschiittelt. Es folgt eine Zentrifugation bei 1600
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rpm bei r = 21 (bzw. 5409) bei 9°C fir 10min (Auslauf mit Bremse). Der Uberstand
wird abgegossen und das Sediment in 2-3 ml PBS resuspendiert. Das
Gesamtvolumen wird dann mit Hilfe einer Pipette genau bestimmt.

Folglich werden 10 pl Suspension und 10 pl Trypanblau-Lésung auf einer
Mikrotitierplatte mit einer Eppendorfpipette gemischt, was die anschliel3ende
Bestimmung der Zelldichte sowie der Vitalitat der Zellen erméglicht. Es folgt die
Auszahlung von Zellen in der Neubauer-Zahlkammer. Es werden mononukleare
Zellen in 25 Gruppen-Quadraten im Thoma-Netz gezahlt (eventuelle Erythrozyten
werden nicht mitgezahlt), wobei als Sollwert 50 — 300 Zellen/Gro3-Quadrat
angenommen wird. Zur spateren Herstellung von Zytospins wird die
Gesamtzellzahl nach der folgenden Formel berechnet:

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

Nachfolgend wird gemal3 der folgenden Formel das ndétige Aspiratvolumen

ermittelt;

0° x Gesamtvolumen

Volumen(ml) = !
Gesamtzelkahl

Durch diese Berechnung wird sichergestellt, dass jedes hergestellte Zytospin die
geschatzten 10° Zellen enthalt.

Folglich wird das errechnete Volumen in ein 15ml Tube tberfiihrt und mit PBS auf
6ml aufgefillt (6ml PBS-Volumen errechnet sich: 12 Objekttrager a 500pl
Suspension). Nach Fertigstellung der Trager werden die Becher mit einer
Eppendorfpipette mit jeweils 500ul Suspension befullt und die Tréager in einer
Zytospinzentrifuge bei 500rpm bei Raumtemperatur 5 min. zentrifugiert. Der
Uberstand wird abpipettiert und die fertigen Zytospins 12 — 24 Stunden bei

Raumtemperatur zum Trocknen belassen.
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Die fertigen Zytospins werden entweder sofort weiter verarbeitet oder bei -80 °C

gelagert.

3.2.2.2 Immunzytologie mit der APAAP — Methode

3.2.2.2.1 APAAP — Methode

Die APAAP — Methode (Alkalische Phosphatase — Anti-Alkalische Phosphatase)
zahlt zu den indirekten immunzytochemischen Komplexmethoden. Mit Hilfe von
Immunhistochemie / Immunzytochemie lassen sich in Geweben oder auf
einzelnen Zellen eine Vielzahl von Antigenen spezifisch nachweisen.

Zunachst bindet ein spezifischer Primarantikbrper an das im Gewebe vorhandene
Antigen. Je nachdem, aus welchem Tier dieser Primarantikbrper gewonnen
wurde, muss folglich ein entsprechender Bruckenantikdrper eingesetzt werden, an
den der APAAP-Komplex anschliel3end angekoppelt werden kann.

Im Labor der Tumorimmunologie der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Mdunchen, Klinikum Innenstadt werden als Primarantikorper
monoklonale Antikdrper aus der Maus verwendet, an die Kaninchen-anti-
Mausantikérper (Rabbit-Anti-Mouse-Antibody) als Zwischenschritt gebunden
werden. Danach wird der APAAP-Komplex hinzugegeben. Er besteht aus Maus-
IgG-Antikorpern gegen alkalische Phospatase, welche spezifisch mit dem Enzym
alkalische Phosphatase konjugiert sind. Es handelt sich hier also um ein Enzym-
anti-Enzym-Komplex.

Durch den APAAP-Komplex ist es mdglich eine Verstarkung der Reaktion zu
erzielen, indem man die Schritte Briickenantikbrper und APAAP-Komplex bis zu

zweimal hintereinander wiederholt.
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# alkalische Phosphatase
Y monoklonale Maus-lgG-Antikdrper gegen die alkalische Phosphatase

kKaninchen-anti-Maus-Antikdrper

A primarer monoklonaler Mausantikérper

0 Antigen

Abbildung 1: Schema der APAAP-Methode mit Darstellung des Primér-, Briickenantikdrpers

und des APAAP-Komplexes
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A primarer monoklonaler Mausantikorper

© Antigen

Abbildung 2: Schematische Darstellung der amplifizierten APAAP-Methode

Die APAAP-Methode hat auch ihre Nachteile. Es kann namlich zu unspezifischen
Anfarbungen kommen, da es nicht immer gelingt, die endogene alkalische
Phosphatase in den Proben vollstandig zu unterdricken. Durch wiederholte

Farbungen werden auch unspezifische Hintergrundfarbungen provoziert.

3.2.2.2.2 Durchfuhrung der APAAP-Farbung an der Frauenklinik der Ludwig-

Maximilians-Universitat Minchen, Klinikum Innenstadt
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Die immunzytologische Farbung wird an der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat Mianchen, Klinikum Innenstadt bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer vorgenommen. Sie geschieht pro Patientin (pro Punktionsstelle) an
mindestens 4 Préparaten, wobei 2 davon mit dem Antikorper gegen das A45-
B/B3-Antigen inkubiert werden und 2 als Negativkontrolle dienen. Pro Farbeansatz
wird zusatzlich ein Mischpraparat mit CK18-positiven Karzinomzellen als
Positivkontrolle mit A45-B/B3 inkubiert.
Der murine monoklonale Antikérper A45-B/B3, Isotyp IgGl (Firma Micromet,
Martinsried) dient spezifisch dem Nachweis von Mikrometastasen im
Knochenmark, da er ein gemeinsames Epitop der Keratinkomponenten CKS,
CK18 und CK19 erkennt. Der Rabbit-Anti-Mouse-Brickenantikorper, Isotyp 1gG1,
IgG2a, 1gG2b, IgG3 (Z 0259, Firma DAKO, Danemark) wird als Zwischenschritt
eingeflugt. Das APAAP-System (Firma DAKO, Danemark), Isotyp: IgG1 (kappa) ist
das erwéhnte Enzym-Anti-Enzym-Komplex. Als Negativkontrolle wird MOPC
(Mineral Oil-Induced Plasmocytoma), ein Immunoglobulin aus der Maus
verwendet.
Die eingefrorenen Zytospins werden zunéchst 30 min aufgetaut und die
Objekttrager danach entsprechend beschriftet: A45 fur Praparate, die mit dem
A45-B/B3 inkubiert werden oder MOPC fir Negativkontrolle.
Wahrend des Auftauens der Praparate werden die Antikérper-Losungen in
bestimmten Verdinnungen hergestellt:

- A45-B/B3: (1:100)

- MOPC: (1:500)

- Z0259: (1:20)

- APAAP: (1:100)
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Die Losungen werden mit 10% AB-Serum/tris verdinnt.

Vor dem eigentlichen Farbevorgang werden zunadchst die unspezifischen
Bindungsstellen 20 min. mit je 200ul 10% AB-Serum/PBS pro Auftragsstelle
blockiert. Dieser Schritt dient zur Abséattigung von elektrostatischen Ladungen der
Proteine und damit zur Verhinderung von unspezifischen Anfarbungen. Danach
wird das Serum abgeklopft (nicht abgewaschen, da sonst der Ausgangszustand
wieder hergestellt wird und mogliche unspezifische Anfarbungen wieder
stattfinden kdénnten) und am Rand des Objekttragers abgewischt. Es ist darauf zu
achten, dass die Préaparate nicht austrocknen.

Nun werden die Antikdrperseren auf 1:10 in PBS verdinnt. Es folgt die Applikation
von entsprechenden Primarantikérpern auf Objekttrager A45 und MOPC, die 45
min. dauert. Es schlief3t sich ein dreifacher Waschvorgang zu je 3 min. mit PBS an
und darauf hin die 30-minitige Inkubation mit dem auf 1:10 in PBS verdiinnten
Z0259-Briickenantikdrper-Serum. Wieder werden die Zytospins dreifach zu je 3
min. mit PBS gewaschen und danach mit dem auf 1:10 in PBS verdinnten
APAAP-Komplex-Serum inkubiert. Nach 30 min. werden die Objekttrager dreimal

jeweils 3 min. lang mit PBS gewaschen.

Die Substrat-Chromogen-Losung, die zur Entwicklung des Immuno-Enzym-
Komplexes verwendet wird, besteht aus 3 direkt vor Gebrauch hergestellten
LOosungen.

Losung | wird aus 90mg Levamisol [L-2,3,5,6-Tetrahydro-6-phneylimidazo 2,1-b
thiazole], 62,5ml 0,2-molarer Trislosung (Firma Sigma, Deisenhofen) in 250ml
destilliertem H,O angesetzt. Zur fertigen Losung | wird Lésung Il bestehend aus

50mg NaNOs3 (Natriumnitrit, Firma Merck, Darmstadt) in 1250 pl Aqua dest. und
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500 ul 5% Neufuchsin (Firma Serva, Heidelberg) in 2-molarer HCL-Saure (Firma
Merck, Darmstadt) hinzugegeben und beide Lésungen in einem Erlenmeyerkolben
gut gemischt.

Losung IlI: 125mg Naphtol-ASBI-Phosphat (Firma Sigma, Deisenhofen) gel6st in
1500ul DMF (NN-Dimethyl-Formamide, Firma Sigma, Deisenhofen) wird zu dem
Gemisch aus Losung | und Il hinzugefiigt und die fertige Substrat-Chromogen-
Losung noch 5 min. gertihrt und anschlie3end filtriert.

Der Farbevorgang dauert 20 min. und muss unter dem Abzug erfolgen. Danach
werden die Objekttrager dreifach zu je 3 min. mit PBS gewaschen und feucht mit
dem wassrigen Eindeckmittel Aquatex (Firma Merck, Darmstadt) mit

Deckglaschen bedeckt.

3.2.2.2.3 Detektion von zytokeratin-positiven Zellen

Die Detektion der nach dem geschilderten Protokoll angefarbten zytokeratin-
positiven Zellen erfolgt durch ein systematisches, manuelles Screening unter
einem Lichtmikroskop.
Um eine mikroskopisch gefundene Zelle als zytokeratin-positiv (und damit isolierte
Tumorzelle) klassifizieren zu kdnnen, missen alle der folgenden Kriterien erfullt
sein:

- Vitalitdt der Zellen kann nachgewiesen werden (intakte Zellmembran,

Zellkern abgrenzbar)
- Mindestens 75% der Zellmembran farbt sich an
- Zellen sind gleichmaldig angefarbt (intrazellulare Granula dirfen vorhanden

sein)
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- im Phasenkontrast kann die Bestatigung der Farbung erfolgen und der
Zellkern ist gut erkennbar
- Positivfarbung liegt in gleicher Ebene wie die umgebenden Zellen
Weitere pathomorphologische Kriterien  wie etwa das  Zellkern/

Zytoplasmaverhaltnis werden hier jedoch nicht angewandt.

e

Abbildung 3: Positivfarbung einer isolierten Tumorzelle im Knochenmarkaspirat

Die o0.g. Kriterien gelten sowohl fir einzelne isolierte Tumorzellen, als auch fir
mind. zwei, meistens jedoch mehrere zusammenhdngende zytokeratin-positive
Zellen (sog. Zellcluster).

Folglich werden alle Praparate, in denen ein positives Farbeereignis festgestellt
wurde, von zwei unabhangigen Gutachtern, die keine Kenntnis uber die
Tumorentitst und das Tumorstadium besitzen, analysiert. Nur bei
Ubereinstimmung der Meinungen der beiden Gutachter wird das positive
Farbeereignis als isolierte Tumorzelle klassifiziert.

Positive Farbeereignisse, die die oben genannten Kriterien jedoch nicht erfillen,
werden als Artefakte eingestuft. Fur Artefakte, im Gegensatz zu Tumorzellen,
sprechen vor allem folgende Kriterien:

- es gibt starke GrofRenschwankungen im Farbeereignis
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- die Oberflache des Farbeereignisses ist unregelmallig oder bizarr

- Positivfarbung liegt nicht in der gleichen Ebene wie die umgebenden Zellen

3.2.3 Bestimmung des HER-2/neu Status der Tumorzellen

Die Bestimmung des HER-2/neu (Human epidermal growth factor receptor-2)
Status des Primartumors ist eine Standardmalinahme bei Patientinnen mit
diagnostiziertem Mammakarzinom. Diese Bestimmung ist ein anerkannter
Prognosefaktor und ausschlaggebend fur die adjuvante Therapie.

Fur diese Arbeit erfolgte die Bestimmung des HER-2/neu Status der isolierten

Tumorzellen mittels CISH-Methode (Chromogenic in-situ hybridization).

3.2.3.1 CISH (Chromogenic in-situ hybridization)

Die CISH-Methode ist ein relativ neues Verfahren, mit dem man
Genamplifikationen, chromosomale  Translokationen und numerische
Chromosomenaberrationen analysieren kann. Dies geschieht mit Hilfe einer
konventionellen Peroxidasereaktion. Die gefarbten DNA-Abschnitte kdnnen dann
in der Standardlichtmikroskopie dargestellt werden. CISH setzt voraus, dass
speziell markierte Nukleinsaurenabschnitte mit den in den Proben vorhandenen
spezifischen Nukleinsdauresequenzen hybridisieren (sich an sie in situ binden). Die
so entstandenen Hybride koénnen dann sichtbar gemacht werden ohne die
Gewebsmorphologie dabei zu zerstoren. Dadurch kénnen gleichzeitig sowohl die
genetischen Aberrationen (Anzahl der Signale = Genkopien pro Zellkern) als auch
die Histologie der Probe beurteilt werden.

Die Resultate einer CISH-Farbung kénnen mit einem Standardlichtmikroskop
bereits bei 40-facher Vergrof3erung betrachtet werden. Die gefarbten Objekttrager

konnen eine lange Zeit aufbewahrt werden, da das Farbesignal dauerhatft ist.
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Tumorzellen mit HER-2/neu-Genamplifikation enthalten typischerweise grof3e
Peroxidase-positive intranukleare Konglomerate (clusters) von Genkopien, eine
Vielzahl von einzelnen kleinen Peroxidase-positiven Signalen oder eine Mischung
aus Genkopien-clusters und einzelnen Genkopien. Tumoren mit einer schwachen
HER-2/neu-Uberexprimierung zeigen haufig >5 bis 10 Signale pro Kern. In
Tumoren mit normalem HER-2/neu Status (2 Genkopien pro Zellkern) finden sich
typischerweise 2 Signale pro Zellkern. Gelegentlich kann man in manchen
Tumorzellen lediglich ein Signal feststellen, woflr die Schnittlegung verantwortlich
gemacht wird. Tumoren mit Polysomie von Chromosom 17 zeigen 3 bis 5 Signale
pro Zellkern.

CISH ist eine hoch spezifische, sensitive und einfach anwendbare Methode fir die
Detektion von HER-2neu-Genamplifikationen. Zusammen mit  der
Immunhistochemie dient sie der Evaluation des Tumorgewebes und der

disseminierten Tumorzellen bei Patientinnen mit Mammakarzinom.
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Abbildung 4: CISH — eine Tumorzelle mit einer Uberexprimierung des HER-2/neu-Gens
(mehrere Signale im Zellkern) umgeben von Zellen mit jeweils 2 HER-2/neu-Genkopien (2

Signale im Zellkern)

3.2.3.2 Durchfihrung von CISH an der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen, Klinikum Innenstadt
Im Labor der Tumorimmunologie der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Munchen, Klinikum Innenstadt wird der Zymed SPoT-Light® HER-2
CISH™ Kit (84-0146) der Firma Zymed® Laboratories, USA als standardisierte
Reagenzienreihe zur Durchfihrung von CISH verwendet. Dieser Reagenziensatz
bestent aus allen fur eine CISH-Farbung bendtigten Lésungen und
Puffersystemen:
Reagenz A: 1 L L6ésung zur Warmevorbehandlung, pH 7.0 (Ready-to-Use)
Reagenz B: 5 mL Reagenz zur enzymatischen Vorbehandlung (Ready-to-Use)
Reagenz C: 0,4 mL Digoxigenin-markierte SPoT-Light ® HER-2 Probe (Ready-To-
Use)
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Reagenz D: 500 mL SSC (Saline Sodium Citrat) Puffer (Ready-To-Use)
Reagenz E1: 1 Packung PBS Pulver (fir 1L PBS)

Reagenz E2: 1 mL 50% Tween 20-L6sung

Reagenz F: 3 mL CAS-Block™ (Ready-To-Use)

Reagenz G: 3 mL Maus anti-Digoxigenin Antikérper (Ready-To-Use)
Reagenz H: 3 mL Anti-Maus HRP Polymerkonjugat (Ready-To-Use)
Reagenz 11: 1 mL konzentrierter DAB Substratpuffer (20x)

Reagenz 12: 1 mL konzentrierte DAB- Losung (20x)

Reagenz 13: 1 mL 0,6% Wasserstoffperoxid (20x)

Reagenz J: 100 mL Mayer’s Hematoxylin (Ready-To-Use)

Reagenz K: 4 mL Histomount™ befestigende Lésung (Ready-To-Use)

Reagenz L: 2 Kontroll-Objekttrager, Formalin-fixiert, in Paraffin eingebettet, jeder

mit sowohl nicht amplifizierten und amplifizierten HER-2 Zelllinien

Auch geliefert: 4-farbige HER-2 CISH™ Befundungsanleitung

Die Reagenzien A, D, E2 und J werden bei Raumtemperatur, Reagenz C bei -

20°C, und die Reagenzien B, E1, F-I, K und L bei 2-8°C gelagert.

Es werden aufller den oben aufgefihrten Reagenzien, die im Rahmen des

Zymed's SPoT-Light® HER-2 CISH™ Kit geliefert werden, auch folgende

Lésungen und Ausrustung erforderlich oder wahlweise benétigt:

- SuperFrost Plus Objekttrager

- (optional) positive Gewebekontrolle: FFPE Gewebsabschnitt mit HER-2-

Amplifikation

- (optional) negative Gewebekontrolle: FFPE Gewebeabschnitt ohne HER-2-

Amplifikation

- Entionisiertes oder destilliertes Wasser (dH,0)
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- Xylen

- 70%, 85%, 95% und 100% Ethanol (EtOH)

- Deckglaser, Gummibindesubstanz, 18G '2” Nadel und 5SmL Spritze
- 30% Wasserstoffperoxid (H20,)

- 100% Methanol

Gerate, die bendtigt werden:
- Stoppuhr
- Pipette (p20, p1000)
- Pipettenspitzen
- Stander fur Objekttrager
- HeilRe Platte, Alufolie und 1L Becher
- Objekttragerwarmer
- 37°C - Inkubator
- Warmeblock mit einem digitalen Temperaturdisplay und
Feuchtigkeitskammer
- Wasserbad (imstande den Temperaturbereich 75-80°C aufrechtzuerhalten)
- Hellendahl-Kuvetten

- Lichtfeldmikroskop

Reagenzienaufbereitung:
- SSC (Saline Sodium Citrate)
- PBS (Phosphate Buffered Saline): 1 Packung PBS-Pulver (Reagenz E1)

werden in 1L dH,O aufgeldst und gut durchmischt
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- PBS/Tween 20 (0,01%) Puffer: 10 Tropfen 50% Tween 20 (Reagenz E2)
werden in 1L PBS aufgelést und durchmischt

- Chromogensubstrat-Losung (DAB): diese Losung wird erst unmittelbar vor
Verwendung zubereitet. Jeweils 1 Tropfen von Reagenzien 11, 12 und I3
wird in 1 mL dH,O aufgel6st und gut durchmischt

- Alkoholreihe: es werden 70%, 96% und 100%-Ethanolldsungen hergestellt

- 3% H20; in Absolutmethanol: 30%-H,O, wird mit Methanol im Verhaltnis

1:9 gemischt

Die eingedeckten Praparate mit Nachweis von zytokeratin-positiven Zellen werden
fur 10 Min. bei 65°C in 2x SSC (Saline Sodium Citrate) inkubiert und das Deckglas
wird anschlielRend abgeldst. Als nachstes werden die Proben fir 5 Min. bei 37°C
zur Permeabilisierung in Pepsin in 0,2 M HCI eingetaucht und anschlieRend 2 mal
fur je 4 Minuten mit PBS gewaschen. Die Objekttrager werden danach fur 2
Minuten mit 4% Paraformaldehyd (pH 7,2) fixiert und danach wieder 2 mal fir je 4
Min. mit PBS gewaschen. Folgend werden die Proben in aufsteigender
Alkoholreihe: 70%, 96%, 100% dehydriert und hiernach getrocknet.

Die trockenen Praparate werden fur 90 Sekunden bei 68°C in 70% Formamid/2%
SSC + 10 Tropfen 0,2 M HCI denaturiert und anschlie3end wieder in aufsteigender
Alkholreihe: 70%, 96%, 100% dehydriert und danach getrocknet.

In ein Eppendorf-Réhrchen werden je 10 pl Spot-Light HER-2 DNA-Sonde pro
Objekttrager pipettiert und bei 95°C fir 5 Min. denaturiert. Die so vorbereitete
Sonde wird dann auf jedem Prédparat verteilt, die Probe vorsichtig mit einem
Deckglas abgedeckt und die Rander mit einem Abdichtungsmittel (Fixogum)

verschlossen.
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Die auf diese Art aufbereiteten Objekttrager werden in einen Hybridofen eingelegt
und 20 Stunden bei gleichbleibender Temperatur von 37°C inkubiert, um eine
Hybridisierung der Sonde mit dem Zell-DNA zu ermdglichen.

Am nachsten Tag wird das Fixogum vorsichtig entfernt und es folgen die Post-
Hybridisierungs-Waschschritte: zunachst werden die Proben fir 5 Min. bei 72°C in
0,5 x SSC eingetaucht und danach die Deckglaser vorsichtig abgeltst. Es folgt
das 3-fache Waschen fir je 2 Min. bei Raumtemperatur mit Tween-PBS und
anschlieBend werden die Proben 3 mal mit Aqua dest. fur je 2 Min. bei
Raumtemperatur gewaschen.

Als néachstes findet die Immundetektion mit Hilfe von den Reagenzien aus dem
Zymed CISH-Kit statt. Auf die Proben werden 2-3 Tropfen von Reagenz F (CAS-
Block) gegeben und 10 Min. inkubiert. Das Reagenz wird nach dieser Zeit
vorsichtig abgeklopft. Danach werden auf jedes Praparat 2-3 Tropfen Reagenz G
(Anti-Dig-Antikorper von Maus) gegeben und fur 30 Min. bei Raumtemperatur
belassen. Die Objekttrager werden anschlieBend 3 mal fur jeweils 2 Min. mit PBS-
Tween 20 gewaschen.

Folgend gibt man 2-3 Tropfen Reagenz H (Polymerisierte HRP-Anti-Maus-
Antikdrper) und lasst fur 30 Min. bei Raumtemperatur einwirken. Das Reagenz
wird 3 mal fir je 2 Min. mit PBS-Tween 20 ausgewaschen.

Dann wird 1ml Aqua dest. mit je 1 Tropfen von Reagenz 11-12-I3 zum DAB
(Substat-Chromogen-L6sung)-Ansatz vermischt und es werden davon auf jeden
Objekttrager 2-3 Tropfen gegeben. Die Inkubationszeit betragt 30 Min. bei
Raumtemperatur.

Die Proben werden anschlieend 2 Min. mit laufendem Leitungswasser

gewaschen und danach fir 6 Sekunden mit Reagenz J (H&matoxylin)
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gegengefarbt. Die Objekttrager werden dann wieder fir 2 Min. unter laufendes
Leitungswasser gehalten. Die gewaschenen Préparate werden feucht mit einem
wassrigen Eindeckmittel (Aquatex) mit Deckglaschen bedeckt.

Die eingedeckten Préaparate werden folglich von zwei unabhéngigen Gutachtern
unter einem Lichtmikroskop untersucht. Die nach der APAAP-Farbung als
Tumorzellen klassifizierten Farbeereignisse werden nun erneut begutachtet und
ihr HER-2/neu Status dabei erhoben. Als HER-2/neu-positiv gelten dabei Zellen,

die mindestens 4 intranukleare Farbeereignisse aufweisen.

3.3 Klinische Auswertung

3.3.1 Tumorhistologie

Die pathomorphologische Klassifikation der Tumoren erfolgte nach der WHO-
Definition und in Anlehnung an die von Béassler vorgeschlagene Einteilung >°, °°:
|. Duktale Karzinome
A. Duktales invasives (nicht differenziertes) Karzinom
1. solides, szirrdses und medullares Karzinom
2. adenomatoéses (adenoides) Karzinom
B. Intraduktales Karzinom
1. Nicht-invasives Karzinom
2. Komedokarzinom
3. Solides und kribriformes Karzinom

4. Papillares und intrazystisches Karzinom

5. Morbus Paget
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C. Invasives Karzinom mit spezieller Differenzierung
1. Muzindses (gelatindses) Karzinom

2. Medullares Karzinom mit lymphoidem Stroma

w

. Adenoid-zystisches Karzinom

D

. Tubulares Karzinom

o1

. Apokrines Karzinom

(o2}

. Plattenepithelkarzinom
7. Karzinosarkom
[I. Lobulére Karzinome
A. Carcinoma lobulare in situ
B. Infiltrierendes lobuléares Karzinom

I1l. Sarkome

3.3.2 Tumorgro6iRe

Die anatomische TumorgréRe wurde anhand des makroskopischen

Befundberichtes und der histopathologischen Schnitte bestimmit.

3.3.3 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung (das sog. Staging) der Tumoren erfolgte nach dem von der
“Union Internationale Contre le Cancer (UICC) vorgeschlagenen TNM-System.
Dieses beinhaltet vier Klassifikationen: eine klinische und eine pathologische
Klassifikation des Primartumors, eine Klassifikation der Rezidivs und eine
Klassifikation der Autopsiepraparate.®’

Die klinische Klassifikation (CTNM) wird fur lokale/regionare Therapievorschlage

verwendet. Sie basiert auf Befunden, die vor der Initialtherapie gesammelt
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wurden: bei der korperlichen Untersuchung, bei der diagnostischen Bildgebung
(z.B. Mammographie oder Ultraschall), sowie auf dem pathologischen Befund
eines Biopsiepraparates der Mamma oder anderen Gewebes, auf dessen Basis
die Diagnose ,Mammakarzinom* gestellt wurde.

Die pathologische Klassifikation (pTNM) wird als prognostischer Faktor fir
adjuvante Therapievorschlage herangezogen. Sie basiert auf den Erkenntnissen
vom Klinischen Staging sowie dem Operationsergebnis und einer detailierten
pathologischen Befundung des Primartumors, der Lymphknoten und eventuellen
Fernmetastasen.

Die Klassifikation der Rezidive (rTNM) wird im Falle eines erneuten Auftretens
vom Tumor, wenn weitere Therapie nach einem krankheitsfreien Intervall nétig ist,
verwendet.

Zusatzliche Bezeichnungen werden bei Besonderheiten von der cTNM oder pTNM
Klassifikationen, z.B. "m" Prefix bei multiplen Tumoren und "y" Prefix bei bereits
begonnener oder nach einer erfolgten Therapie (z.B. nach einer neoadjuvanten
Chemotherapie, oder Radiationstherapie).

Das TNM-System erfasst die Tumorausbreitung anhand von der klinischen (c) und
pathologischen (p) GroRRe des Tumors (T), dem Lymphknotenbefall (N) und einer
eventuellen Fernmetastasierung (M).

Die 6. Auflage von ,AJCC Cancer Staging Manual schlug im Januar 2003 eine
neu Uberarbeitete TNM-Klassifikation vor, was den Fortschritt in der Diagnostik,
v.a. den zunehmenden Einsatz von molekularen und immunohistochemischen
Methoden sowie die Veranderungen im klinischen Standard gemall den
Ergebnissen der grof3en Studien der letzten Jahre widerspiegelt.

Pathologische TNM-Klassifikation (pTNM) nach °':
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pT Primartumor
pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO kein Anhalt fir Primartumor

pTis Carcinoma in situ

pTis (DCIS) duktales Carcinoma in situ
pTis (LCIS) lobulares Carcinoma in situ
pTis (Paget) Paget-Erkrankung der Brustwarze ohne nachweisbaren Tumor
pT1l Tumor < 2 cm in gréfldter Ausdehnung

pT1lmic Mikroinvasion < 0,1cm in grofdter Ausdehnung
pTla Tumor >0,1<0,5cm
pTlb Tumor >0,5<1cm

pTlc Tumor >1 <2cm

pT2 Tumor > 2 cm < 5 cm in gréfliter Ausdehnung
pT3 Tumor > 5 cm in gro3ter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder GroRe mit Infiltration von Brustwand oder Haut

Anmerkung: Die Brustwand schliel3t die Rippen, die interkostalen Muskeln und

den vorderen Serratusmuskel mit ein, nicht aber die Pektoralis-Muskulatur

pT4a  mit Ausdehnung auf Brustwand

pT4b  mit Odem (einschlieBlich Peau d’Orange), Ulzeration der Brusthaut oder
Satellitenmetastasen der Haut der gleichen Brust

pT4c  Kriterien 4a und 4b gemeinsam

pT4d inflammatorisches Karzinom

pN Regionare Lymphknoten

PNX regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
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pNO
pN1mi

pN1

pNla

pN1b

pNlc

pN2

pN2a

pN2b

pN3

keine regiondren Lymphknotenmetastasen

nur Mikrometastasen (> 0,2 mm aber keine > 0,2 cm)

Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten und/oder
ipsilaterale Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mikroskopischen Metastasen, die bei der Sentinellymphknoten-
Dissektion entdeckt wurden, aber nicht klinisch erkennbar waren.
Metastasen in 1 — 3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten, zumindest eine
>0,2cm in max. Ausdehnung

Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mikroskopischen
Metastasen, die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt
wurden, aber nicht klinisch erkennbar waren.

Metastasen in 1 — 3 ipsilateralen axillaren Lymphknoten und ipsilaterale
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mikroskopischen
Metastasen, die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt
wurden, aber nicht klinisch erkennbar waren.

Metastasen in 4 — 9 ipsilateralen axillaren Lymphknoten oder in klinisch
manifesten ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna
ohne axillare Lymphknotenmetastasen.

Metastasen in 4 — 9 ipsilateralen axillaren Lymphknoten, zumindest eine
>0,2cm in max. Ausdehnung

Metastasen in klinisch manifesten ipsilateralen Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna ohne axillare Lymphknotenmetastasen

Metastasen in mindestens 10 ipsilateralen axillaren Lymphknoten; oder in
ipsilateralen infraklavikularen Lymphknoten; oder in klinisch manifesten

Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mindestens einer
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pN3a

pN3b

pN3c

pM
pMX
pMO

pM1

axillaren  Lymphknotenmetastase; oder mehr als 3 axillare
Lymphknotenmetastasen mit klinisch nicht manifesten, mikroskopisch
nachweisbaren Metastasen in Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna; oder Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten
Metastasen in mindestens 10 ipsilateralen axillaren Lymphknoten
(zumindest eine >0,2cm in max. Ausdehnung) oder in ipsilateralen
infraklavikularen Lymphknoten

Metastasen in Kklinisch manifesten Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna bei Vorliegen von mindestens einer axillaren
Lymphknotenmetastase; oder Metastasen in mehr als 3 axillaren
Lymphknoten und in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna,
nachgewiesen durch Sentinellymphknoten-Dissektion, aber nicht klinisch
manifest.

Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten

Fernmetastasierung
Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
keine Fernmetastasen nachweisbar

Fernmetastasen

Es kdnnen nur histologisch nachgewiesene Karzinome klassifiziert werden. Treten

multiple Tumoren in einer Brust auf, wird der Tumor mit der hchsten T-Kategorie

klassifiziert. Simultan bilateral auftretende Mammakarzinome werden getrennt

klassifiziert. Dies gilt auch fur das gleichzeitige Auftreten multipler Tumoren in

anderen Organen (aul3erhalb der Brust).
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3.34 Grading

Ein weiterer prognostischer Faktor ist das sog. Grading, das die zellulare
Differenzierung des invasiven Mammakarzinoms angibt und der Abschatzung des
pathomorphologischen Malignitatsgrades dient:

Gx  Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

Gl gut differenziertes Karzinom

G2 maRig differenziertes Karzinom

G3  schlecht differenziertes Karzinom

G4 undifferenziertes Karzinom

3.3.5 Hormonrezeptorstatus

Nachweis von Steroidhormonrezeptoren, wobei zwischen Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren unterschieden wurde, wurde auf dem Tumorgewebe mit

biochemischen und histochemischen Methoden durchgefihrt.

3.3.6 HER-2/neu-Status auf dem Primartumor

Eine Bestimmung des HER-2/neu-Status ist Routinestandard bei jedem
neudiagnostizierten Mammakarzinom. Er wird immunhistochemisch (IHC) sowie
mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) an in Paraffin eingebetteten
Tumorblocken bestimmt. An der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
Miunchen, Klinikum Innenstadt steht ein kommerzieller Test fur die
immunhistochemische Bestimmung des HER-2/neu-Status zur Verfligung, der
HercepTest® (DAKO). Der ,DAKO-Score® mit dem entsprechenden

Reaktionsmuster sowie dazugehorigen Bewertung des Ergebnisses sind wie folgt:
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0 : keine Farbereaktion oder 10% der invasiven Tumorzellen mit Markierung der
Zellmembran — negativ;

1+ : >10% der invasiven Tumorzellen mit schwacher inkompletter Markierung der
Zellmembran — negativ;

2+ : >10% der invasiven Tumorzellen mit zirkularer Markierung der Zellmembran;
Farbeintensitat gering bis mittelgradig — schwach positiv, geringe HER-2-
Uberexpression;

3+ : >10% der invasiven Tumorzellen mit zirkularer Markierung der Zellmembran;

Farbeintensitat stark — stark positiv, starke HER-2-Uberexpression.

Abbildung 5: Knochenmark-Immunhistochemie zur Bestimmung des HER-2/neu-Status des

Priméartumors (hier stark positiv, 3+)

Bei einem schwach positiven immunhistochemischen Test, ensprechend DAKO-
Score ,2+“ besteht immer die Indikation zur FISH. Alle als ,2+“ eingestuften
Tumorblécke wurden folgend mittels FISH untersucht, um ein eindeutig positives
bzw. negatives Ergebnis bzgl. des HER-2/neu-Status zu erzielen. In der FISH-

Analyse mit dem HER-2-Sondenkit gelten als positiv (Genamplifikation) mehr als
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6 Gensignale pro Tumorzellkern (Inform ® HER-2) oder Quotient

Gensignale/Chromosomensignale =2 (PathVysion® HER-2).

Abbildung 6: FISH-Test zur Bestimmung des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor (hier

mehr als 6 Signale pro Zellkern, positiv).

3.3.7 Nachbeobachtung

Wahrend der ersten drei Jahre nach Primardiagnose oder Rezidivdiagnose
erfolgten die Nachsorgetermine in einem 3-monatigen Intervall, wahrend der
nachsten zwei Jahre im 6-monatigen Intervall und anschlieBend jahrlich. Jede
Nachsorgeuntersuchung bestand aus Nachsorgeanamnese, korperlicher

Untersuchung und apparativer Diagnostik.

Gemals den ,Empfehlungen zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge -
Mammakarzinome® des Tumorzentrums Minchen wurde im Rahmen der

Nachsorge folgende Anamnese erhoben:

41



- Getastete Veranderungen oder Knoten im Bereich des Operationsgebietes,
der Restbrust, der Achseln oder der kontralateralen Brust

- Beschwerden des Skelettsystems

- Veranderung des Bauchumfangs

- Veranderungen des Gewichts

- Neu aufgetretene Atemprobleme

- Mudigkeit, Leistungsschwéache
Die korperliche Untersuchung umfasste die Gewichtskontrolle, eine komplette
Brustuntersuchung, eine jahrliche gynékologische Untersuchung, Perkussion und
Auskultation der Lunge, die Priafung der Klopfschmerzhaftigkeit des
Rumpfskeletts, die neurologische Orientierungsuntersuchung und die Beurteilung
des Leistungsvermogens.
Zur routinemalligen apparativen Diagnostik zahlte die regelmalige
Mammographie der Restbrust und/oder der kontralateralen Brust. Ausschlie3lich
bei klinischem oder laborchemischem Rezidivverdacht wurde weiterfiihrende
bildgebende Diagnostik wie Skelettszintigraphie, Lebersonographie oder
Rontgenthorax durchgefihrt.
Als Lokalrezidiv wurde jedes Wiederauftreten des Malignoms im Operationsgebiet
der Mastektomie zwischen Mitte des Sternums und vorderer Axillarlinie sowie
unterhalb der Fossa infraclavicularis und der 7. Rippe definiert. Weiterhin wurden
Wiedererkrankungen an der Pektoralismuskulatur sowie an den Faszien von M.
serratus lateralis und M. obliquus externus den Lokalrezidiven zugerechnet. Als
regionales Rezidiv wurde das Wiederauftreten des Malignoms in der Haut
und/oder in den Lymphknoten der Axilla oder der metastatische Befall allein der

Lymphknoten in Infraclavivulargrube verstanden. Alle Tumorabsiedelungen
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aulRerhalb dieser definierten Grenzen wurden als generalisiertes Rezidiv oder
Fernmetastase bezeichnet.

Die Nachbeobachtungszeit der Patientinnen endete mit jenem Zeitpunkt, an dem
die Patientin nicht mehr in der onkologischen Sprechstunde erschien oder

verstarb.

3.3.8 Rezidiv

Unter einem Lokalrezidiv versteht man den erneuten Befall der Brust nach einer
brusterhaltenden Therapie, sowie den Befall von Brustwand oder Narbe nach

ablativer Therapie.

Als regiondres Rezidiv wird der nach Primarbehandlung erneute Befall von
ipsilateralen Lymphknoten (axillar, supra- oder infraklavikular oder entlang der

Arteria mammaria) bezeichnet.

Als generalisiertes Rezidiv (auch Fernmetastasen) bezeichnet man den nach
erfolgter Primartherapie auftretenden Tumor, der sich aufRerhalb der oben
genannten Grenzen befindet. Zu den haufigen Lokalisationen gehdren

Skelettsystem, Lunge, Pleura, Leber und Gehirn.

3.4 Statistische Auswertung

3.4.1 Datenerfassung

Die Daten fur die vorliegende Arbeit wurden in der Knochenmarksdatenbank der
Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Midnchen, Klinikum Innenstadt
gespeichert. Fur jede an der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
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Minchen, Klinikum Innenstadt sowie Klinikkum Bayreuth primar an
Mammakarzinom operierte Frau wurde ein Profil erstellt, in dem samtliche
Aufzeichnungen ambulanter praoperativer Untersuchungen, Krankengeschichten
des stationaren Aufenthalts (u.a. mit Operationsberichten, Histologiebefunden und
Ergebnissen der Nachsorge) sowie auch Berichte der ambulanten und stationaren
Nachbehandlung ausgewertet wurden. Die Patientinnen wurden tberwiegend in
der onkologischen Ambulanz der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitét
Minchen, Klinikum Innenstadt sowie Klinikum Bayreuth nachbeobachtet. Im Falle
einer externen onkologischen Nachsorge wurden in regelmaRigen Abstanden die
niedergelassenen Kollegen kontaktiert, um den Gesundheitszustand der

Patientinnen zu erheben. ('s. Screenshot der Datenbank im Anhang)

Der eigene Beitrag zur Fortfihrung der longitudinalen Studie bestand darin, die
komplette Dokumentation von bereits behandelten sowie neuen Patientinnen
bereitzustellen und in der Datenbank zu erfassen, die Knochenmarksdatenbank
entsprechend der sich im Lauf der Zeit &ndernden Bedurfnissen in regelmaligen
Abstdnden anzupassen bzw. zu erweitern. Waren Unterlagen unvollstandig, so
wurden die behandelnden Frauen- bzw. Hausérzte und andere Krankenanstalten
angeschrieben und mittels eines Fragebogens um eine Verlaufsheschreibung der
Krankheit gebeten.

Beziiglich der im Klinikum Bayreuth behandelten Patientinnen wurden die Daten

durch das dortige Sekretariat erfasst und uns zur Verfigung gestellt.

3.4.2 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware ‘Statistical Package

for the Social Sciences 15.0 for Windows’ (SPSS Inc., Chicago, USA). Die
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Tumorstadien wurden gemaf der TNM-Einteilung der Union International Contre
le Cancer (UICC) eingeteilt. Die Berechnung der Uberlebenskurven geschah nach
der Kaplan-Meier-Methode, deren Vergleich nach dem Log-Rank-Test. Die
multivariate Analyse erfolgte nach dem Cox-Regressions Modell. Die
Signifikanzprufung zwischen kategorialen Variablen wurde mit dem Chi-Quadrat-
Test nach Pearson durchgefiihrt, der Vergleich von Mittelwerten kontinuierlicher
GroRen mit dem zweiseitigen T-Test. Korrelationskoeffizienten wurden 2-seitig
nach Pearson berechnet. Ein signifikanter Unterschied wurde bei einem p-Wert

<0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ubersichtsdaten des Gesamtkollektivs

4.1.1 Altersverteilung

Das Alter bei Erstdiagnose wurde mit dem Zeitpunkt der Operation gleichgesetzt.

Daraus ergab sich folgende Verteilung:

20% -
17,9%
16%
14,7%
0 i 3
15% 12,8%
11,5%
10%-
7,1% 7,1%
4.5% 4,5%
5%+
1,9%
0%
R T TR T S N
('{)9 ?7 % 6% '{\9 % (?9 b ©

[ Altersgruppen

Mittelwert: 56,73
Standardabweichung: 11,187
Abbildung 7: Altersverteilung der Patientinnen (nach Altersgruppen, in Jahren)

Die jungste Patientin, bei der disseminierte Tumorzellen nachgewiesen wurden,

erkrankte im Alter von 33 Jahren, die alteste im Alter von 80 Jahren. Das

Durchschnittsalter lag bei 56,73 Jahren. Zwischen dem 55 und 64 Lebensjahr

traten die meisten Mammakarzinomerkrankungen auf (33,9%), bei denen
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disseminierte Tumorzellen im Knochenmark gefunden wurden (bezogen auf ein
Lebensjahrzehnt), gefolgt von dem Intervall 45-54 Jahre mit 24,3%. 19,2% fand
man im Alter von 65-74 Jahren, wohingegen nur noch 6,4% unter den
Patientinnen tber 75 Jahre. Die 35-44 — Jahrigen machten 14,2% aus und im Alter

unter 35 Jahren befanden sich lediglich 1,9%.

4.1.2 Menopausenstatus

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose befanden sich 41 Patientinnen (26,3%) in der
Pramenopause. Die grof3te Fraktion wurde mit 71,8% durch Patientinnen in der
Postmenopause, namlich 112 gebildet. 3 Frauen befanden sich in der

Perimenopause.

Menopausenstatus

1,9%

26,3%

Pramenopause
B Postmenopause
M Perimenopause

71,8%

Abbildung 8: Menopausenstatus bei Diagnosestellung (n=156)

4.1.3 Tumorstadium

In unserem Kollektiv zeigte sich folgende Verteilung der histologisch bestimmten
TumorgréiRe (pT):
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Tumorstadium Anzahl der Frauen | Prozent
pT1 92 59%

pTla 9 5,8%

pT1lb 22 14,1%

pTlc 61 39,1%
pT2 45 28,8%
pT3 10 6,4%
pT4 6 3,8%
pTx 3 1,9%
Gesamt 156

Tabelle 1: Pathologisches Tumorstadium (pT)

Den bei Weitem gré3ten Anteil (59%) machten Tumoren der Grof3e bis 2cm (pT1)
aus, darunter dominierte wiederum das Stadium pTlc mit 39,1%.
Durchmesser zwischen 2 und 5cm (pT2) wiesen 28,8% der Falle auf. Als niedrig
(6,4%) erwies sich die Anzahl von Tumoren grof3er 5cm (pT3), &hnlich wenige

(3,8%) erreichten das Stadium pT4. Bei 1,9% konnte die Tumorgréf3e nicht

ermittelt werden (pTx).

4.1.4 Tumorlokalisation

Bei 101 Frauen (58,3%) standen die Daten zur Tumorlokalisation zur Verfiigung.

Bei 45 (44,6%) dieser Patientinnen befand sich der maligne Knoten in der linken
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Brust, bei 44 Frauen (43,6%) hatte er sich rechts entwickelt. 2 Patientinnen (2%)
innerhalb dieser beiden Gruppen waren beidseitig an Brustkrebs erkrankt.

Die genaue Lokalisation des Tumors, angegeben bei 74 Patientinnen, laft sich
der Tabelle entnehmen. Es wurde die gangige Einteilung in Quadranten
angewandt. Am haufigsten (62,2%) befand sich die Neoplasie im oberen auf3eren

Quadranten.

Quadrant Haufigkeit Prozent
aul3en oben 46 62,2%
auflen unten 10 13,5%
innen oben 8 10,8%
innen unten 8 10,8%
multipel 2 2, 7%
Gesamt 74

Tabelle 2: Tumorlokalisation nach Quadranten (n=74)

4.1.5 Tumorhistologie

Histologie Haufigkeit | Prozent
Paget-Karzinom 1 0,6%
duktal-invasiv 105 67,3%
duktal-invasiv mit intraduktalem Anteil 22 14,1%
duktal-invasiv mit intralobularen Anteil 1 0,6%
gemischt duktal-lobulér 3 1,9%
lobular-invasiv 15 9,6%
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lobular-invasiv mit intraduktalem Anteil 2 1,3%
medullar 2 1,3%
muzin®s 1 0,6%
nicht klassifizierbares Karzinom 4 2,5%
Gesamt 156

Tabelle 3: Tumorhistologie (n=156)

4.1.6 Grading

Die Karzinome wurden entsprechend der von Bloom und Richardson entwickelten

Methode wie folgt zugeordnet *2:

Grading

3,8% 9,6%

Gl
mG2
mG3

Gx

41,7%

Abbildung 9: Grading (n=156)

44,9% aller epithelialen Neoplasien entsprachen dem mittleren Malignitatsgrad
(G2), d.h. sie waren maRig differenziert. Gut differenzierte Tumore (G1) gab es in
9,6% der Falle, bei 41,7% der Patientinnen fanden sich Geschwilste mit
schlechter Differenzierung, also einem hohen Malignitatsgrad (G3). In 6 Fallen

(3,8%) konnte das Grading nicht ermittelt werden.
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4.1.7 Hormonrezeptorstatus

Wie aus der Tabelle erkennbar, konnte man bei 75,1% der Tumorproben

Ostrogenrezeptoren nachweisen. Positive Progesteronrezeptoren fanden sich bei

63,8%.

Hormonrezeptoren Anzahl Prozent

Ostrogenrezeptor positiv 114 75,5%
negativ 37 24,5%

Progesteronrezeptor | positiv 96 63,6%
negativ 55 36,4%

Tabelle 4: Hormonrezeptorstatus auf dem Primartumor (n=151)

4.1.8 HER-2/neu-Status

Auf dem Primartumor wurde mittels Immunhistochemie getestet, ob das Gen
HER-2/neu amplifiziert und Uberexprimiert ist. Daraus ergaben sich folgende

Ergebnisse bzgl. des HER-2/neu-Status:

HER-2/neu Haufigkeit Prozent
0 62 39,7%
1+ 30 19,2%
2+ 28 17,9%
3+ 34 21,8%
nicht bekannt 2 1,3%
Gesamt 156

Tabelle 5: HER-2/neu-Status auf dem Primartumor (n=156)

,0“ = In 62 Fallen (39,7%) ergab die Immunhistochemie keine Farbereaktion oder
10% der invasiven Tumorzellen mit Markierung der Zellmembran und somit ein

negatives Ergebnis.
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,1+“ = Auf 30 (19,2%) der Tumorblécke war die Zellmembran mehr als 10% der
invasiven Tumorzellen schwach inkomplett markiert und somit auch negativ in
Bezug auf den HER-2/neu-Status (1+).

.2+ =1n 28 Fallen (17,9%) war das Farbeereignis als schwach positiv einzustufen
und das HER-2/neu-Gen somit gering Uberexprimiert.

,3+ = Eine eindeutig stark positive Reaktion, im Sinne von einer starken HER-
2/neu-Uberexpression war in 34 Fallen (21,8%) zu sehen.

Von 28 als ,2+“ in Bezug auf den HER-2-Status eingestuften Tumorblécke wurden
anschlieBend 23 mittels FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung)-Analyse
untersucht und dann als ,positiv‘ oder ,negativ* in Bezug auf die Uberexpression
des HER-2/neu-Gens ausgewertet. Als ,positiv‘ werden Tumorzellen gewertet, die

mehr als 6 Gensignhale (mehr als 6 Genkopien des HER-2/neu-Gens) pro Zellkern

aufweisen.
FISH-Ergebnis Haufigkeit Prozent
neg 21 91,3
pos 2 8,7
Gesamt 23

Tabelle 6: HER-2-Status der ,,2+“-Tumorbldcke nach der FISH-Analyse.

In 21 Fallen (91,3%) ergab die FISH-Analyse keine Uberexprimierung des HER-
2/neu-Gens, in 2 Fallen (8,7%) waren in den Tumorzellen mehr als 6 Gensignale

pro Tumorzellkern und somit eine Genamplifikation zu sehen.

Zusammenfassend war in den Praparaten, in den der HER-2/neu-Status ermittelt

werden konnte, eine Uberexprimierung des HER-2/neu-Gens in 113 Féllen
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(72,4%) zu sehen. In 36 Fallen (23,1%) war das Ergebnis des HER-2/neu-Status

negativ.

419 Lymphknotenstatus

Bei den Patientinnen unseres Kollektivs wurden durchschnittlich 12 (minimal 1,
maximal 53) Lymphknoten intraoperativ entnommen und anschliel3end untersucht.
In folgender Tabelle l|aRt sich das Ergebnis der pathomorphologischen

Untersuchung der intraoperativ enthnommenen Lymphknoten ablesen.

Lymphknotenstatus Haufigkeit Prozent
pNO 86 55,1%
pN1 41 23,1%

pN1la 26 16,7%

pN1b 5 3,2%

pNlc 5 3,2%
pN2 11 7,1%
pN3 11 7,1%
PNX 12 7.7%
Gesamt 156

Tabelle 7: Pathologisches Nodalstatus pN (n=156)

In 55,1% der Féalle waren die axillaren Lymphknoten frei von Tumoraussaat.
Metastasen in 1-3 Lymphknoten (pN1) konnte man bei 23,1% der Frauen
nachweisen. Metastasierung in 4-9 axillaren Lymphknoten fand sich in 7,1% der
Falle (pN2). 10 oder mehr Lymphknoten waren bei 7,1% aller Patientinnen
befallen. Bei 7,7% der operierten Frauen war der Nodalstatus (pNx) wegen

neoadjuvanter Chemotherapie oder fehlender Daten nicht bestimmbar.
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4.1.10 Lymphogene und hdmatogene Streuung

In der pathologischen Begutachtung der Tumorblécke konnte bestimmt werden,
ob es zu einer Invasion der Tumorzellen in die Lymph- bzw. Blutgefal3e

gekommen ist.

Lymphangiosis Haufigkeit Prozent
Ja 24 15,4%
Nein 132 84,6%
Gesamt 156

Tabelle 8: Lymphangiosis carcinomatosa (n=156)

In 24 (15,4%) Fallen waren die Pathologen in der Lage eine Aussaat der

Tumorzellen in den LymphgefalRen festzustellen. Bei 132 (84,6%) wurde keine

Lymphangiosis carcinomatosa nachgewiesen.

Hamangiosis Haufigkeit Prozent
Ja 1 0,6%
Nein 155 99,4%
Gesamt 156

Tabelle 9: Hamangiosis carcinomatosa (n=156).

Tumorzellen in den Blutgefal3en waren nur in einem Fall (0,6%) sicher zu sehen.

In 155 Fallen (99,4%) konnte eine hdmatogene Aussaat ausgeschlossen werden.
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4.1.11 Operatives Vorgehen

Operationsverfahren Haufigkeit Prozent
Ablatio Mammae 28 17,9%
BET 102 65,4%
BET mit sek. Ablatio 5 3,2%
BET mit sek. Nachresektion | 21 13,5%
Gesamt 156

Tabelle 10: Operative Therapie des Mammakarzinoms in unserem Patientengut (n=156).

Bei allen Patientinnen dieses Kollektivs wurde ein brusterhaltendes Vorgehen
angestrebt. Aufgrund von klinischer Notwendigkeit bzw. auf Wunsch der Patientin
wurde bei 28 (17,9%) Frauen eine Mastektomie als Primaroperation durchgefihrt.
Bei 102 Frauen (65,4%) blieb die in einer Sitzung durchgefiihrte brusterhaltende
Therapie (BET) die alleinige Operation. Jedoch musste in Einzelféllen nach Erhalt
des histologischen Befundes dieses Vorgehen modifiziert werden, in der Regel,
weil der maligne Tumor nahe an oder Uber die Schnittrdnder hinaus reichte: So
erfolgte in 21 Fallen (13,5%) eine Nachresektion, bei 5 Patientinnen (3,2%) wurde

eine sekundare Mastektomie durchgefihrt.

4.1.12 Strahlentherapie

Im Anschluss an die Operation war ggf. eine Bestrahlung der Brust (-wand)
und/oder der Lymphabflusswege notwendig. Das Zielvolumen der Mamma betragt
im Allgemeinen 50 Gy (46-56 Gy), auf Einzeldosen & 1,8-2 Gy fraktioniert. In der
Regel wird funfmal wochentlich bestrahlt. Im Bereich des ehemaligen Tumorbettes

kann eine lokale Dosiserh6hung (sog. Boostdosis) von 10-16 Gy mit taglichen
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Einzelfraktionen a 1,8-2 Gy erreicht werden, nachdem die gesamte Mamma im
Allgemeinen mit 50 Gy bestrahlt worden ist.
Das Zielvolumen der Lymphabflusswege sollte eine Dosis von 45-50 Gy bei

Einzelfraktionen von 1,8-2 Gy enthalten.

Strahlentherapie Haufigkeit Prozent
Ja 134 85,9%
Nein 22 14,1%
Gesamt 156

Tabelle 11: Strahlentherapie nach der Primé&roperation (n=156).

Nach der Primaroperation unterzogen sich 134 Patientinnen (85,9%) einer
radioonkologischen Behandlung. In 22 Fallen (14,1%) wurde eine solche

Behandlung nicht durchgefthrt.

4.1.13 Adjuvante systemische Therapie

Adjuvante Therapie Haufigkeit Prozent
nur Chemotherapie 51 32,7%
nur Antihormontherapie 66 42,3%
Chemo- und Antihormontherapie 22 14,1%
Keine adjuvante Therapie 17 10,9%
Gesamt 156

Tabelle 12: Adjuvante systemische Therapie (n=156).

In unserem Kollektiv erhielten adjuvant 51 Patientinnen (32,7%) ausschlie3lich
eine Chemotherapie. Nur mit einer antihormonellen Therapie wurden 66
Patientinnen (42,3%) behandelt. In 22 Fallen (14,1%) wurde mit einer
antihormonellen Therapie im Anschluss an die Chemotherapie begonnen. Keine

Therapie war in 17 Féallen (10,9%) indiziert bzw. gewinscht.
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4.1.14 Nachbeobachtungszeit

Bezuglich der Nachbeobachtungszeit ergab sich folgende Verteilung:

N

Minimum

Maximum

Mittelwert

Median | SD

Nachbeobachtungszeit

156

6

327

20,0 38,89

Tabelle 13: Nachbeobachtungszeit in Monaten (n=156).

Die mittlere Beobachtungszeit betrug 31,24 Monate nach Erstdiagnose. Der

Median lag bei 20,0 Monaten. Am langsten wurde eine Patientin 327 Monate, am

kiirzesten 6 Monate beobachtet.

4.1.15 Rezidiv

Rezidiv Haufigkeit Prozent
Ja 9 5,8%
Nein 147 94,2%
Gesamt 156

Tabelle 14: Rezidivhaufigkeit (n=156).

In 9 Fallen (5,8%) kam es zu einem Rezidiv. 94,2% der Félle blieben die

Patientinnen wahrend der Beobachtungszeit rezidivfrei.

4.1.16 Fernmetastasen

Fernmetastasen Haufigkeit Prozent
Ja 8 5,1%
Nein 148 94,9%
Gesamt 156

Tabelle 15: Haufigkeit der Fernmetastasen (n=156).
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In 8 Fallen (5,1%) wurden bei Erstdiagnose Fernmetastasen festgestellt. Bei
94,9% der Patientinnen wurden sowohl zum Zeitpunkt der Erstdiagnose als auch

wahrend der Beobachtungszeit keine Fernmetastasen nachgewiesen.

4.2 Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark

4.2.1 Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark bei Erstdiagnose

Es lagen 89 Knochenmarkaspirate vor, in denen bei der Erstdiagnose
disseminierte Tumorzellen nachgewiesen wurden. Sie wurden bzgl. des HER-
2/neu-Status der gefundenen Zellen charakterisiert und das Ergebnis mit

samtlichen Prognoseparametern verglichen.

4.2.1.1 HER-2/neu-Status der DTC bei Erstdiagnose

HER-2/neu Haufigkeit Prozent
positiv 31 34,8%
negativ 58 65,2%
Gesamt 89

Tabelle 16: HER-2/neu-Status der disseminierten Tumorzellen (DTC) im Knochenmark bei

Erstdiagnose (n=89).
Von 89 Proben war der Status der HER-2/neu-Uberexpression in 31 Fallen

(34,8%) positiv und in 58 der Félle (65,2%) negativ.
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4.2.1.2 HER-2/neu-Status des Primartumors der Patientinnen mit DTC im

Knochenmark bei Erstdiagnose

HER-2/neu Haufigkeit Prozent
positiv 17 19,1%
negativ 72 80,9%
Gesamt 89

Tabelle 17: HER-2/neu-Status des Primartumors von Patientinnen mit DTC bei Erstdiagnose

In 17 Fallen (19,1%) war das HER-2/neu-Gen auf dem Primartumor
Uberexprimiert. Auf 72 Tumorproben (80,9%) war keine Uberexpression

nachweisbar.

4.2.1.3 HER-2/neu-Status der DTC vs. auf dem Primartumor bei Erstdiagnose
Es erfolgte eine Korrelation des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor mit dem
auf den disseminierten Tumorzellen der gleichen Patientin mittels Chi-Quadrat-

Test nach Pearson.

HER-2/neu auf dem

Primartumor

positiv (n) | negativ (n) | gesamt (n)

HER-2/neu positiv (n) |10 21 31
auf den DTC | negativ (n) |7 51 58
gesamt (n) | 17 72 89

Tabelle 18: Korrelation des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor mit dem HER-2/neu-

Status der DTC im Knochenmark bei Erstdiagnose (n= Anzahl der Patientinnen).
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Bei 21 (29%) Patientinnen mit einem negativen HER-2/neu-Status des
Primartumors wurden HER-2/neu-positive Tumorzellen im Knochenmark
gefunden. Unter den Patientinnen mit einem positiven HER-2/neu-Status des
Primartumors fanden sich bei 7 (41%) Patientinnen negative DTC im
Knochenmark.

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status auf
dem Primartumor mit dem HER-2/neu-Status auf den disseminierten Tumorzellen

im Knochenmark signifikant (Wert: 5,329; p=0,021).

4.2.1.4 HER-2/neu-Status der DTC vs. TumorgrofRe

TumorgrofRRe
pTl (n) pT2-4 (n) gesamt (n)
HER-2/neu positiv (n) | 21 10 31
auf den DTC | negativ (n) | 34 24 58
gesamt (n) | 55 34 89

Tabelle 19: Korrelation des HER-2/neu-Status auf DTC bei Erstdiagnose mit der TumorgroRRe

(n= Anzahl der Patientinnen).

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status der

disseminierten Tumorzellen nicht mit der TumorgroRe (Wert: 0,71; p=0,39).
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4.2.1.5 HER-2/neu-Status der DTC vs. Nodalstatus

Nodalstatus
pNO pN1-4
(negativ, n) | (positiv, n) | gesamt (n)
HER-2/neu positiv (n) | 18 10 28
auf den DTC | negativ (n) | 33 20 53
gesamt (n) | 51 30 81
Tabelle 20: Korrelation des HER-2/neu-Status auf DTC bei Erstdiagnose mit dem

Nodalstatus (n= Anzahl der Patientinnen).

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status der

disseminierten Tumorzellen nicht mit dem Nodalstatus (Wert: 0,06; p=0,97).

4.2.1.6 HER-2/neu-Status der DTC vs. Grading

Grading
G1 G2-3 gesamt (n)
HER-2/neu positiv (n) | 4 27 31
auf den DTC | negativ (n) | 9 49 58
gesamt (n) | 13 76 89

Tabelle 21: Korrelation des HER-2/neu-Status

der Patientinnen).

auf DTC mit dem Tumor-Grading (n= Anzahl

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status der

disseminierten Tumorzellen nicht mit dem Tumor-Grading (Wert: 0,11; p=0,74).
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4.2.1.7 HER-2/neu-Status der DTC vs. Menopausenstatus

Menopausenstatus
pramenopausal | postmenopausal | gesamt (n)
(n) (n)
HER-2/neu positiv(n) |9 22 31
auf den DTC | negativ (n) | 12 45 57
gesamt (n) | 21 67 88

Tabelle 22: Korrelation des HER-2/neu-Status auf DTC mit dem Menopausenstatus der

Patientinnen bei Erstdiagnose (n= Anzahl der Patientinnen).

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status der

disseminierten Tumorzellen nicht mit dem Menopausenstatus (Wert: 0,70;

p=0,40).

4.2.1.8 HER-2/neu-Status der DTC vs. Hormonrezeptorstatus

Ostrogenrezeptorstatus
positiv (n) negativ (n) gesamt (n)
HER-2/neu positiv (n) | 22 8 30
auf den DTC | negativ (n) | 47 9 56
gesamt (n) | 69 17 86

Tabelle 23: Korrelation des HER-2/neu-Status auf DTC mit dem Ostrogenrezeptorstatus (n=

Anzahl der Patientinnen).

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status der

disseminierten Tumorzellen nicht mit dem Ostrogenrezeptorstatus auf dem

Primartumor (Wert: 1,38; p=0,24).
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Progesteronrezeptorstatus
positiv (n) negativ (n) gesamt (n)
HER-2/neu positiv (n) | 20 10 30
auf den DTC | negativ (n) | 39 17 56
gesamt (n) | 59 27 86

Tabelle 24: Korrelation des HER-2/neu-Status auf DTC mit dem Progesteronrezeptorstatus

(n= Anzahl der Patientinnen).

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status der
disseminierten Tumorzellen nicht mit dem Progesteronrezeptorstatus auf dem

Primartumor (Wert: 0,08; p=0,78).

422 Vergleich der Daten bei Primarpunktion und unmittelbar nach
abgeschlossener Chemotherapie

Von 8 Patientinnen standen uns Daten zur Priméarpunktion (nach Erstdiagnose)
sowie zu einer Punktion unmittelbar nach der Chemotherapie zur Verfliigung.
Diese Daten wurden in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

,+=DTC im Knochenmark nachweisbar

— = DTC im Knochenmark nicht nachweisbar

,p0s" = HER-2/neu-Status auf den DTC/Prim&rtumor positiv

,neg“ = HER-2/neu-Status auf den DTC/Primartumor negativ

,n.a.” = HER-2/neu-Status auf den DTC/Primartumor nicht auswertbar

63



Pat. | DTC im KM | HER-2/neu DTC im KM | HER-2/neu HER-2/neu
bei der DTC im | nach CTX der DTC nach | des
Prim&rpunktio | KM CTX Prim&rtumors
n

1 + n.a. + neg neg

2 - - + pos pos

3 + pos - - neg

4 _ - + neg neg

5 + neg - - neg

6 + neg - - pos

7 + pos + pos pos

8 + neg + neg pos

Tabelle 25: Vergleich der Knochenmarkbefunde zum Zeitpunkt der Primardiagnose und

unmittelbar nach abgeschlossener Chemotherapie.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren bei 6 von den 8 Patientinnen disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark nachweisbar. Bei 5 von ihnen konnte man den
HER-2/neu-Status ermitteln (40% positiv, 60% negativ). Unmittelbar nach der
Chemotherapie konnte man bei 3 Patientinnen mit primér positivem
Knochenmarkbefund keine Tumorzellen im Knochenmark mehr feststellen. Bei
zwei Patientinnen, bei denen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose keine Tumorzellen
im Knochenmark vorlagen, konnte man dagegen nach der Chemotherapie DTC
nachweisen. Insgesamt wurden bei 5 von 8 Patientinnen Tumorzellen im
Knochenmark gefunden (62,5%). Der HER-2/neu-Status der vor und nach der
Chemotherapie gefundenen Zellen anderte sich dabei nicht.
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Der HER-2/neu-Status der nach der Chemotherapie nachgewiesenen Tumorzellen
im Knochenmark korrelierte nicht mit dem HER-2/neu-Status auf dem Primartumor

(Chi-Quadrat-Test nach Pearson, Wert: 2,22; p=0,136).

42.3 Vergleich der Daten bei Primarpunktion und in der rezidivfreien

Nachsorge (aul3er unmittelbar nach Chemotherapie).

18 Patientinnen unterzogen sich einer Knochenmarkspunktion zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose sowie in der rezidivfreien Nachsorge (durchschnittlich 14,9 Monate
nach der Erstpunktion), wovon uns die in der Tabelle zusammengefassten Daten
zur Verfugung standen.

,+“=DTC im Knochenmark nachweisbar

— = DTC im Knochenmark nicht nachweisbar

,p0s* = HER-2/neu-Status auf den DTC positiv

,neg“ = HER-2/neu-Status auf den DTC negativ

,n.a.” = HER-2/neu-Status auf den DTC nicht auswertbar

Pat. | DTC im KM | HER-2/neu DTC im KM | HER-2/neu HER-2/neu
bei der DTC im | i.d. der DTC in | des
Priméarpunktio | KM rezidivfreien der Primartumors
n Nachsorge rezidivfreien

(auBer nach | Nachsorge
CTX) (auBer nach
CTX)

1 B - - - neg

2 - - - - neg

3 - - - - neg
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4 + neg - - pos
5 - - + neg neg
6 + n.a. + pos pos
7 + neg - - neg
8 + n.a. + pos neg
9 + pos + pos pos
10 |+ neg - - pos
11 |+ pos - - neg
12 |+ pos + neg pos
13 |- - + pos pos
14 |+ neg - - neg
15 |+ neg - - neg
16 |+ neg - - pos
17 |+ n.a. - - pos
18 | + neg - - neg

Tabelle 26: Vergleich der Knochenmarkbefunde zum Zeitpunkt der Primé&rdiagnose und in

der rezidivfreien Nachsorge (auf3er unmittelbar nach der Chemotherapie).

Bei 13 von 18 Patientinnen (72,2%) lagen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose DTC im
Knochenmark vor. In 10 Fallen lie? sich der HER-2/neu-Status dieser Zellen
bestimmen (30% positiv, 70% negativ). Die Punktion in der rezidivfreien
Nachsorge (durchschnittlich 11,3 Monate nach der Primarpunktion), ergab 6
positive Knochenmarkbefunde (33,3%). Der ermittelte HER-2/neu-Status der DTC
in der rezidivfreien Nachsorge: 66,7% positiv, 33,3% negativ. Der HER-2/neu-

Status der gefundenen Tumorzellen &anderte sich bei einer Patientin. Zum
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Zeitpunkt der Erstdiagnose war der Befund positiv, in der rezidivfreien Nachsorge
jedoch negativ.

In diesem Kollektiv korrelierte der HER-2/neu-Status der bei Primardiagnose
sowie in der rezidivfreien Nachsorge gefundenen disseminierten Tumorzellen nicht
mit dem Primartumor (nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson, Wert bei

Erstdiagnose: 0,476; p=0,49; Wert in der rezidivfreien Nachsorge: 0,375; p=0,54).

424 Vergleich des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor und den

DTC bei gesichertem Rezidiv

HER-2/neu auf dem

Primartumor

positiv (n) | negativ (n) | gesamt (n)

HER-2/neu positiv (n) 1 0 1
auf den DTC | negativ (n) |2 3 5
gesamt (n) | 3 3 6

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status auf
dem Primartumor nicht mit dem HER-2/neu-Status auf den disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark (Wert: 1,2; p=0,27).

Uns lagen Daten von 2 weiteren Patientinnen mit gesichertem Rezidiv vor, bei
denen allerdings die Bestimmung des HER-2/neu-Status auf DTC aufgrund des

Tumorzellverlustes bei der Knochenmarkaufarbeitung nicht maoglich war.

67



425 Vergleich des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor und den

DTC bei Metastasierung

HER-2/neu auf dem

Primartumor

positiv (n) | negativ (n) | gesamt (n)

HER-2/neu positiv(n) |4 0 4
auf den DTC | negativ(n) |1 1 2
gesamt (n) | 5 1 6

Tabelle 27: Korrelation des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor mit dem HER-2/neu-

Status der DTC im Knochenmark bei Metastasierung (n= Anzahl der Patientinnen).

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte der HER-2/neu-Status auf
dem Primartumor nicht mit dem HER-2/neu-Status auf den disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark (Wert: 2,434; p=0,118).

Uns lagen Daten von 2 weiteren Patientinnen mit gesicherten Metastasen vor, bei
denen allerdings die Bestimmung des HER-2/neu-Status auf DTC aufgrund des

Tumorzellverlustes bei der Knochenmarkaufarbeitung nicht moglich war.

42.6 Heterogenitdt des HER-2/neu-Status auf den disseminierten
Tumorzellen

In 71 Punktionen wurde mehr als nur 1 disseminierte Tumorzelle nachgewiesen.
Jede Zelle wurde einzeln auf ihren HER-2/neu-Status hin untersucht. Dabei lie3en
sich in 14 Fallen (19,7%) Unterschiede (Heterogenitat) bezlglich des HER-2/neu-

Status unter den Zellen einer Punktion feststellen.
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5 Diskussion

Der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark mittels
immunzytochemischer Verfahren sowie Charakterisierung deren HER-2/neu-
Profils stellt sich in der aktuellen Literatur als ein wichtiger Prognoseparameter fur
den Verlauf der systemischen Erkrankung Mammakarzinom heraus.

Verschiedene immunzytochemische und molekulare Methoden erlauben schnellen
und sicheren Nachweis von DTC im Knochenmark von Brustkrebspatientinnen, so
dass sie auch in der Nachsorge zum Erfolgsmonitoring der Eradikation von DTC
nach adjuvanter systemischer Therapie angewandt werden kdnnen.

In dieser Arbeit wurde solche Bestimmung der HER-2/neu-Expression auf den
disseminierten Tumorzellen mittels CISH untersucht. Besonderes Augenmerk lag
auf der Korrelation des HER-2/neu-Status mit bekannten Prognosefaktoren (TNM-
Klassifikation, Grading, Hormonrezeptorstatus) und somit auf seiner potenziellen
Brauchbarkeit als unabhangigen prognostischen Markers, was der Optimierung
der zukinftigen Therapieansatze dienen konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Pravalenz von HER-2/neu-positiven und -
negativen disseminierten Tumorzellen bestimmt und mit dem HER-2/neu-Status
des Primartumors bei Erstdiagnose und in rezidivireier Nachsorge verglichen. In
der onkologischen Praxis wird lediglich der HER-2/neu-Status des Primé&rtumors
zur Therapieentscheidung heranzgezogen. Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen
jedoch, dass sich der HER-2/neu-Status der DTC und des Primartumors haufig

unterscheiden.
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Diese Ergebnisse mdgen dazu beitragen, den Prozess der hamatogenen
Mikrometastasierung besser zu verstehen und den zukinftigen Therapieerfolg bei

Mammakarzinompatientinnen zu optimieren.

51 Aktueller Stand der Literatur

Aus der Vielzahl von Veroffentlichungen zum Thema Mammakarzinom und
insbesondere disseminierte Tumorzellen im Knochenmark sollen die wichtigsten
und aktuelleren Arbeiten kurz vorgestellt werden.

2001 konnte Braun et al. mit der Pilotstudie ,erbB2 Overexpression in Occult
Metastatic Cells in Bone Marrow Predicts Poor Clinical Outcome of Stage I-1lI
Breast Cancer Patients” beweisen, dass der Nachweis von HER-2/neu-positiven
Tumorzellen im Knochenmark einen unabhangigen prognostischen Faktor, der mit
einer schlechten Prognose assoziiert ist, darstellt *°. Es wurden
immunhistochemisch nachgewiesene Zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark
von 52 Patientinnen mit lokoregional begrenztem Primartumor zum Zeitpunkt der
Primardiagnose auf den HER-2/neu-Status hin untersucht. In 31 von 52 Fallen
(60%) konnte eine Uberexpression von HER-2/neu auf den Zellen nachgewiesen
werden und zwar unabhangig von den anderen prognostischen Faktoren, wie
Lymphknotenbefall, GroR3e, Grading oder HER-2/neu-Status des Primartumors.
Eine HER-2/neu-Uberexpression zeigte sich hingegen in lediglich 7 der 24 (29%)
verfugbaren Primartumorproben. Diese Diskrepanz bedarf aufgrund der kleinen
Stichprobe vorsichtiger Interpretation, lasst jedoch vermuten, dass wahrend der
Tumorprogression HER-2/neu-positive DTC einer positiven Selektion unterliegen.
In unserer Studie lag die HER-2/neu-Positivitatsrate bei 19,1% fir den

Primartumor und 34,8% fir DTC, was diese Aussage ebenfalls bestatigt. Der
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hohen Positivitatsrate in Brauns Studie konnte aber eine unterschiedliche
Bestimmungsmethode des HER-2/neu-Status zugrunde liegen. Es wurden die
extrazellularen HER-2/neu-Doménen angefarbt, in unserer Studie hingegen (wie
auch in allen spater erwahnten Arbeiten) wurden jeweils die intrazellularen
Domanen nachgewiesen.

In der Arbeit von Braun hatten 11 von 17 (65%) Patientinnen mit einem HER-
2/neu-negativen Primartumor, sowie 4 von 7 (57%) Patientinnen mit einem HER-
2/neu-positiven Primartumor HER-2/neu-positive DTC im Knochenmark. Dieses
Ergebnis zeigt eine sehr hohe Diskrepanz fir den HER-2/neu-negativen
Primartumor. In unserer Studie wurde dieses Phanomen auch beobachtet, die
Haufigkeit lag bei 29%.

Nach einem 64 monatigen Follow-up, hatten Patientinnen mit HER-2/neu-positiven
DTC signifikant haufiger Metastasen entwickelt als Patientinnen mit HER-2/neu-
negativen DTC (21 vs. 7 Falle, p=0,032). Becker diskutierte, dass dieses Ergebnis
eventuell durch schlechteres Ansprechen von HER-2/neu-positiven Tumoren auf

alkylierende Zytostatika beeinflusst sein kdnnte.

In der retrospektiven Arbeit ,HER-2 Expression on Disseminated Tumor Cells from
Bone Marrow of Breast Cancer Patients” aus dem Jahre 2005 untersuchte Becker
et al. 105 Knochenmark-Praparate mit nachgewiesenen Zytokeratin-positiven
Zellen von Patientinnen mit Erstdiagnose Mammakarzinom und verglich die
Eigenschaften dieser disseminierten Tumorzellen mit dem Priméartumor. °? Die
Bestimmung von HER-2/neu-Status der DTC wurde mittels HER-2/neu-
Antikdrpern CB11 wund zusatzlich bei 27 Patientinnen mittels RT-PCR

vorgenommen und mit dem HER-2/neu-Status des Primartumors korreliert. In 22
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von 105 (21%) Fallen war der HER-2/neu-Status der DTC mittels
Immunzytochemie positiv, im Falle von RT-PCR in 15% der Proben. Dagegen
wurde die Uberexpression des HER-2/neu-Gens auf dem Priméartumor in 26 von
105 Préaparaten (25%) gesichert. Es konnte eine positive Korrelation fur den HER-
2/neu-Status zwischen den DTC und dem Primartumor nachgewiesen werden.
Trotzdem konnten bei 12,6% der Patientinnen mit einem HER-2/neu-negativen
Primartumor HER-2/neu-positive DTC im Knochenmark nachgewiesen werden.
Die gezeigte Diskrepanz deckt sich auch mit den Beobachtungen in unserer

Studie.

Im Rahmen einer praklinischen Studie zum Thema ,,Comparison of HER-2 status
between primary tumor and disseminated tumor cells in primary breast cancer”
wurden 2006 unter der Leitung von Solomayer et al. 137 Knochenmarkaspirate
von Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
untersucht. ' In 46 Fallen konnten Zytokeratin-positive Zellen nachgewiesen
werden. AnschlieRend wurde der HER-2/neu-Status des Primartumors mittels
HERCEP-Test™ bestimmt und mit dem HER-2/neu-Status auf den disseminierten
Tumorzellen verglichen. Disseminierte Tumorzellen mit positivem HER-2/neu-
Status fanden sich in 20 von 46 Fallen (43% aller DTC bzw. 14,5% aller
Patientinnen). Bei 12 von 32 (37,5%) Patientinnen mit HER-2/neu-negativem
Primartumor konnten HER-2/neu-positive DTC nachgewiesen werden. Bei 17
Patientinnen konnte mehr als eine DTC im Knochenmark nachgewiesen werden
und bei 7 von diesen Patientinnen (41%) war die HER-2/neu-Expression auf den
DTC heterogen, was auch in unserer Studie beobachtet werden konnte (mit der

Haufigkeit 19,7%).
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Im Gegensatz zu unserer Arbeit konnte hier keine Korrelation zwischen dem
Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und dem HER-2/neu-
Status des Primartumors (p=0,14) gefunden werden. Analog zu unseren
Ergebnissen wurde keine Korrelation mit den anerkannten prognostischen

Faktoren gesichert.

5.2 Vergleich unserer Ergebnisse mit denen in der Literatur

5.2.1 HER-2/neu-Status des Primartumors in verdffentlichten Studien

Studie/Author n HER-2/neu positiv | HER-2/neu HER-2/neu

schwach positiv | negativ

Braun et al. 24 29% 42% 29%
Becker et al. 105 | 25% 75%
Solomayer etal. |45 29% 72%
Eigene Studie 156 25,9% 74,1%

Tabelle 28: Vergleich des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor in unserer Arbeit mit den

Daten in verdffentlichten Studien.

Die Verteilung des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor in unserer Studie
stimmt gut mit den Ergebnissen der erwadhnten Studien tberein.
In der Studie von Braun et al. wurde die Beurteilung der HER-2/neu-Expression

nach der Farbeintensitat vorgenommen: negativ, schwach positiv, stark positiv.
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5.2.2 HER-2/neu-Status

der disseminierten

veroffentlichten Studien

Tumorzellen (DTC)

Studie/Author n HER-2/neu positiv HER-2/neu negativ
Braun et al. 24 60% 40%

Becker et al. 105 21% 79%

Solomayer et al. 45 43% 57%

Eigene Studie 89 34,8% 65,2%

Tabelle 29: Vergleich des HER-2/neu-Status auf den DTC in unserer Arbeit mit den Daten in

verdffentlichten Studien (n= Anzahl der Patientinnen)

Die Ergebnisse der Studie von Braun et al. unterschieden sich stark von den in
den Studien von Becker et al. oder Solomayer et al gelieferten Daten. Unsere
Ergebnisse liegen im Bereich der von Solomayer et al. und Becker et al.
veroffentlichten Studien. Die hohere Rate an HER-2/positiven DTC in der Arbeit
von Braun et al. beruht auf der anderen Nachweismethode von HER-2/neu auf
disseminierten Tumorzellen im Vergleich zu den neueren Studien. Braun et al.
bediente sich der Farbung von extrazellularen Domanen des HER-2/neu-
Rezeptors. In den anderen Studien wurden dagegen Methoden angewandt, die
das HER-2/neu-Gen auf dem Chromosom 17 nachweisen. Die hohe

Positivitatsrate kdnnte aber auch durch Selektion von Patientinnen mit vielen DTC

verursacht sein.
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5.2.3 Heterogenitat des HER-2/neu-Status unter den DTC einer Punktion in

veroffentlichten Studien

Studie/Author Heterogenitat
Braun et al. -

Becker et al. -

Solomayer et al. 41%

Eigene Studie 19,7%

Tabelle 30: Vergleich der in unserer Arbeit nachgewiesener Haufigkeit der Heterogenitat des
HER-2/neu-Status unter den DTC, die aus einer Punktion stammen, mit den Daten in

verdffentlichten Studien.

Im Vergleich zu unserer Studie, fanden sich in der Arbeit von Solomayer et al.
mehr als doppelt so haufig Unterschiede in der Expressivitat des HER-2/neu-
Status auf den disseminierten Tumorzellen, die im Rahmen einer Punktion
gewonnen wurden 19,7% vs. 41%. Diese Diskrepanz konnte durch die kleinere
Probenanzahl mit mehreren DTC in der Arbeit von Solomayer erklart werden (7

von 17 Proben vs. 14 von 71 Proben in unserer Studie).
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Tabelle 31: Vergleich der Korrelation des HER-2/neu-Status auf den DTC mit den etablierten

Prognosefaktoren in unserer Arbeit mit den Daten in veréffentlichten Studien.
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In den Arbeiten von Braun und Solomayer war der HER-2/neu-Status der DTC von
allen bekannten Prognosefaktoren unabhangig.

Becker hingegen konnte eine Korrelation zwischen dem HER-2/neu-Status der
DTC mit dem negativen Hormonrezeptorstatus (p=0,006) feststellen, was die
klinische Beobachtung bestétigt, dass HER-2/neu-positive Tumoren auch haufiger
hormonunabhangig wachsen.

Im Gegensatz dazu wurde in unserer Arbeit nur eine Korrelation zwischen dem

HER-2/neu des Primartumors und der DTC bei Erstdiagnose gefunden (p=0,021).

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Ultrasensitive immunzytochemische Verfahren erlauben den Nachweis friher
hamatogener Metastasierung in Form von disseminierten Tumorzellen bei
Brustkrebspatientinnen, bei denen selbst mit hochauflosenden aparativen
Untersuchungen noch keine Zeichen einer Fernmetastasierung gezeigt werden
konnen. Diese okkulten Tumorzellen kdénnen bereits im Einzellstadium in den
Lymphknoten, im Knochenmark als disseminierte Tumorzellen (DTC) und
mittlerweile im Blut, als zirkulierende Tumorzellen (CTC) nachgewiesen werden.
Es wird vermutet, dass diese verborgenen Tumorzellen ausschlaggebend fur die
Entwicklung von Fernmetastasen sein konnten.

DTC koénnen im Knochenmark von Brustkrebspatientinnen in 20-45% bei
Erstdiagnose und bis zu 70% bei Metastasierung nachgewiesen werden. ** In
unserer Studie zeigten die DTC eine HER-2/neu-Positivitatsrate von 34,8%.
Allerdings hatten nur 22,7% von diesen Patientinnen auch tatsachlich einen HER-

2/neu- positiven Primartumor. Diese Diskrepanz lield sich auch in den zitierten
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Studien beobachten. Trotzdem korrelierte der HER-2/neu-Status des
Primartumors mit dem der DTC in unserer Arbeit und in der Arbeit von Becker et
al. Es werden mehrere Hypothesen diskutiert, die die Diskrepanz zwischen dem
HER-2/neu-Status auf dem Prim&rtumor und auf den DTC erklaren sollten. Eine
der vorgeschlagenen Theorien besagt, dass die HER-2/neu-positiven DTC einen
Wachstums- und Uberlebensvorteil haben und deshalb haufiger im Knochenmark
und Blut nachgewiesen werden kénnen. ®© Meng zeigte auch, dass HER-2/neu-
Uberexpression der DTC auch wahrend der Tumorprogression erworben werden
kann.®* Andererseits gibt es auf den als HER-2/neu-negativ eingestuften
Primartumoren auch HER-2/neu-positive Zellsubklone, deren Anzahl jedoch die
notigen 10% cut-off fir eine HER-2/neu-Positivitat nicht Uberschreitet. Diese
Zellen kénnen sich auch vom Primartumor Iésen und als DTC im Knochenmark
nachgewiesen werden. Solche intratumorale Heterogenitdt wirde auch die
beobachteten Unterschiede hinsichtlich des HER-2/neu-Status der DTC, die aus
einer Punktion stammen, erklaren.

Studien zeigen, dass einzelne Tumorzellen bereits sehr friih vom Primartumor in
die Blutbahn abgegeben werden kdénnen. Im Knochenmark kénnen sie durch
Herabsetzen ihrer metabolischen Aktivitat in den sog. dormant state (,Ruhe-“ oder
,Schlafzustand®) iibergehen und einer systemischen Therapie somit entgehen.
Somit lasst die Beobachtung aus unserer Studie erklaren, dass nach
abgeschlossener systemischer Therapie weiterhin DTC gefunden werden konnten
und dass ihr HER-2/neu-Status sich in wenigen Fallen ,geandert® hat. Janni et al
zeigten, dass sich nach der Primaroperation und abgeschlossener adjuvanter
Chemotherapie in 15% der Falle DTC weiterhin nachweisen lieBen.*’ In der Arbeit

von Braun waren es sogar 44%. Diese hohere Rate ist jedoch durch Selektion
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von Patientinnen mit inflammatorischem und fortgeschrittenem (Befall von mehr
als 4 axillaren Lymphknoten) Mammakarzinom in Brauns Studie bedingt. *°
Molekulare Analysen bestétigen ebenfalls die Theorie, dass sich die DTC bereits
frh in der Tumorprogression vom Primartumor trennen, da sie genetisch nicht
dem fortgeschrittenen Zellklon des Priméartumors entstammen. * lhre friihe
Freisetzung in die Blutbahn kénnte auch erklaren, dass die DTC mit den Zeichen
einer Tumorprogression, z.B. dem Tumorwachstum, Tumorgrading oder
Lymphknotenbefall nicht korrelieren.

Die inhomogenen Ergebnisse unter den zitierten Studien sind mdglicherweise
durch kleine Patientenzahlen und niedrige Ausbeute an DTC im
Aufarbeitungsprozess des Knochenmarkes bedingt. Zur Isolierung der
Tumorzellen wurden in unserer Arbeit die Knochenmarkproben mit Hilfe der
Dichtezentrifugation (auf Ficoll) aufgearbeitet. Durch die mehrstufige Abtrennung
der Erythrozyten und Granulozyten besteht die Gefahr des Tumorzellverlustes.
Zusatzliche Bearbeitungschritte der Knochenmarksproben im Rahmen der CISH
kann den Verlust von weiteren Tumorzellen begunstigen. Das Alter der Proben
kann ebenso zur Erniedrigung der Tumorzellausbeute beitragen. Aufgrund von
langeren Transportwegen bei Knochenmarksproben der Patientinnen aus dem
Klinikkum Bayreuth war es nicht immer mdoglich die Proben innerhalb von
empfohlenen 24 Stunden aufzuarbeiten. Inwieweit das Alter der Proben allerdings
tatsachlich die Detektionsrate der DTC beeinflusst, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht evaluiert werden.

Weitere Probleme der Tumorzelldetektion beinhalten dariiber hinaus die
Subjektivitat des Untersuchers bei manueller Identifikation der Zellen. Dies wurde

an der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen, Klinikum
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Innenstadt  durch EinfUhrung  der  automatisierten mikroskopischen
Screeninguntersuchung gelost. Dadurch kann das Verfahren zusatzlich
beschleunigt und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erhdoht werden.

Dartber hinaus muss man hinsichtlich der dargestellten Ergebnisse auch
bedenken, dass sich der Beobachtungszeitraum fir das Patientenkollektiv von
1995 bis 2007 erstreckt. In diesem langen Zeitraum haben sich sowohl die primér
operative als auch die systemische Therapie des Mammakarzinoms veréndert,
was nicht ohne Einfluss auf diese Studie bleibt.

Uns ist ebenfalls bewusst, dass die Patientinnenanzahl eher niedrig ist und die
unterschiedlichen Tumorstadien, Grading und die Therapie die Daten beeinflussen

kdnnten.

54 Ausblick

Préoperativ lassen sich DTC bei Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom in
20-45% der Falle nachweisen. Nach einer Operation sowie Chemotherapie
verbleiben sie im Knochenmark von bis zu 15% dieser Patientinnen. lhre
Persistenz im Knochenmark wird mit einem erh6hten Risiko fur ein Fruhrezidiv
sowie mit verkiirztem Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht. “*®? Es konnte
daruber hinaus nachgewiesen werden, dass nur wenige dieser Zellen proliferieren
und somit einer konventionellen antiproliferativen Therapie zugénglich sind. *® Der
Groliteil dieser Zellen ruht im Knochenmark und kann moglicherweise erst durch
zielgerichtete Therapieansatze eliminiert werden.

Ein viel versprechendes Target (Angriffspunkt) flr eine solche Therapie stellt der

HER-2/neu-Status der disseminierten Tumorzellen dar. Trastuzumab, ein
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monoklonaler Antikdrper gegen die Uberexprimierten Rezeptoren des HER-2/neu
auf der Oberflache der Tumorzellen, fihrte in Studien zu Reduktion der
Tumormasse bei metastasierten Patientinnen.®® Neuere Studien zeigen dariiber
hinaus, dass auch Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom, der das
HER-2/neu-Gen berexprimiert, von Trastuzumab-Immuntherapie profitieren
konnten. Dies wurde im Rahmen der HERA- und NSABP-B31/NCCTG N9831-
Studien bewiesen. #4961

Es bleibt jedoch zu beachten, dass der HER-2/neu-Status des Primartumors nicht
immer mit dem HER-2/neu-Status auf den DTC ubereinstimmt. 39°%°9¢%4 Aych in
unserer Arbeit zeigte sich diese Diskrepanz: bei 21 (29%) Patientinnen mit einem
negativen HER-2/neu-Status des Primartumors wurden HER-2/neu-positive
Tumorzellen im Knochenmark gefunden. Da jedoch nach den aktuellen Leitlinien
der HER-2/neu-Status des Primartumors zur Therapieentscheidung herangezogen
wird, wirde diesen 21 Patientinnen eine Trastuzumabtherapie vorenthalten
bleiben, von der sie mdglicherweise profitieren wirden. Klinische Priafungen zur
Untersuchung dieses Sachverhaltes befinden sich derzeit in Vorbereitung.

In unserer Studie nicht untersuchten, aber interessanten Aspekt stellt der HER-
2/neu-Status der Fernmetastasen dar. In der veroffentlichten Literatur finden sich
Diskrepanzen zwischen dem HER-2/neu-Status des Primartumors und der
Metastasen in 7-20% der Falle. 3%%®" Bej Therapieversagern mit HER-2/neu-
negativem Primartumor, konnte deshalb eine CT-gesteuerte Punktion der
zugéanglichen Fernmetastasen in Erwagung gezogen werden, um eine HER-2/neu-
Positivitat der Herde auszuschlie3en. Bei Positivitdit kann eine nachfolgende
Trastuzumab-Therapie zur Tumorregression fuhren. Moglicherweise kénnte auch

eine gesteigerte Freisetzung dieses Antigens mit erhéhten Serumwerten fur HER-
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2/neu erste Hinweise geben. ©®

GroRe prospektive Studien mit dieser
Fragestellung wéaren winschenswert.

Auch innerhalb einer Punktion, wenn mehr als eine DTC gewonnen wird, zeigt
sich nicht selten eine Heterogenitat in Hinblick auf den HER-2/neu-Status der
DTC. In unserer Arbeit war es bei Erstdiagnose in 14 Punktionen (19,7%) der Fall.
Da es sich hier um eine intratumorale Heterogenitdt des HER-2/neu-Status
handeln kénnte, ware eine alleinige Therapie mit Trastuzumab mdglicherweise
nicht ausreichend.

Fur Patientinnen mit nachgewiesenen DTC kdnnten auch andere zielgerichtete
Therapieansatze zum Einsatz kommen. Zur therapierelevanter Antigene auf DTC
konnte das Thomsen-Friedenreich-Antigen gehdren, das in den letzten Jahren
immer mehr an Interesse gewinnt. Dieses tumorassoziierte Antigen beeinflusst die
endotheliale Adhasion der Tumorzellen und deren Stromainvasion und kann somit
als Marker flur Tumoraggressivitdit angesehen werden. Mit zunehmender
TumorgréRe und steigender Zahl der befallenen axillaren Lymphknoten nimmt die
Expressions des Thomsen-Friedenreich-Antigens auf dem Primé&rtumor
entsprechend zu.®®

Schindlbeck et al. untersuchte die Expression des Thomsen-Friedenreich-
Antigens auf DTC bei Mammakarzinompatientinnen. Obwohl nur ca. 40-70% aller
primaren Mammakarzinome eine Positivitat fur dieses Antigen aufweisen, konnte
in dieser Studie eine Koexpression des Thomsen-Friedenreich-Antigens auf 98%
aller DTC nachgewiesen werden. © Somit kénnte kinftig das Thomsen-
Friedenreich-Antigen als spezifisches Target fur Antikdrpertherapie gegen die

DTC in Betracht gezogen werden.

82



Als vielversprechend gilt derzeit auch der humanisierter monoklonaler Antikorper
Bevacizumab (Avastin®), der an den zirkulierenden Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) bindet und somit die Angiogenese hemmt. Als Monosubstanz
zeigte Bevacizumab nur begrenzte Aktivitat, in Kombination mit taxanhaltiger
Chemotherapie wurde bei rezidivierendem oder metastasiertem Mammakarzinom
eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens verzeichnet.”
Ein neues Therapieprinzip stellen die PARP-Inhibitoren dar. Das Enzym Poly-
ADP-Ribose-Polymerase (PARP) ist an der DNA-Reparatur beteiligt
(Basenexzisionsreparatur). Seine Inhibition fuhrt folglich zur Kumulation von
Einzelstrang- und Doppelstrangschaden, was besonders in Zellen mit mutierten
BRCA-Genen, die fiur die Reparatur durch homologe Rekombination
verantwortlich sind, den selektiven Zelltod auslésen kann. Daruber hinaus
sprechen die geschadigten Zellen besser auf Chemo- und Radiotherapie an, was
insbesondere bei triple-negativen Tumoren, die erhéhte PARP-Aktivitat aufweisen,
von Bedeutung sein kann.’*"3

Dem Adhéasionsprotein Ep-CAM (epithelial cell adhesion molecule) wird ebenso
besondere Aufmerksamkeit gewidmet, da es sich zum unabhangigen
Prognosefaktor in nodalnegativem, nicht therapiertem Mammakarzinom
herausstellt. ™

Da die Methoden der Gewinnung von Knochenmark ein aufwendiges und fir die
Patientin unangenehmes Prozedere darstellen, wird das besondere Augenmerk
zunehmend auf die im peripheren Blut zirkulierenden Tumorzellen geworfen. Auch
die Ergebnisse von unléangst veroffentlichten Studien weisen darauf hin, dass die
CTC, die mit automatisierten Verfahren gewonnen werden konnen, sich als

zusatzlicher  Verlaufsparameter bei  Patientinnen mit  metastasiertem
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Mammakarzinom eignen.?* Eine Uberwachung des Therapieerfolges und des
langfristigen Follow-up dieser Patientinnen wére somit moglicherweise erleichtert.
Entscheidend fir effektives Monitoring der Minimal Residual Disease ist die
Standardisierung der Nachweismethoden, z.B. durch Einfihrung automatisierter

Screeningapparatur.

55 Schlussfolgerung

In unserer Arbeit stellt sich der HER-2/neu-Status der disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark der Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom als ein
therapierelevanter Parameter heraus. Bei Patientinnen, die einen negativen HER-
2/neu-Status des Primartumors aufweisen, finden sich regelmaflig HER-2/neu-
positive Tumorzellen. Diese Patientinnen wirden moglicherweise von einer
adjuvanten Trastuzumabtherapie profitieren. Unter DTC in einer und derselben
Punktion kann sich jedoch eine Heterogenitat in Hinblick auf den HER-2/neu-
Status zeigen, was den Erfolg einer alleinigen Trastuzumabtherapie herabsetzen
konnte.

Um die Minimal Residual Disease Uberwachen und zielgerichtet therapieren zu
konnen, mussten weitere Targetmolekile auf den DTC identifiziert werden. Somit
ware eine individuelle Therapie jeder Patientin mdglich, abhéngig von dem

Phanotyp ihres Tumors und der DTC.
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6 Zusammenfassung

Der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark ist sowohl zum
Zeitpunkt der Primardiagnose als auch wahrend der rezidivfreien Nachsorge mit
einer schlechteren Prognose assoziiert und stellt einen unabhangigen
Prognosefaktor dar. Diese Tumorzellen sind in 10-40% der Knochenmarkaspirate
bei Erstdiagnose nachweisbar. Es wird angenommen, dass diese Tumorzellen
dem Primartumor entstammen und zur Ausbildung von Fernmetastasen fahig sind.
Zudem ist eine Anderung des Tumorphanotyps im Verlauf der Erkrankung ein
bekanntes Phanomen. Diese einzelnen Tumorzellen kénnen im Knochenmark und
im Blut mithilfe von Antikorpern, die gegen Zytokeratine (Marker epithelialer
Zellen) gerichtet sind, nachgewiesen werden. Ziel dieser Arbeit war ein Vergleich
des HER-2/neu-Status auf dem Primartumor und auf disseminierten Tumorzellen
im Verlauf der Erkrankung.

An der Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, Klinikum
Innenstadt wurden 156 Knochenmarkaspirate von Patientinnen mit histologisch
gesichertem Mammakarzinom, in denen zum Zeitpunkt der Prim&rdiagnose oder
wahrend der rezidivfreien Nachsorge disseminierte Tumorzellen gefunden worden
waren, untersucht. Von 156 Knochenmarkaspiraten wurden 89 bei Erstdiagnose,
50 in der rezidivfreien Nachsorge, 9 bei Rezidiv und 8 bei Fernmetastasierung
gewonnen.

Das Knochenmarkmaterial wurde im tumorimmunologischen Labor der
Frauenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen, Klinikum Innenstadt in

mehreren Schritten nach den standardisierten Protokollen sorgfaltig aufbereitet.
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Wahrend in 25,9% aller Primartumoren einen positiven HER-2/neu-Status
aufwiesen, war es unter den disseminierten Tumorzellen bei Erstdiagnose in
34,8% der Fall. In der rezidivfreien Nachsorge, durchschnittlich 11,3 Monate nach
der Erstdiagnose, war der HER-2/neu-Status der disseminierten Tumorzellen
sogar in 66,7% positiv.

Nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson korrelierte bei Erstdiagnose der HER-
2/neu-Status auf dem Primartumor mit dem HER-2/neu-Status auf den
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark signifikant (Wert: 5,329; p=0,021). Er
korrelierte jedoch nicht mit der TumorgroBe (p=0,39), Grading (p=0,74),
Hormonrezeptorstatus (p=0,24 fir den Ostrogenrezeptor, bzw. p=0,78 fir den
Progesteronrezeptor) oder Lymphknotenmetastasen (p=0,97).

In der rezidivfreien Nachsorge korrelierte der HER-2/neu-Status der DTC nicht mit
dem HER-2/neu-Status des Primartumors (p=0,107) und war von samtlichen
etablierten Prognosefaktoren unabhéngig. Somit stellt sich der HER-2/neu-Status
der DTC als ein unabhangiger Parameter heraus, der mdoglicherweise eine
Therapierelevanz besitzt. Dies sollte Gegenstand zuklnftiger randomisierter

Studien werden.
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Klinikum der Universitiat Minchen LMU

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

EINWILLIGUNG ZUR KNOCHENMARKPUNKTION
IMMUNZYTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

Liebe Patientin,

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

Untersuchungsverfahren

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

Mogliche Komplikationen

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

Die Beantwortung der folgenden Fragen hilft uns, die Risiken zusatzlich moglichst gering zu halten:

1 Besteht eine vermehrte Blutungsneigung?
onein0ja

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

Verhalten nach der Untersuchung

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

Nach einer Knochenmarkpunktion, die in értlicher Betaubung durchgefuhrt wurde, sollten Sie
mindestens eine halbe Stunde ruhen.

Herr/Frau Dr.

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

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

ODER

o Ich versage meine Zustimmung.

Ort, Datum Unterschrift der Patientin

Ort, Datum Unterschrift des Arztes/der Arztin

Abbildung 11: Patienteneinwilligung zur Durchfihrung einer Knochenmarkspunktion und

immunzytologischen Aufarbeitung
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