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Einleitung

Brustkrebs ist der am haufigsten auftretende bosartige Tumor bei Frauen, an dem
schitzungsweise 47.500 Frauen jedes Jahr aufs Neue in Deutscland erkranken. Im
Durchschnitt erkrankt jede 11. Frau im Laufe ihres Lebens an dieser Krebsart, wobei das
Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, sich mit zunehmendem Alter erh6ht. Im Jahr 2003
verstarben laut Statistik fiir Todesursachen 17.173 Frauen in Deutschland an Brustkrebs,
der damit in der Krebssterblichkeit mit 18% den ersten Rang bei den Frauen belegt
[www krebsregister.saarland.de]. Die Privalenz ist seit 1945 gestiegen und die Mortalitit
trotz verbesserter diagnostischer und therapeutischer Moglichkeiten nicht gesunken,
sondern auf dem gleichen Niveau geblieben (27 Todesfille per 100.000 Frauen)
[Marchall et al. 1993].

Der Fritherkennung durch Vorsorgeuntersuchungen von Frauen, die keine Symptome
aufweisen, wird eine groBle Bedeutung fiir die Therapie und Bekdmpfung des
Brustkrebses beigemessen. Wichtig ist es aber auch festzustellen, wie fortgeschritten ein
bosartiger Tumor ist, um den Patientinnen die richtige Therapie zukommen zu lassen.
Dabei ist das Vorhandensein bzw. Fehlen von Metastasen ein entscheidender Faktor in
der Wahl der Brustkrebstherapie und der Prognose [Pantel et al. 1993]. Brustkrebs
metastasiert bevorzugt in das Knochenmark. Theoretisch sind nur wenige Tumorzellen
notig, um die Entwicklung von soliden Metastasen zu begiinstigen. Das Problem besteht
allerdings darin, dass mit herkédmmlichen Untersuchungstechniken wie dem
Knochenmarkszintigramm einzelne Tumorzellen oder kleine Tumorzellaggregate nicht
nachgewiesen werden kénnen [Redding et al. 1983].

Fiir einige Krebsarten hat sich der Nachweis von isolierten Tumorzellen (,,isolated tumor
cells*, ITC) im Knochenmark als besonders geeignet erwiesen, um eine prognostische
Aussage fiir die betroffenen Patienten zu treffen. Allerdings sind epitheliale Zellen im
Knochenmark mit routinemiBig durchgefiihrten histologischen Farbungen nach
Pappenheim oder Giemsa nicht nachweisbar [Pantel et al. 1996 (b)]. Dennoch eignet sich
das Knochenmark sehr gut als Nachweisort fiir Tumorzellen epithelialen Ursprungs, da
diese sich in ihrem Zytokeratinmuster von den Stromazellen und den hidmotologischen

Stamm- und Vorlduferzellen unterscheiden [Kirk et al. 1990]. Der Nachweis von ITC im



Knochenmark durch immunhistologische Farbung gelang zum ersten Mal Solan et al.
[Solan et al. 1980]. Inzwischen sind epitheliale Zellen im Knochenmark bei
verschiedenen Karzinomen nachgewiesen worden [Schlimock et al. 1987 und Funke et
al. 1998]. Dabei hat die Untersuchungsmethode Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit, mit
der ITC nachgewiesen werden kénnen. Die durchschnittliche Haufigkeit des Nachweises,
d.h. die Wiederfindungsrate von ITC in verschiedenen Knochenmarkspréparaten
desselben Patienten, liegt bei 35% [Funke et al. 1998].

Eine wichtige Frage ist, ob das Vorkommen von ITC mit etablierten klinischen
Parametern, wie dem TNM-Stadium oder dem UICC-Stadium (International Union
Against Cancer) korreliert, und ob eine Aussage beziiglich der Rezidivzeit und der
Uberlebenszeit getroffen werden kann. Einige Studien, die unter diesem Aspekt
durchgefiihrt wurden, haben eine Korrelation zwischen dem Vorkommen von ITC im
Knochenmark und einer schlechteren Prognose fiir diese Patienten gefunden [Pantel et al.
1996 (a) und Braun et al. 2000].

Auf Grund der Haufigkeit des Mammkarzinoms verwundert es nicht, dass das
Vorkommen von ITC besonders hiufig bei diesem Tumor untersucht wurde [Funke et al.
1998]. Fir Patientinnen mit einem erhéhten Rezidivrisiko ist die Fritherkennung von
Metastasen sehr entscheidend, da diese Patientinnen eventuell von einer aggressiveren
Therapie profitieren kénnen. Der Knochenmarkstatus wird deswegen als ein wichtiger
diagnostischer Parameter bei der Therapiewahl und der Nachsorge des Mammakarzinoms
berticksichtigt. So wird in der TNM Klassifikation der Knochenmarkstatus als ein
fakultativer Prognosefaktor M(;) verwendet [Hermanek et al. 1993 und 1999]. Allerdings
haben nicht alle Patientinnen, bei denen ITC im Knochenmark nachgewiesen wurden,
auch ein erhohtes Risiko fiir ein Rezidiv und entwickeln manifeste Metastasen [Funke et
al. 1996]. Verdnderungen der Antigen Expression bei Brustkrebs kénnen bewirken, dap
eine Subpopulation von Zellen die Entwicklung von Metastasen begiinstigt.

Die Expression von Marker-Proteinen in ITC im Knochenmark wurde fiir verschiedene
Tumorarten untersucht. Beispiele solcher Marker-Proteine sind die nukledren
Proliferationsmarker ki 67 und p120 sowie das erbB2 Onkogen bei Brustkrebs [Pantel et
al. 1993], das Zelladhdsions-Molekiill CD54 beim Lungenkarzinom [Passlick et al.
1996], das MHC Klasse I Protein bei Brustkrebs und beim Kolonkarzinom [Pantel et al.



1991}, sowie der Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) in Magenkarzinom [Heiss et
al. 1995].

Unter den genannten Verinderungen des Proteinexpressionsmusters spielt der Major
Histocompatibility Komplex (MHC) der Klasse 1 eine wichtige Rolle. Der MHC Klasse 1
Protein-Komplex ist ein polymorphes Transmembran-Glykoprotein, das von einem Gen
auf dem Chromosom 6 kodiert wird. Das Protein ist assoziiert mit dem beta-2-
Microglobulin Protein, dessen Gen auf dem Chromosom 15 lokalisiert ist. Der MHC
Klasse 1 Komplex besteht aus dem klassischen (A,B,C) und dem nicht-klassischen
System (E,F,G) (Ref). Er dient der Aktivierung von Immunzellen und spielt eine wichtige
Rolle in der Tumorabwehr bei der Erkennung und Vernichtung von Tumorzellen [Hicklin
et al. 1999 und Ress et al. 1999]. So ist die Wirkung von zytotoxischen T-Zellen (CD 8+)
von der Interaktion mit dem MHC Klasse | Komplex abhidngig. Bei dieser Interaktion
darf jedoch eine bestimmte Konzentration von MHC Klasse 1 Molekiilen nicht
unterschritten werden, damit der zytotoxische Effekt wirksam wird [Sykulev et al. 1996
und Moretta et al. 1997]. Ob der MHC Klasse I Komplex die gleiche Wirkung auf
natiirliche Killerzellen wie auf zytotoxische T-Zellen hat, wird kontrovers diskutiert
[Hicklin et al. 1999 und Pazmany et al. 1996].

In der vorliegenden Studie wurde die Expression des MHC Klasse I Proteins auf ITC im
Knochenmark von Patientinnen mit Brustkrebs untersucht. Fiir diese Studie wurden
Daten von Kochenmarkuntersuchungen von Patientinnen verwendet, bei denen als
Primértherapie eine operative Entfernung des Tumors durchgefiihrt wurde. Patientinnen,
die vor der Operation eine Chemotherapie oder Bestrahlungstherapie bekommen hatten,
wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Studie wurde unter der Hypothese
durchgefiihrt, dass Tumorzellen, die den MHC Klasse 1 Komplex nicht exprimeren, ein
groferes malignes Potential aufweisen. Dies wiirde bedeuten, dass das Immunsystem
nicht in der Lage ist, ITC mit einem MHC Klasse I negativen Phéanotyp zu erkennen.

In dieser Studie wird zum ersten Mal der Einfluss der Expression des MHC Klasse 1
Komplexes auf die ITC im Knochenmark im Hinblick auf die Auswirkungen auf die

Uberlebens- und die rezidivfreie Zeit untersucht. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die



Hypothese, dass Tumorzellen mit Verlust des MHC Klasse I Proteins ein groBeres

malignes Potential aufweisen.

Materialen

Lésungen und Puffer

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS); pH 7.4; 10 fach konzentriert:
80 g NaCl (Fluka)

14.2 g Na,HPO,4 (Merck)

2 g KH,PO4 (Sigma)

2 g Na;HPOj4 x 2 H,O (Merck)

geldst in 1 Liter dH»0

Erythrozytenlysepuffer:

8.3 g NH4Cl (Merck)

1 g KHCO; (Merck)

0.0372 EDTA Triplex 111 (Merck)

gelost in 1 Liter; mit SN KOH (Merck); auf pH 7.4 eingestellt

0.2 M Trislésung:
24.2 g Tris (Merck)
gelost in 1 Liter dH20; mit 2M HCI (Merck) auf gewiinschte pH einstellen

10% Humanserum (Biotest)

5% Mausserum (Biotest)

Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase; APAAP [160p/ml] (Dakoptts)
Alkalische Phosphatase Konjugiertes Streptavidin (Dianova)



Aceton (Merck)

2% Glutaraldehyd (Merck)

Aufarbeitung der Knochenmarksaspirate

Ficoll (Pharmacia)

Trypanblau (Serva)

Immunohistochemische Farbung

Folgende Antikérper wurden bei der Einfach- und Doppelfirbung verwendet

Name Target Isotyp Firma Konzentration
CK2 Cytokeratin Primir - Boehringer 2.5pg/ml
Antikorper, [g G | Mannheim

W6/32 MHC Klasse Primér- Dianova 4pg/ml
AB,C Antikorper, Ig G

MOPC 21 Isotyp IgG Sigma 2.5pg/ml
Kontrolle

R&M Kaninchen- Sekundér- Dakopattes, 20pg/ml
Anti-Maus Antikorper, Ig M

G&M Ziege-Anti- Sekundir- Amersham 20pg/ml
Maus

Neufuchsinfarbung, 5%

Losung A: 72 mg Levamisol (Sigma) in 50 ml 0.2 M Tris-HC] Puffer (Merk), pH

9.7.16sen




Losung B: 40 mg Natriumnitrit (Fluka) in 1 mL dH,O I6sen. 0.4 ml 5% Neufuchsin
(Fluka) 5 g in 100 ml 2N HCI 16sen.

Losung C: 100 mg Napthol AS BI Phosphat (Sigma), 1.2 ml N,N-Dimethylformamid
(DMF; Fluka).

Immunogoldfiarbung

Intense TM Silver Enhancement Kit (Amersham). Reagenz A und B.

Zelllinien

Tumorzellen: SKRB-3 Brustkarzinom (American Type Culture Collection, Manassas,

VA)

Patientengut

In dieser Arbeit wurden 265 Patientinnen mit Mammakarzinom untersucht. Das
Patientengut besteht aus zwei Kollektiven, bei denen jeweils eine Untersuchung des
Knochenmarks durchgefiihrt wurde. Kollektiv 1 bestand aus 180 Patientinnen und wurde
in dem Zeitraum vom 1.10.1996 bis zum 31.12.1997 von mir untersucht. Kollektiv 2
enthielt 85 Patientinnen, es wurde vor dem 1.10.1996 untersucht und ebenfalls in die
statistische Auswertung einbezogen. Vor der Operation wurde bei allen Patientinnen ein
Tumorstaging gemdp der TNM und UICC Klassifikation durchgefiihrt [Sobin et al.
1997], um manifeste Metastasen auszuschliefen. Es umfasste eine Mammographie,
Réntgenaufnahmen des Thorax, Skelettszintigraphie, Oberbauchsonographie, CEA und
eine CA-153 Bestimmung. AuBerdem wurde der Menstruationsstatus erfasst [Santoro et
al. 2004].



Statistische Analyse

Alle Kalkulationen wurden mit SAS (Version 6.08) TS Software (SAS Institute, Cary,
NY) ermittelt.

Methoden

Aufarbeitung der Knochenmarksaspirate

Die Knochenmarkaspirate wurden intraopertiv mittels Plastikspritzen, die mit Heparin
benetzt waren, aus beiden Spinae iliacae anteriores superiores gewonnen. Das
Probevolumen schwankte zwischen 3 und 10 ml. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte
innerhalb von 36 Stunden. Die Priparate wurden mit 50 ml PBS verdiinnt und bei
Raumtemperatur und 1200 rpm sieben Minuten lang zentrifugiert. Die flottierenden
Bestandteile wurden abgenommen, das Sediment in 25 ml PBS resuspendiert und unter
sorgfiltiger Erhaltung der Phase auf 20 ml Ficoll geschichtet.

Das Trennen der Zellen erfolgte bei 2000 rpm fiir 20 Minuten bei 4° Celsius. Durch
zweimaliges Zentifugieren (1200 rpm; 7 Minuten, Raumtemperatur) mit PBS in 50 ml
wurden die in der Interphase angereicherten Zellen gewaschen. Durch Zugabe von 1-3 ml
Erythrozytenlysepuffer fiir 1 Minute nach dem ersten Waschvorgang wurde die
Interphase von Erythrozyten gereinigt.

Nach Vitalfarbung der Zellen mit Trypanblau wurde die Anzahl der vitalen Zellen in der
Neubauer-Zihlkammer ermittelt. 1 x 10° Zellen auf einem Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Objekttriger wurden 12-24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und
dann entweder gefirbt oder bei —20 Grad C gelagert.



Immunhistochemische Farbung

Einfachfirbung

Nach Fixierung in Aceton fiir 7 Minuten wurden die Praparate in PBS, die 10%
Humanserum enthielt, inkubiert, um unspezifische Fc-Rezeptoren zu blockieren.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem Primér-Antikorper anti-CK2 fiir eine Stunde
inkubiert, mit PBS gewaschen und anschliefend mit dem sekundiren Antikérper,
Kaninchen-Anti-Maus, beschichtet. Danach wurde der APAAP Komplex (Alkalische
Phosphatase anti-alkalische Phosphatase) aufgebracht [Cordell et al. 1984]. Die
Entwicklung erfolgte mit 5% Neufuchsin. Fiir jede Patientin wurden 1 x 10°
Knochenmarkzellen gefirbt. SKRB-3 Zellen einer Mammakarzinom Zelllinie wurden als
Positivkontrolle verwendet, der monoklonale Antikérper MOPC 21 (Mouse Myeloma

Protein) diente als Isotypkontrolle.

Arbeitsprotokoll
1. Acetonfixierung 7 min
2. Trocknen 10 min
3. 10% Humanserum in PBS 20 min
4. Inkubation mit primdrem Antikdrper
(anti-CK2) 60 min
5. Waschen mit PBS 3 x 5 min
6. Inkubation mit sekundirem Antikérper
(Kaninchen -anti-Maus) 30 min
7. Waschen mit PBS 3 X 5 min
8. APAAP Inkubation 30 min
9. Waschen mit PBS 3 x 5 min
10. Entwicklung mit 5% Neufuchsin 30 min



Doppelfarbung

Zur Untersuchung der MHC Klasse 1 Antigen Expression wurde eine Kombination von
APAAP und Immunogold Doppelfirbung durchgefiihrt [Riesenberg et al. 1993]. Die
Priparate wurden wie oben angegeben fiir 10 Minuten in Aceton fixiert und mit 10%
Humanserum in PBS inkubiert. AnschlieBend erfolgte zunéichst die Inkubation mit dem
monoklonalen Antikérper W6/32 gegen das MHC Klasse I Antigen, danach mit dem
sekundiren Antikorper Ziege-anti-Maus. Bevor die Inkubation mit dem zweiten Primér-
Antikérper (biotiniertem CK2), erfolgte, wurden die Prdparate mit 5% Mausserum
beschichtet. Es folgte eine Inkubation mit alkalischer Phosphatase-konjugiertem
Streptavidin. Die Praparate wurden anschlieBend in 2% Glutaraldehyd fixiert und mit 5%
Neufuchsin gefirbt. Fiir die Entwicklung der Immunogold Reaktion wurde das Intense
TM Silver Enhancement Kit verwendet. Als Isotyp Kontrolle wurde die MOPC 21
Antikorper verwendet. SKBR-3 Zellen wurden als Positivkontrolle benutzt.

Arbeitsprotokoll
1. Acetonfixierung 7 min
2. Trocknen 10 min
3. Inkubation mit 10% Humanserum in PBS 20 min
4. Inkubation mit dem monoklonalen Antikérper W6/32 60 min
5. Waschen mit PBS 3 x 5 min
6. Inkubation mit dem sekundiren Antikérper Ziege-Anti-Maus 30 min
7. 5% Maus-Serum 3 x 5 min
8. Inkubation mit biotiniliertem CK2 60 min
9. Waschen mit PBS 3 x5 min
10. Inkubation mit alkaliner Phosphatase konjugiertem Streptavidin 30 min
11. Waschen mit PBS 3 x 5 min
12. Fixierung in 2% Glutaraldehyd 10 min
13. Waschen mit PBS 3 x5 min
14. Entwicklung mit 5% Neufuchsin 20 min



15. Waschen mit 1X PBS 3 x 5 min
16. Entwicklung der Immunogold Reaktion 50 min
17. Waschen mit dH,O 3 X 5 min

Neufuchsinfdrbung, 5%

Losungen A und B wurden im Verhiltnis 1:1 vermischt und dann Losung C zugegeben.
Die Losung wurde steril filtriert. Die Objekttriger wurden fiir 20 min in diese Ldsung
getaucht und unter stindiger leichter Bewegung in einer Standkiivette bei

Raumtemperatur gefirbt.

Immunogoldfarbung

Reagenz A (1.5 ml) und B (1.5 ml) wurden im Verhiltnis 1:1 vermischt und auf die

Objekttrager aufgetragen. Die Reaktion wurde mit dH,O gestoppt.

Auswertung

Die Praparate wurden von zwei Personen unabhingig voneinander ausgewertet.

Bestanden Unstimmigkeiten bei der Auswertung wurde eine dritte Person hinzugezogen

Statistische Analyse

Die statistische Analyse fiir den prognostischen Einfluf} des MHC Klasse I Phanotyps auf
Tumorzellen im Knochenmark war auf Patientinnen ohne Fernmetastasen (M0) und eine
therapierbare Resektion (R0O) beschrinkt (n=30). Der Pearson Chi-Quadrat-Test wurde
verwendet, um die Korrelation zwischen MHC Klasse 1 Phinotyp und konventionellen
klinischen Parametern zu testen. Der gleiche Test wurde fiir die Nachsorgestudie

verwendet. Die Uberlebensanalyse wurde mit der Kaplan-Meier-Methode ermittelt. Die
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Methode basiert auf dem Log Rank Test; ein p-value < 0.05 wurde als statistisch

signifikant betrachtet.
Ergebnisse

Bei 265 Patientinnen mit einem Mammakarzinom wurde wahrend der Operation eine
Knochenmarkpunktion durchgefiihrt. Das Knochenmark wurde auf das Vorkommen von
isolierten epithelialen Tumorzellen (ITC) untersucht. Dazu wurde der monoklonale anti-
Cytokeratin 18-Antikérper CK2 verwendet. Bei 99 von 265 Patientinnen (37.5%) wurden
ITC gefunden (Abb. 1). Das Knochenmark dieser 99 Patientinnen wurde daraufhin
untersucht, ob die ITC MHC Klasse I exprimieren. Dazu wurde eine Doppelfirbung
durchgefiihrt, bei der die monoklonalen Antikérper CK2 und W6/32, letzterer gegen das
MHC-A, B und C Antigen gerichtet, verwendet wurden. In diesen doppelt gefarbten
Ausstrichen war die Wiederfindungsrate 35%, d. h. bei 35 dieser 99 Patientinnen wurden
ITC gefunden, die CK 2 immunoreaktiv waren und in 22 Fillen MHC Klasse I
exprimierten (Fig. 1). Fiir jede dieser Patientinnen wurden 1 x 10° Knochenmarkzellen
gefdrbt.

Da sich die vorliegende Untersuchung auf den prognostischen Einfluss der Expression
von MHC Klasse 1 Proteinen auf ITC auf die Uberlebenszeit und die rezidivfreie Zeit
konzentriert, wurden 5 der 35 Patientinnen, die bereits zum Zeitpunkt der Operation
solide Metastasen hatten, von  der statistischen Analyse ausgeschlossen. Die
Patientinnen im Stadium R0 MO (n=30) zeigten ein heterogenes Expressionsmuster von
MHC Klasse 1 auf CK2+ Zellen (Tab. 1). Bei 16 Patientinnen (53.3%) waren alle ITC
W6/32 positiv (CK2+//W6/32+ Phinotyp, Fig. 2a), bei 6 Patientinnen (20%) wurden
W6/32 positive und W6/32 negative Zellen gefunden (CK2+/W6/ 32+ und - Phénotyp)
und bei 8 Patientinnen (26,7%) waren W6/32 negativ (CK2+//W6/32- Phinotyp).

Um den Einfluss von MHC Klasse I Phdnotypen auf klinische Faktoren und die
Uberlebenszeit zu untersuchen, wurden die Patientinnen 4 Gruppen zugeteilt und in einer
statistischen Analyse miteinander verglichen (Tab. 2 und 3). Gruppe A beinhaltete
Patientinnen, bei denen alle ITC CK2+//W6/32+ (n=16) waren, Gruppe B Patientinnen,
bei denen alle ITC CK2+//W6/32- und bei denen sowohl CK2+//W6/32+ als auch

i



CK2+//W6/32- ITC vorkamen (n=14). Gruppe C enthielt nur Patientinnen, bei denen alle
ITC CK2+//W6/32- waren (n=8) und Gruppe D Patientinnen, bei denen alle ITC
CK2+//W6/32+ und bei denen sowohl CK2+/W6/32+ als auch CK2+/W6/32- ITC
vorkamen (n=22). Folgende Gruppen wurden gegeneinander getestet: A gegen B und C
gegen D. Es stellte sich heraus, dass der MHC Klasse I negative Phénotyp mit einem
schlechter differenzierten Tumortyp (Grading 3) korreliert; (G1 vs. G3, p-value 0.036);
gut differenziert (Grading 1). Im Gegensatz dazu stammten 93% der epithelialen
Tumorzellen mit dem CK2+//W6/32+ Phénotyp (n=16) von Primértumoren ab, die ein
Grading von 1-2 aufwiesen. Alle anderen klinischen Parameter, wie das TNM Stadium,
die UICC Klassifikation, das Alter der Patientinnen sowie ithr Menstruationsstatus wiesen
keine statistisch signifikante Korrelation zum MHC Klasse I negativen Phinotyp auf.

Die Analyse der Uberlebensdaten zeigte, dap 4 der RO MO Patientinnen innerhalb des
Nachsorgezeitraums (Median 27 Monate, Range: 15-41 Monate) starben. Diese
Patientinnen hatten alle W6/32- Tumorzellen im Knochenmark (CK2+/W6/32-, n=3;
CK2+//W6/32+ und -, n=1).

Im Vergleich dazu waren alle Patientinnen des CK2+//W6/32 + Phéanotyps am Ende des
Nachsorgezeitraums noch am Leben (Gruppe A vs. B, p=0.02; Gruppe C vs. D, p=0.02,
Tab. 2 und 3). Die Uberlebensuntersuchung mit der Kaplan-Meier-Methode zeigt, daf
der MHC Klasse I negative Phénotyp mit einer kiirzeren Uberlebenszeit korreliert, und
daB Patientinnen mit MHC Klasse I positivem Phinotyp eine gute Uberlebensprognose
haben (Gruppe A vs. B, p=0.072; Gruppe C vs. Gruppe D, p=0.061, Fig. 3 und 4).

Diese Daten werden zusétzlich durch die Tatsache unterstiitzt, dap 4 Patientinnen (RO
M0) der Gruppe A (CK2+//W6/32+) zwar mehr als zehn ITC im Knochenmarksausstrich
(ca 10° Zellen) aufwiesen, aber keine Metastasen oder Rezidive entwickelten (Median
der Nachsorgezeit, 87.5 Monate; siche Fig. 5).

Weiterhin wurde der Effekt des Gradings (G) auf die Uberlebenszeit untersucht (Fig. 6).
Verglichen wurde G1-2 versus G3. Es stellte sich heraus, dap der Differenzierungsgrad
des Primirtumors keinen Einflup auf die Uberlebenszeit der Patientinnen hatte. Bei der
Betrachtung der Rezidivzeit in RO MO Patientinnen (n=29) wurde keine eindeutige
Tendenz festgestellt. Moglicherweise ist hier eine lingere Beobachtungszeit notwendig

(Gruppe A vs. B p=0.08, Gruppe C vs. D p=0.6, Fig. 7 und 8).
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Diskussion

Bis jetzt wurden verschiedene Prognosefaktoren, wie z.B. das Urokinase Plasminogen-
Aktivator Protein, das Lektinbindungsmuster des Primédrtumors, Ploidy, erbB2 Onkogen,
Epidermal Growth Faktor, Cathepsin D und der Lymphknotenstatus, fiir den Brustkrebs
diskutiert [Janicke et al. 1989, Leathem et al. 1987, Lee et al. 1990, Merkel et al. 1990,
Neville et al. 1991, Paik et al. 1990, Sainsbury et al. 1987, Sigurdsson et al. 1990,
Silverstrini et al. 1990, Tandon et al. 1990, Weidner et al. 1991]. Von diesen Faktoren hat
der Lymphknotenstatus den besten Aussagewert beziiglich der Rezidiv- und
Uberberlebenszeit, wenn die einzelnen Prognosefaktoren gewichtet werden. [Jaenicke et
al. 1994]. Mehrere Gruppen haben auch das Vorkommen von ITC im Knochenmark in
verschiedenen Tumoren untersucht und mit klinischen und pathologischen Parametern
korreliert [Redding et al. 1983, Salvadori et al. 1990, Dearnaley et al. 1991, Kirk et al.
1990, Cote et al. 1991, Mansi et al. 1991, Diel et al. 1992, Harbeck et al. 1994, Osborne
et al. 1994]. Das Vorkommen von ITC im Knochenmark wurde beim Brustkrebs am
besten untersucht. Es stellte sich daher die Frage, ob das Vorkommen von ITC im
Knochenmark als Prognosefaktor des Mammakarzinoms benutzt werden kann und die
Grundlage fiir eine Therapieentscheidung bilden kann [Izbicki et al. 2002, Pantel et al.
1999, 2000].

Funke et al. [Funle et al. 1998] gingen dieser Frage in einer Meta-Anlyse nach und
kamen zu dem Schluf, daf} die Anzahl der Patientinnen in den untersuchten Gruppen
sowie das methodische Vorgehen ein entscheidendes Kriterium dafiir sind, welcher
Status dem Knochenmarksbefund beigemessen werden kann. Weiterhin stellt sich die
Frage, ob das Vorkommen von epithelialen Tumorzellen an sich die Entwicklung von
soliden Metastasen begiinstigt oder ob zusitzlich bestimmte Veridnderungen der Protein-
Expressionsmuster eine Rolle spielen [Pantel et al. 1994]. Anderungen in der genetischen
Expression der Tumorzellen und die damit verbunden phinotypischen Anderungen
konnten entscheidend fiir das Metastasierungsverhalten und die Bildung von soliden

Metastasen sein [Frost et al. 1992, Hart et al. 1992]. Die Identifikation eines solchen
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Phinotyps koénnte damit eine wichtige prognostische und therapeutische Bedeutung
erlangen. Obwohl bei einem groBen Teil der Patientinnen das Mammakarzinom in einem
frithen Tumorstadium (UICC: 0/I/11/) diagnostiziert wird, entstehen trotz angemessener
Therapie solide Metastasen oder lokale Rezidive. Um diesen Patientinnen bessere
Therapiemoglichkeiten zukommen zu lassen, wiren zusitzliche Marker wichtig, mit
denen diese Patientinnen identifiziert werden kénnen.

Ein wichtiger Schritt in der Entwicklung von Metastasen ist die Moglichkeit der
Tumorzellen, sich der Immunabwehr zu entziehen [Hicklin et al. 1999]. Bei der
Erkennung und Vernichtung der Tumorzellen spielt das MHC Klasse I Antigen eine
wichtige Rolle. Die CD 8+ T-Lymphozyten und die natiirlichen Killerzellen (NK)
erkennen und vernichten Tumorzellen iiber das MHC Klasse I Antigenexpressionsmuster
[Heo et al 1998, Rivoltini et al. 1995, Pende et al. 1998, Lanier et al. 1997, Lopez-Botet
et al. 1999]. Der Verlust des MHC Klasse I Antigens kénnte dazu fiithren, dass
Tumorzellen von Immunzellen nicht erkannt werden. Diese Tumoren wiren dadurch
aggressiver, Metastasen kénnten sich schneller entwickeln, so dass die Prognose fiir die
Patientin sich verschlechtert [Gopas et al. 1989].

Die Expression des MHC Klasse I Antigens wurde in verschiedenen Tumoren untersucht,
u.a. in Karzinomen der Lunge [Redondo et al. 1991, Passlick et al. 1994], der Niere
[Luboldt et al. 1996], der Prostata [Blades et al. 1995], der Cervix uteri [Honma et al.
1994], der Brust [Maiorana et al. 1995, Concha et al. 1991 Vitale et al. 1998, Pantel et al.
1991], des Kolons [Moller et al. 1991 und Smith et al. 1988] des Kopf-Hals-Bereiches
[Esteban et al. 1996, Mattijssen et al. 1991] sowie in Melanomen der Haut [Jager et al.
1997]. Bei diesen Untersuchungen konnte keine eindeutige Tendenz fiir eine schlechtere
Prognose in Verbindung mit einem MHC Klasse I negativem Phénotyp der Tumorzellen
gefunden werden. In der vorliegenden Studie wurde das Vorhandensein des MHC Klasse
I Phéanotyps auf ITC im Knochenmark mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers W6/32,
der gegen das HLA- A,B,C Antigen gerichtet ist, in einer Gruppe von 30 Patientinnen,
bei denen der Tumor vollstindig entfernt wurde und die keine Metatstasen aufwiesen
(ROMO), bestimmt [Zia et al. 2001]. In fast der Hilfte der Patientinnen wurden ITC mit
MHC Klasse I negativen Phinotyp im Knochenmark gefunden (46.7%), davon 8
Patientinnen (26.7%), in deren Knochenmark nur ITC mit MHC Klasse I negativem
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Phinotyp beobachtet wurden und 6 Patientinnen (20%), die sowohl Tumorzellen mit
MHC Klasse I negativem Phénotyp als auch positivem Phédnotyp aufwiesen. Ein solches
heterogenes Expressionsmuster wurde sowohl an ITC im Knochenmark [Bicknell et al.
1994] als auch bei Primirtumoren des Brustkrebses in anderen Studien beobachtet
[Hicklin et al. 1999, Maiorana et al. 1995].

Die Korrelation des MHC Klasse 1 Expressionsmuster mit klinischen und pathologischen
Parametern hat gezeigt, dafp ITC im Knochenmark mit einem negativen MHC Klasse 1
Phinotyp sehr hdufig von einem wenig differenzierten Brustkrebs stammen [Concha et
al. 1991] und dass ein bei Primérkarzinomen gefundener negativer Phinotyp ebenfalls
mit einem wenig differenzierten Tumor korreliert [Redondo et al. 1991, Vitale et al.
1998]. Der Vergleich zwischen Patientinnen, die ITC mit entweder MHC Klasse |
positiven oder negativen Phinotypen aufwiesen, ergibt, dass 29% der Patientinnen (RO
MO) mit MHC Klasse 1 negativen Phinotyp innerhalb von 27 Monaten (Range 15-41
Monate) nach der Operation solide Metastasen entwickelten und starben, wihrend alle
Patientinnen mit MHC Klasse 1 positivem Phénotyp nach einer Nachsorgezeit von 98
Monaten (Range 15-98 Monate) noch am Leben waren. In dieser letzteren Gruppe
befanden sich auch Patientinnen mit mehr als zehn ITC im Knochenmarksausstrich. Die
positive Korrelation zwischen MHC Klasse I negativem Phénotyp und einer schlechteren
Prognose fiir die Patientinnen wird weiter durch die Kaplan-Meier-Analyse unterstiitzt.
Eine genauere Aussage kann aber erst nach der Untersuchung eines gréferen RO MO

Kollektivs, das die Anwendung einer Multivarianzanalyse erlaubt, getroffen werden.

Verdnderungen im Expressionsmuster des MHC Klasse I Komplexes sind hauptsichlich
auf zwei Ursachen zuriickzufithren. Zum einen kénnen Mutationen in den kodierenden
Regionen der MHC Klasse I Gene auftreten, zum anderen fihren Mutationen in den
Regulationsregionen der Gene zu einer abnormalen Genexpression [Hicklin et al. 1999
(a)]. Zum Beispiel hat eine Mutation im f3; -Microglobulin-Gen einen totalen Verlust des
MHC Klasse I Komplexes zur Folge. Dies wurde bei Karzinomen der Lunge, des Kolons
und der Brust sowie bei Melanomen beschrieben [Bicknell et al. 1994, Hicklin et al. 1997
(b), Hicklin et al. 1998, Chen et al. 1996]. Besonders sog. "hot spot" Regionen im B2-
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Microglobulin Gen, die eine erh6hte Mutationsrate aufweisen, werden fiir den kompletten
Verlust von MHC Klasse 1 Antigenen verantwortlich gemacht [Bicknell et al. 1994,
Hicklin et al. 1997b, Hicklin et al. 1998]. Auch kénnen Chromosomen-Aggregation (non-
Dysjuntion) und Rekombinationsereignisse in der Mitose zum Verlust der MHC Klasse 1
Gene fithren [Marincola et al. 1994, Torres et al. 1996, Browning et al. 1993].
Mutationen, die sich auf den Transkriptionslevel des HLA B-Locus auswirken,
beeintrichtigen die Expression des MHC Klasse 1 [Soong et al 1992]. Defekte im
Antigen-Prisentationsprozess bewirken einen partiellen bis totalen Verlust des MHC
Klasse I Antigens [Seliger et al. 1997, Peace-Brewer et al. 1996, Restifo et al. 1993].
Weiterhin sind bestimmte Onkogene wie z.B das c-myc und c-jun mit einer
Herunterregulierung des MHC Klasse I Komplexes assoziiert [Versteeg et al. 1988,
Howcroft et al. 1993].

Es stellt sich nun die Frage, ob Patientinnen, bei denen der primére Tumor und /oder ITC
einen MHC Klasse I negativen Phinotyp aufweisen, von einer Immuntherapie profitieren
konnen. Fiir die Diskussion dieser Frage mogen folgende Studien von Bedeutung sein. In
vitro Experimente haben gezeigt, dass die Transfektion von CD8+ Lymphozyten mit
dem MHC Klasse I Gen mit einem héheren zytotoxischen Effekt der CD8+ Lymphozyten
korreliert [Rivoltini et al. 1995]. Weitere Faktoren, die in vitro zur Hochregulierung von

MHC Klasse I Molekiilen benutzt wurden, sind Interferon y und Tumor Nekrose Faktor

o [Rosenberg et al. 1990]. Klinische Studien haben ergeben, dass Patientinnen mit
metastasierendem Brustkrebs, die mit allogenen Brustkrebszellen geimpft wurden, eine
erhéhte Anzahl von C8+ Zellen im Blut aufwiesen, diese aber nicht zu einer objektiven

Tumorregression fiihrten [Dols et al. 2003].

Diese Arbeit wurde 2001 abgeschlossen und die Ergebnisse im International Journal of
Cancer publiziert [Zia et al. 2001]. Eines der Hauptprobleme in der &rztlichen
Versorgung von Patientinnen mit Mammakarzinom ist immer noch, diesen eine addquate
Therapie zukommen zu lassen. Der Brustkrebs ist hinsichtlich seines Ursprungs ein sehr
heterogener Tumor. Fiir die Prognose werden vor allem der Lymphknotenstatus und das
Grading herangezogen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass beide Parameter das klinische

Verhalten von Tumoren nicht zuverldssig beschreiben [Vant't Veer et al. 2002,
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Goldhirsch et al. 1998 und National Institue of Health 2001]. Die Therapiewahl bei der
Behandlung des Brustkrebses beruht bisher vor allem auf dem Lymphknotenstatus.
Obwohl eine aggressive Behandlung mit Chemo- und Hormontherapie das Risiko von
Fernmetastasen um ein Drittel reduziert, wiirden 70-80% dieser Patientinnen aber auch
ohne diese Therapie iiberleben [Early Breast Cancer Trialist’s Collaborative Group 1998,
Perou et al. 1999]. Andererseits entwickeln Patientinnen Fernmetastasen, die auf Grund
des Lymphknotenstatus und Gradings eine gute Prognose haben.

Diese Studie zeigt, daP ein fehlen des MHC Klasse I Antigens auf ITC einen negativen
Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patientinnen hat [Zia et al. 2001]. Therapie-Ansitze,
die zum Ziel haben die Expression des MHC Klasse I Proteins zu erhéhen, kénnten bei
der Behandlung von Brustkrebs und anderen Tumorarten Verwendung finden [Knuth et
al. 2000, Mansi et al. 1999, Garrido et al. 1997]. Eine Studie von Weidanz et. al
[Weidanz et al. 2006] zeigte, daPp die Wirkung von cytoxischen T-Lymphozyten vom
Expressionsgrad des MHC Klasse I Proteinkomplexes abhangig ist.

Das MHC Klasse I Komplex presentiert auf der Zelloberfliche von Tumorzellen Tumor-
Specifische  Anigene (,tumor-asscociated Ags“-TAA). Diese koénnen vom
Immunabwehrsystem erkannt werden. Viele Tumoren haben eine ganz spezifische TAA-
MHC Klasse I Proteinkomplex. [Baxevanis et al. 2006, Andersen et al. 2003]. Diese
Tatsache fithrte zur Entwicklung von einem Antikérper (Trastuzumab), welcher in der
Behandlung von Brustkarzinom verwendet wird [Wittman et al. 2006].

Ist der Tumor in seinem genetischen Expressionsmuster soweit veridndert, dap die
Tumorzelle das MHC Klasse 1 Protein nicht mehr exprimiert, dann kann davon
ausgegangen werden, daP} diese Tumorzelle auch schlechter vom Immunsystem erkannt
wird und somit viel aggressiver sein wird. Neue Technologien wie Proteonomic Scanning
Chips und DAN- Mikroarrays bieten die Moglichkeit die Protein und m-RNA expression
von MHC Klasse I Proteinkomplex im Brustkarzinom zu studieren [Rock et al. 2004] und

neue Therapieansitze zu finden.
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Zusammenfassung

Im Durchschnitt erkrankt jede 11. Frau an Brustkrebs [www krebsregister.saarland.de],
der bevorzugt in das Knochenmark metastasiert. Theoretisch sind nur wenige
Tumorzellen nétig, um die Entwicklung von soliden Metastasen zu begiinstigen.
Allerdings kénnen mit herkémmlichen  Untersuchungstechniken wie dem
Knochenmarkszintigramm einzelne Tumorzellen oder kleine Tumorzellaggregate nicht
nachgewiesen werden [Redding et al. 1983]. Das Knochenmark eignet sich sehr gut als
Nachweisort fiir Tumorzellen epithelialen Ursprungs, da diese sich in ihrem
Zytokeratinmuster von den hdmotologischen Stamm- und Vorlduferzellen unterscheiden
[Kirk et al. 1990]. Eine wichtige Frage ist, ob das Vorkommen von ITC an sich mit
etablierten klinischen Parametern korreliert oder andere Verdnderungen am
Proteinexpressionsmuster entscheidend sind. In dieser Studie wird zum ersten Mal der
Einfluss der Expression des MHC Klasse I Komplexes auf die ITC im Knochenmark im
Hinblick auf die Auswirkungen auf die Uberlebens- und die rezidivfreie Zeit untersucht.
Bei der Erkennung und Vernichtung der Tumorzellen spielt das MHC Klasse 1 Antigen
eine wichtige Rolle. In der vorliegenden Studie wurde das Vorhandensein des MHC
Klasse I Phanotyps auf ITC im Knochenmark mit Hilfe des monoklonalen Antikdrpers
W6/32, der gegen das HLA- A,B,C Antigen gerichtet ist, in einer Gruppe von 30
Patientinnen, bei denen der Tumor vollstindig entfernt wurde und die keine Metatstasen
aufwiesen (ROMO), bestimmt [Zia et al. 2001]. Die Uberlebensuntersuchung mit der
Kaplan-Meier-Methode zeigt, dap der MHC Klasse 1 negative Phénotyp mit einer
kiirzeren Uberlebenszeit korreliert, und daB Patientinnen mit MHC Klasse I positivem
Phinotyp eine gute Uberlebensprognose haben (p=0.02, Tab. 2 und 3). Diese Daten
werden zusitzlich durch die Tatsache unterstiitzt, dap 4 Patientinnen (RO M0) zwar mehr
als zehn MHC Klasse 1 positive ITC im Knochenmarksausstrich (ca 10° Zellen)
aufwiesen, aber keine Metastasen oder Rezidive entwickelten (Median der
Nachsorgezeit, 87.5 Monate; siehe Fig. 5).

Ist der Tumor in seinem genetischen Expressionsmuster soweit verdndert, daf die
Tumorzelle das MHC Klasse I Protein nicht mehr expremiert, dann ist diese Tumorzelle

auch schlechter vom Immunsystem erkannbar. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die
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Hypothese, da® Tumorzellen mit Verlust des MHC Klasse I Proteins ein gréfBBeres

malignes Potential aufweisen.

Anhang

Tabelle 1

Patientin ' W6/32-> W6/32+ Gesamtzahl Einzelne Zellen Zellcluster

235 10 10 10 1x2, 1x3,1x4,

3x10

1025 14 14 5 3x10

965 31 31 1

594 40 40 10

244 3 3 3

2995 | 1 1

2750 2 2 2

2766 2 2 g

2771 ] 1 1

2793 2 2 2

234 4 4 2 2x1

304 1 1 1

1047 3 3 3

2993 1 1 1

2816 1 I ]

2996 1 1 1

1594 2 2 2

2991 1 I 1

1212 9 9 1 1x2, 1x6

2827 1 1 1

1278 9 2 2

1259 ] 1 I

1437 1 1 1

396 11 11 3 2x4

2896° i 1 23 12 W6/32-: 1x3, 4x2

595° 8 20 28 W6/32-: 1 W6/32-: 1x3
W6/32+ 20 1x4

432° 5 45 50 W6/32-: 5 W6/32+: 1x2,
W6/32+: 3 1x5, 1x10, 1x15

2667 3 1 4 W6/32-: 3
W6/32+: |

230° 8 12 20 W6/32-: 8 W6/32+: 1x2, 1x8
W6/32+:2

398° 2 3 5 W6/32-: 2 W6/32+: 1x2
W6/32+: 1

Eine Zusammenfassung aller RO M0 Patientinnen, die in der statistischen Erhebung
einbezogen wurden;

! bei der Erfassung der Daten hat jede Patientin eine Nummer bekommen, um die
Erfassung der Daten zu erleichtern

> MHC Klasse I Phanotyp

? bei diesen Patientinnen wurden im Knochenmark Tumorzellen sowohl mit MHC
Klasse I negativem Phanotyp und positivem Phénotyp gefunden.
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Tabelle 2

Parameter n Gruppe A Gruppe B p*
Alter (Median) 30
<56 8 8
> 56 8 6 n.s.
T Stage 30
Tis/T1/T2 14 13
T3/T4 2 1 n.s.
N Stage 30
Positive 10 6
Negative 6 8 n.s.
Grading” 29
Gl 2 3
G2 12 5
G3 1 6 0.036
uicc? 29
0/1/11 13 12
/v 2 2 n.s.
Menostatus 30
Pre 7 3
Post 9 11 n.s.
Uberleben 30
Tod 0 4
am Leben 16 10 0.02
Rezidiv’ 29
Ja 3 5
Nein 12 9 n.s.

Korrelation zwischen MHC Klasse I Phanotyp auf epithelialen Zellen im Knochenmark

mit klinopathologischen Parametern in ROMO Patientinnen. Gruppe A: CK2+//W6/32+
(n=16); Gruppe B: CK2+//W6/32- und CK2+//W6/32+ und - (n=14); n = Anzahl von

Patientinnen; n.s. nicht signifikant; " Daten nicht fiir alle Patientinnen vorhanden,

*Signifikant mit Pearson chi-square Test p < 0.05
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Tabelle 3

Parameter n Gruppe C Gruppe p*
Alter (Median) 30
<56 4 12
> 56 4 10 n.s.
T Stage 30
Tis/T1/T2 8 19
T3/T4 0 3 0.5
N Stage 30
Positive 4 12
Negative 4 10 n.s.
Grading” 29
Gl 2 3
G2 2 15
G3 | 3 0.061
vicc 29
0/1/11 7 18
II/1vV 1 3 n.s.
Menostatus 30
Pre 1 9
Post 7 13 n.s.
Uberleben 30
Tod 3 1
am Leben 5 21 0.02
Rezidiv' 29
Ja 3 5
Nein 5 16 n.s.

Korrelation zwischen MHC Klasse I Phénotyp auf epithelialen Zellen im Knochenmark
mit klinopathologischen Parametern in RO MO Patientinnen. Gruppe C: CK2+//W6/32-
(n=8); Gruppe D: (CK2+//W6/32+ und CK2+//W6/32+ und - (n=22); n = Anzahl von
Patientinnen; n.s. nicht signifikant; * Daten nicht fiir alle Patientinnen vorhanden,
*Signifikant mit Pearson chi-square Test p < 0.05
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Fig. 1 Die Phanotypische Charakterisierung der Knochenmark Priparate nach der
Doppelfirbung zur Identifizierung des MHC Klasse I Expression. Von den 35
Patientinnen hatten fiinf solide Metastasen (M1) zum Zeitpunkt der Operation.
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CK2+//W6/32- Tumorzellen

Fig. 2 Firbungen von Tumorzellen. Abb. I-III zeigen SKRB-3 Tumorzelllinien des
Brustkarzinoms, die als Kontrolle benutzt wurden. Abb. IV-V zeigen Tumorzellen im
Knochenmark von Patientinnen mit Mammakarzinom. Rot gefiirbte Zellen stellen
Tumorzellen dar, die positiv fiir das Antikérper CK2 waren, gerichtet gegen das
Cytokeratin 18. Die schwarze Firbung stellt die Expression des MHC Klasse I Proteins
dar. Hierbei wurde der Antikdrper W6/32 zur Férbung benutzt.
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Fig. 3 Die Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir RO M0 Patientinnen mit
Mammakarzinom sind unterteilt gemap des MHC Klasse 1 (mAb W6/32) Phinotyps der
epithelialen Zellen (mAb CK2) im Knochenmark. Gruppe A: CK2+//W6/32+ (n=16);
Gruppe B: CK2+// W6/32-, CK2+//W6/32+ und - (n=14). Aufgetragen ist die

Uberlebenszeit in Tagen gegen die Prozentzahl iiberlebender Patientinnen (log rank p =
0.072).
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Fig . 4 Die Kaplan Meier Uberlebenskurven fiir RO M0 Patientinnen mit
Mammakarzinom sind unterteilt gemép des MHC Klasse I (mAb W6/32) Phinotyps der
epithelialen Zellen (mAb CK2) im Knochenmark. Gruppe C: CK2+//W6/32- (n=8);
Gruppe D: CK2+// W6/32+, CK2+//W6/32+ und - (n=22). Aufgetragen ist die

Uberlebenszeit in Tagen gegen die Prozentzahl der iiberlebender Patientinnen (log rank
p=0.061).
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Fig. 5§ MHC Klasse I Phanotyp und Anzahl von epithelialen Tumorzellen im Knochen-
mark von RO MO Patientinnen (n=30). CK2+//W6/32+ (n=16), CK2+//W6/32- (n=8) und

CK2+//W6/32+ und - (n=6).
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Fig .6 Kaplan Meier Uberlebenskurven mit dem Einfluss des Differenzierungsgrades

(Grading) des Tumors auf die Uberlebenszeit in RO M0 Patientinnen (n=29) mit

Mammakarzinom, die epithelialen Zellen im Knochenmark hatten und bei denen der

MHC Klasse I Phinotyp (mAb W6/32) bestimmt worden war.
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Fig .7 Der MHC Klasse I Phianotyp (m Ab W6/32) epithelialer Zellen im Knochen-
mark und dessen Einfluss auf die Rezidivzeit von RO M0 Patientinnen (n=29) mit

Mammakarzinom. Gruppe A: CK2+//W6/32+, (n=15); Gruppe B: CK2+//W6/32-,
CK2+//W6/32+ und - (n=14)
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Fig. 8 Der MHC Klasse I Phianotyp (m Ab W6/32) epithelialer Zellen im Knochen-
mark und dessen Einfluss auf die Rezidivzeit von RO M0 Patientinnen (n=29) mit
Mammakarzinom. Gruppe C: CK2+//W6/32-, (n=8); Gruppe D: CK2+//W6/32+,
CK2+//W6/32+ und - (n=21).
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