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1. Einleitung

1.1. Das Mammakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Im Jahr 2004 wurden weltweit ca. 1,2 Millionen Brustkrebserkrankungen
diagnostiziert (*°). Statistisch gesehen muss jede zehnte Frau damit rechnen,
im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu erkranken. In den industriell
fortgeschrittenen Landern stellt Brustkrebs die haufigste maligne Neubildung
bei Frauen dar ('*®). Nach Schatzungen des Robert-Koch-Institutes in Berlin
erkranken allein in Deutschland jahrlich ca. 55.000 Frauen an Brustkrebs, was
einem Anteil von 27% an allen Krebsneuerkrankungen bei Frauen entspricht
(**3). Auch hinsichtlich der Krebssterblichkeit bei Frauen ist Brustkrebs mit 17%
die am haufigsten zum Tode fihrende Krebsart. Dem statistischen Bundesamt
zufolge starben in Deutschland im Jahre 2006 17.286 Frauen an Brustkrebs,

was 4% aller Todesfalle bei Frauen entsprach.

Obwohl die Inzidenz des Mammakarzinoms in den Industrielandern seit
mehreren Jahren stetig wachst, beobachtet man heute in den meisten
westlichen Landern eine riickldufige Mortalitait an Brustkrebs ('®). Diese
Entwicklung l&sst sich in erster Linie durch Therapiefortschritte erklaren,
wenngleich auch die Vorsorge- und Friherkennungsprogramme dabei eine

Rolle spielen. ("¢, 8, 4.

1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom stellt ein histologisch heterogenes Krankheitsbild dar,
dessen Atiologie bis heute nicht vollstandig geklart werden kann. Es wird
heutzutage von einer multifaktoriellen Genese dieser Erkrankung ausgegangen.
Die wesentlichen Risikofaktoren sind: Weibliches Geschlecht, hohes Alter,

genetische Disposition und hormoneller Status.



So ist das Brustkrebsrisiko bei Frauen 400mal héher als bei Mannern (*').
Weiter steigt es stetig mit dem Alter, wobei der Erkrankungsgipfel zwischen
dem 50. und dem 70. Lebensjahr liegt ().

Bei etwa 5% der Frauen ist die Entwicklung der Krankheit genetisch bedingt.
Verantwortlich hierfir sind dominante, hoch penetrante Mutationen der
Tumorsuppressorgene BRCA-1 und/oder BRCA-2. Die Mutation dieser beiden
Gene erhdht das kumulative Erkrankungsrisiko bis zur Vollendung des 70.
Lebensjahres um bis zu 85% (%°). Bei alleiniger Mutation von BRCA-1, die fiir
ca. 80% der familiar bedingten Mammakarzinome verantwortlich ist, betragt das
kumulative Risiko 82% (*°).

Zusatzlich spielen in der Atiologie des Mammakarzinoms die hormonellen
Faktoren eine wesentliche Rolle. Eine verlangerte bzw. erhdhte Konzentration
der endogenen Ostrogene dient als Erklarung des Risikoanstiegs bei frither
Menarche, spater Menopause, spéater ersten Schwangerschaft, geringer Anzahl

von Schwangerschaften sowie bei Kinderlosigkeit oder kurzer Stillphase ().

SchlieBlich werden auch Umwelt- und Erndhrungseinfliisse sowie Rauchen und
Alkoholkonsum als Risikofaktoren bei Brustkrebs diskutiert.

1.1.3. Prognostische und pradiktive Faktoren

Zu den Faktoren mit prognostischer Relevanz bei Mammakarzinom gehéren
Alter, TumorgréBe, Lymphknotenbefall, histologischer Typ, Grading,
Hormonrezeptorstatus des Tumors sowie LymphgefaBinvasion und
perinoduldre Infiltration (°). Nach Empfehlungen der Konsensus-Konferenz von
St-Gallen 2007 werden fur Therapieentscheidungen jedoch nur Alter,
TumorgrdBe, Lymphknotenbefall, Grading und Hormonrezeptorstatus bendétigt
(™. Die Bestimmung dieser Parameter ist fiir eine vollstindige
Krankheitsdiagnose obligat. Zu den pradiktiven Faktoren fir ein
Therapieansprechen hingegen gehéren der Hormonrezeptorstatus, der

Menopausenstatus und der Her2/neu-Status.



In der Literatur werden zusatzlich zahlreiche biochemische Marker (Kathepsin
D, B und L, uPA, PAI-1,), Wachstumsfaktoren (EGF, TGFa,) oder
proliferationskinetische Marker (S-Phase-Fraktion, MIB1, Ki-67) als potentielle
prognostische Faktoren fir Mammakarzinom diskutiert. Unter diesen ,neuen®
Prognosefaktoren sind die tumorassoziierten Proteolysefaktoren, der
Urokinase-Plasminogenaktivator (uPA) und der Plasminogenaktivator-Inhibitor
Typ1 (PAI-1) besonders vielversprechend ('%°). Auch der immunzytochemische
Nachweis disseminierter Tumorzellen im KM gehért zu den Faktoren mit
unabhéangiger prognostischer Relevanz. In zahlreichen Studien sowie in einer
Poolanalyse konnte mit Level-I-Evidenz gezeigt werden, dass der positive
Knochenmarkstatus bei Mammakarzinom-Patientinnen mit einer

verschlechterten Prognose einhergeht (28, 69,104 70 26 88 .165 47y

1.2. Tumorzelldissemination

Unter dem Begriff der Tumorzelldissemination versteht man eine schon in
Frihstadien der neoplastischen Erkrankung stattfindende, hamatogene
Streuung einzelner Zellen bzw. Zellcluster des Primartumors in das
Knochenmark. Dieses Phanomen wird nicht nur bei Mammakarzinom, sondern
auch bei anderen gynékologischen Malignomen beobachtet (''). Da sich dies
noch vor einer Stromainvasion ereignet, gelten die DTZ als Vorstufe einer
potenziellen Mikrometastasierung. Damit stellt die Tumorzelldissemination ein
reversibles, kurativ therapierbares Krankheitsstadium dar, wéhrend es sich bei
Mikrometastasen zumeist um eine palliative Situation handelt (Tab. 1). Isolierte
Tumorzellen kénnen auch im peripheren Blut nachgewiesen werden, wobei die

prognostische Bedeutung epithelialer Zellen im Blut nach wie vor unklar bleibt
(169 177 130 178 168)

b 3 b 3



Tab. 1 Unterschiede zwischen isolierten Tumorzellen und Mikrometastasen
nach Hermanek et al (¢')

Isolierte
Tumorzellen Mikrometastasen
(DTZ/ZTZ)
. GroBter
N Einzelne Zellen .
GroBe Durchschnitt
oder Zell-Cluster >0.2cm

GefaBwandkontakt oder LK- Nein Ja

Sinuswandkontakt

Extravasation (Invasion und
Penetration des GeféaBes oder der Nein Ja
LK-Sinuswand)

Extravaskulare (extrasinusoidale)

Stromareaktion Nein Meistens Ja

Extravaskulare (extrasinusoidale)

Tumorzellproliferation Nein Ja

DTZ-disseminierte  Tumorzellen, ZTZ- zirkulierende Tumorzellen; LK-
Lymphknoten

1.2.1. Inzidenz

Disseminierte Tumorzellen im KM kénnen verschiedenen Studien zufolge bei
10-43% aller Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen werden. Die
Haufigkeit ihrer Detektion im Blut betragt 25-71% (3, 13, 130, 67 82 175 23 92 54
7% Die Diskrepanz der Positivititsraten ergibt sich aus der unterschiedlichen

Nachweismethodik, sowie dem heterogenen Patientenkollektiv.

1.2.2. Klinische Bedeutung disseminierter Tumorzellen

Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass der Nachweis der DTZ im KM
bei Mammakarzinompatientinnen mit einer schlechten Prognose sowohl
hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens, als auch der Gesamtiiberlebensdauer
einhergeht. Eine von Braun et al. 2005 durchgeflhrte groBe Metaanalyse der
bisher publizierten Studien belegte mit Level-1-Evidenz, dass der DTZ-




Nachweis im KM die Prognose beeintrachtigt und als unabhangiger Risikofaktor
betrachtet werden sollte (%%).

Obwohl die Tumorzelldissemination auf eine beginnende hamatogene
Generalisierung der Krankheit hinweisen kann, muss nicht jede Patientin mit
DTZ mit der Entwicklung einer Metastase rechnen. Bereits in 1970er Jahren
wurde bewiesen, dass epitheliale Tumore sehr frihzeitig Einzelzellen in die
Blutzirkulation abgeben. Basierend auf Tierexperimenten konnte gezeigt
werden, dass taglich tausende epithelialer Zellen vom Primartumor in die
Blutbahn gelangen. Das weitere Schicksal dieser Zellen ist jedoch sehr
unterschiedlich. Ein groBer Teil wird aus dem Blut und Knochenmark eliminiert
bzw. stirbt ab (°°). Méglicherweise handelt es sich in diesen Fallen um benigne
Zellen, die auch bei Patientinnen mit gutartigen Erkrankungen beschrieben

134
)

wurden (). Bei einem weiteren Teil der Patientinnen persistieren die DTZ

jedoch mehrere Jahre im KM, wo sie sich zundchst in einem Ruhestadium
befinden. Dieses Phanomen wird als ,tumor cell dormancy” bezeichnet (1%, '2).

Ein Teil der disseminierten Tumorzellen kann auch zu Metastasierung flhren
(103 58)

In der aktuellsten TNM-Klassifikation wird der immunzytochemische DTZ

81 157 158)

Nachweis als pMO(i+) klassifiziert (', ; . Bei molekularbiologischen

Detektionsmethoden wird der Befund als pM0O (mol+) erfasst.

1.2.3. Charakterisierung disseminierter Tumorzellen
1.2.3.1. Phénotypisierung

Die Charakterisierung des Phanotyps disseminierter Tumorzellen erfolgt durch
die Untersuchung der Expressionsmuster verschiedener Antigene. Auf diese
Weise konnte bereits in vielen Studien gezeigt werden, dass diese Zellen
diverse Proliferationsmarker, Adhasionsmolekiile oder Wachstumsfaktoren im



unterschiedlichen AusmaBe exprimieren. Eine geringe Expression von
Proliferationsantigenen wie Ki-67 oder p120 ('??) kénnte der inkompletten
Eliminierung von DTZ durch antiproliferativ gerichtete Chemotherapieschemata
zugrunde liegen (7, ). Dieses Phanomen kdnnte zudem eine sehr lange
Latenzzeit bis zur klinischen Manifestation einer eventuellen Metastasierung
erklaren. Es bleibt jedoch unklar, ob sich die DTZ Gber diese Zeitspanne hinweg
in einem Ruhezustand befinden oder ob sich im KM ein kontinuierlicher,
auBerst langsamer Proliferationsprozess abspielt. Zusatzlich wurde auf DTZ
eine verminderte Expression von MHC Klasse | Antigenen festgestellt, wodurch
sich ihre mangelnde Eliminierung durch das Immunsystem erklaren lieBe ('?°).
Verschiedene Arbeitsgruppen haben ferner die Expressionsmuster von
Invasivitats-Markern wie Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) mit
seinem membranstéandigen Rezeptor (UPA-R), EMMPRIN (Extracellular matrix
metalloprotease inducer) oder Kathepsin D auf DTZ hin analysiert. Diese
Untersuchungen konnten eine hohe Proteaseaktivitat in DTZ nachweisen,
welche ihnen eine Degradation von Matrixproteinen und
Basalmembranstrukturen erméglicht ('®*, 1% 137 172) Des Weiteren konnte die
Expression des  Adhadsionsmolekils  E-Cadherin auf DTZ  von
Mammakarzinompatientinnen festgestellt werden, was im Prozess der
Metastasierung nicht ohne Bedeutung bleibt (°®). Gegenstand zahlreicher
wissenschaftlicher Studien waren auch die Expressionsmuster des
Adhasionsmolekiils EpCAM oder des Wachstumsfaktor-Rezeptors Her2/neu
auf DTZ. Es konnte eine Uberexpression von bis zu 87% bei Her2/neu und bis
zu 78% bei EpCAM der DTZ bei Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen

werden (122, 27 163 24)

. Diese beiden Marker sind von groBer Bedeutung, da sie
als Angriffspunkte in antikérperbasierten Therapien dienen. So kbdnnen
Trastuzumab (Herceptin®) oder Edrecolomab (Panorex®) zur zielgerichteten
Behandlung von Mammakarzinom eingesetzt werden ("°). Die Phanotypisierung

der DTZ wird in Tab. 18 (Diskussion) zusammengefasst.



1.2.3.2.  Genotypisierung

Die Assoziation zwischen spezifischen genetischen Defekten und der
Tumorentstehung lasst sich durch das Modell der Mehrschrittkarzinogenese
erklaren. Dieses besagt, dass sich genetische Veranderungen sukzessiv in
einer normalen Epithelzelle kumulieren, was, bedingt durch die Anderung der
Zellregulationsmechanismen, zu Zellproliferation und Entwicklung eines
invasiven Karzinoms fihrt. Durch erhéhte Zellmobilitdt oder die Fahigkeit, die
Angiogenese zu induzieren, kommt es zunachst zur Zelldissemination und

schlieBlich gegebenenfalls zur Fernmetastasierung (%3, 124, 20, 141 19 43 152

Basierend auf diesem Modell haben verschiedene Arbeitsgruppen begonnen,
DTZ mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zu genotypisieren. Dazu
werden zur Visualisierung bestimmter DNA-Fragmente (z.B. bekannte
Protoonkogene) spezifische Sonden angewendet. Zur Detektion der
numerischen Aberrationen kommen spezielle a-Satelliten-Sonden zum Einsatz.
Bis dato wurde in verschiedenen Studien insbesondere das Chromosom 17
untersucht, auf welchem viele fiir das Mammakarzinom wichtige Gene (z.B.
Her2/neu, p53, BRCA1) lokalisiert sind ("%, %, %), So konnten DTZ hinsichtlich
Aberrationen im Bereich verschiedener Protoonkogene charakterisiert werden,
wobei bisherigen Analysen aufgrund der kleinen Patientenzahlen keine

(®*, 3. Darlber hinaus

b

prognostische Bedeutung gegeben werden konnte
wurde mit Hilfe weitergehender Genotypisierung der maligne Charakter von
DTZ bewiesen (°®).

1.3. Ostrogene und Ostrogenrezeptoren

Ostrogene sind die wichtigsten Geschlechtshormone der Frau. Sie werden
hauptsachlich im Graafschen Follikel produziert, daneben jedoch auch im
Corpus Luteum, sowie wahrend der Schwangerschaft in der Plazenta. Die
Hormonproduktion wird von der Hypophyse (ber das follikelstimulierende



Hormon (FSH) hervorgerufen, welche wiederum Uber GnRH-Impulse
(Gonadotropin Releasing Hormone) des Hypothalamus gesteuert wird. Drei
Typen natiirlicher Ostrogene sind bekannt: Ostron, Ostradiol und Ostriol.

Ostradiol stellt dabei das wirksamste Ostrogen dar.

Die Dauer der Ostrogen-Einwirkung auf das Brustdriisengewebe ist einer der
bekannten Risikofaktoren fir die Entwicklung und Progression der
Mammakarzinomerkrankung. Die Wirkung dieser Hormone erfolgt Gber die
Aktivierung von Ostrogenrezeptoren (ER) ('*?). ER sind Steroidrezeptoren, die
zu der Superfamilie der nukledren Rezeptoren NR3I zéhlen ("'). Sie gehéren zu
den Transkriptionsfaktoren und regulieren mittels DNA-Bindung die Expression

bestimmter Zielgene.

Bis dato konnten zwei humane Ostrogenrezeptorsubtypen identifiziert werden:
Ostrogenrezeptor a (ERa) und Ostrogenrezeptor B (ERB). Die beiden ER
werden von unterschiedlichen Genen kodiert. Das ERa-Gen ist auf Chromosom
6 lokalisiert, wahrend sich der Lokus des ERB-Gens auf Chromosom 14
befindet (", *°). Beide Rezeptoren werden in Funktionsdomane von A bis F
aufgeteilt, die in die DNA- und Liganden-Bindung involviert sind. ERa und ERpB
besitzen die gleiche Grundstruktur und kénnen mit &hnlicher Affinitat Ostradiol

binden sowie durch ein Antidstrogen inhibiert werden (**, %4).

Interessanterweise weisen beide ER-Formen eine unterschiedliche Verteilung
im Koérper auf, was auf ihre Gewebespezifitat hinweist. ERB wird vor allem in
den Ovarien und in der Prostata exprimiert, ist aber auch im Hoden, Uterus,
Brust und Colon aufzufinden (**, %, ). ERa stellt den dominanten ER-Typ in

Uterus, Brust und Leber dar ().

Beide Ostrogenrezeptoren werden nicht nur im gesunden Brustgewebe,
sondern auch im  Mammakarzinom  exprimiert (>, '), Ihr
Wirkungsmechanismus bei der Entwicklung und Progression von Tumoren
bleibt weiterhin unklar. Es wird jedoch angenommen, dass der ERa eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielt (**°). Der ERB



scheint einigen Studien zufolge in die Proliferationskontrolle von
Mammakarzinomzellen involviert zu sein(®’). Etwa 70% der diagnostizierten
Mammakarzionome weisen eine ER-Expression auf, wodurch ihr Wachstum
durch Ostrogen stimuliert werden kann. Ein ER-positiver Status des
Mammakarzinoms stellt die Indikation fir eine endokrine Therapie dar.

1.4. Therapie des Mammakarzinoms

Die Behandlung des Mammakarzinoms erfolgt heutzutage durch ein
individuelles, nach dem Risikoprofil der Patientin erarbeitetes Vorgehen. Neben
dem operativen Eingriff gehéren zur Behandlung eine Chemo-, Hormon-, bzw.
Antikérper/basierte Therapie, sowie eine eventuelle Bestrahlung. Die operative
Standardbehandlung des primdaren Mammakarzinoms ist ein brusterhaltender
Eingriff (°'). Die Kombination von Tumorexzision mit Sentinel-Lymphknoten-
Biopsie oder Axilladissektion und Bestrahlung des Restparenchyms ist hierbei
die Norm ('®). Bei Multizentrizitat, positiven Resektionsrandern trotz
Nachresektion, kontraindizierter Restbrustbestrahlung oder inflammatorischen
Karzinomen besteht eine Indikation fir Mastektomie. Verglichen mit der
Mastektomie erreicht die brusterhaltende Therapie (BET) zahlreichen Studien
zufolge bei angemessener Indikation gleichzusetzende Ergebnisse sowohl
hinsichtlich der Rezidivfreiheit, als auch des Gesamtiiberlebens ("®).

1.4.1. Adjuvante Systemtherapie

Die Bedeutung der postoperativen Systemtherapie fur die Senkung der
Rezidivraten und Todesfalle wird von verschiedenen Metaanalysen
unterstrichen (*’). Aufgrund der Ergebnisse der Konsensus-Konferenz von St.
Gallen 2007 zur Therapie des friihen Brustkrebs ("*) und der Leitlinien der
Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie (°) werden hierfiir aktuell
Chemo- und Hormontherapie empfohlen. Darlber hinaus hat sich der
monoklonale humanisierte Antikérper Trastuzumab bei Her2/neu-positiver
Brustkrebserkrankung bewahrt und wird entsprechend der publizierten Phase-
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[lI-Studien angewandt . Eine weitere Therapieoption in adjuvanter

Situation stellen Bisphosphonate dar ('*?, ¢, %),

1.4.1.1. Endokrine Therapie

Gegenwartig existieren drei maBgebliche Madglichkeiten zur endokrinen
Therapie des hormonrezeptor(HR)-positiven Mammakarzinoms: GnRH-Analoga
bzw. andere Formen der Ovarsuppression (pramenopausal), Tamoxifen (pra-
und postmenopausal) und schlieBlich Aromataseinhibitoren (postmenopausal).
Grundvoraussetzung fir die Anwendung der endokrinen Therapie ist ein
hormonsensitiver Primartumor, der sich durch eine immunhistochemische
Farbung definiert (Tab. 6)

Vor der Menopause:

Primares Ziel der endokrinen  Therapie bei  pradmenopausalen
Mammakarzinompatientinnen ist die Supprimierung der Hormonproduktion der
Ovarien. Dies kann zum einen durch eine Ovarektomie bzw. Bestrahlung der
Ovarien erfolgen und zum anderen durch die Anwendung von GnRH-Analoga,
welche die ovarielle Produktion von Ostrogen und Progesteron unterdriicken.
Da die Anwendung von GnRH-Analoga eine temporare Suppression der
Ovarialfunktion erlaubt und verschiedenen Studien zufolge den beiden
irreversiblen Verfahren gleichzusetzen ist, ist diese Behandlung bei
pramenopausalen Patientinnen zu einer interessanten Therapieoption
geworden.

Des Weiteren besteht bei pramenopausalen Patientinnen die Méglichkeit einer
Therapie mit Tamoxifen. Dieser ER-Modulator verhindert die Bindung des
kérpereigenen Ostrogens an die Ostrogenrezeptoren des Tumors bzw. der
residualen Tumorlast. Damit stellt er die am besten evidenzbasierte
systemische Therapieoption des hormonpositiven Mammakarzinoms dar (7).
Far einen optimalen Therapieeffekt sollte eine kombinierte Therapie erfolgen:



Die Verabreichung von GnRH-Analoga Uber zwei bis drei Jahre und eine finf
Jahre andauernde Verabreichung von Tamoxifen.

Nach der Menopause:

Die bisherige Standardbehandlung der postmenopausalen, HR-positiven
Mammakarzinompatientinnen bestand aus der taglichen Gabe von 20 mg
Tamoxifen Uber finf Jahre hinweg. Allerdings weisen neuere Studien mit Blick
auf rezidivfreies Uberleben auf einen Vorteil des Einsatzes von
Aromatasehemmern anstatt oder in Sequenz zu Tamoxifen hin. Diese
Substanzen unterbinden durch eine Enzymblockade die Ostrogenbildung im
Muskel- und Fettgewebe. Eine Aromatasehemmer-Behandlung kann auf drei
Arten erfolgen: Zunachst im Anschluss an eine Operation und gegebenenfalls
eine Chemotherapie Uber finf Jahre hinweg (upfront). Alternativ erfolgt dieser
Schritt erst nach zwei- bis dreijahriger Vergabe von Tamoxifen (switch).
SchlieBlich kann diese Behandlung als verlangerte endokrine Therapie nach
funfjahriger Vorbehandlung mit Tamoxifen angewandt werden (extended) (°).

Aromatasehemmern sind derzeit nur bei postmenopausalen Frauen indiziert.

1.4.1.2. Bisphosphonate

Eine interessante Option in der Therapie des Mammakarzinoms stellen die
Bisphosphonate dar. Klassischerweise werden diese Substanzen in der
metastasierten Situation angewandt, wobei sich den neusten Studien zufolge
auch im adjuvanten Setting ein Profit fir die Patientinnen ergibt.

Nach aktuellen Empfehlungen der Arbeitsgemeinschaft Gynékologische
Onkologie werden Bisphosphonate bei metastasierten
Mammakarzinompatientinen zur Behandlung einer Hyperkalzamie, bei
Knochenmetastasen sowie einer Tumortherapie-induzierten Osteoporose
verabreicht. Des Weiteren sollte bei akut auftretenden Knochenschmerzen mit
einer intravendsen Intervalltherapie begonnen werden. Die praventive Wirkung

der Bisphosphonate auf Knochenmetastasen in adjuvanter Situation bleibt bei



der heterogenen Datenlage unklar. Aus diesem Grund wird die Teilnahme in
aktuellen Studien empfohlen (°). Die Ergebnisse der neusten ACSBG-12
Untersuchung von Gnant et al. zeigten jedoch im Vergleich zur alleinigen
Hormontherapie eine signifikante Reduktion der krankheitsbezogenen
Ereignisse bei pradmenopausalen Mammakarzinompatientinnen, die in
adjuvanter Situation eine zusatzliche Gabe von Bisphosphonaten erhielten.
Interessanterweise verhinderten die Bisphosphonate sowohl die Inzidenz von

Fernmetastasen als auch von lokoregionaren und kontralateralen Rezidiven

(73).
1.4.1.3. Zielgerichtete Therapie

Einen neuen Ansatz bei Behandlung des Mammakarzinoms stellt die gezielte
Therapie dar (targeted therapy). Mit Hilfe neuer spezifischer Wirkstoffe kébnnen
die Tumorzellen zielgenau angegriffen werden, wobei ihre charakteristischen
Eigenschaften als Angriffspunkte der Therapie dienen. Es existieren heute drei
Mdglichkeiten  der  zielgerichteten  Therapie des Mammakarzinoms:
Rezeptorblockade (Her2/neu-Antikérper), Stérung der Signallibertragung
(Tyrosinkinase-Hemmer) und Hemmung der GefaBneubildung (Angiogenese-
Inhibitoren).

Her2/neu Antikérper

Der Her2/neu ist ein Wachstumsfaktor-Rezeptor, dessen Blockade durch einen
spezifischen monoklonalen  Antikdrper Trastuzumab  (Herceptin) die
Tumorprogression hemmen kann. Die Behandlung mit Trastuzumab bei
metastasiertem, Her2/neu-positivem Mammakarzinom fihrt sowohl in der
Monotherapie als auch in der Kombination mit Chemotherapie zur Verlangerung
der Uberlebenszeit der Patientinnen. Nach  Empfehlungen der
Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie stellt die Uberexpression von
Her2/neu-Rezeptor (ICH Score 2+/3+ und/oder FISH-positiv) bei Patientinnen

mit metastasiertem Mammakarzinom eine Indikation fir Trastuzumab-



Therapien dar. Die Behandlung sollte méglichst frih begonnen und bis zur
Krankheitsprogression fortgeflihrt werden.

Zusatzlich konnte bereits in mehreren Studien belegt werden, dass die
Behandlung mit Trastuzumab bei Her2/neu-positiven Mammakarzinomen auch

in adjuvanter Situation Mortalitdt und Rezidivrate reduzieren kann (¥, 12, 1%,

10 Den Empfehlungen der Arbeitsgemeinschaft Gynékologische Onkologie
zufolge ist bei Patientinnen mit Her2/neu-positiven Tumoren (ICH Score 2+/3+
und/oder FISH-positiv) eine Therapie mit Transuzumab {ber ein Jahr hinweg

indiziert. Dies kann simultan oder sequentiell zu einer Chemotherapie erfolgen.

1.5. Problemstellung

Der Hormonrezeptorstatus des Primartumors gehért neben der TNM-
Klassifikation, dem histologischen Typ und dem histologischen Grading zu den
klassischen Prognosefaktoren bei Mammakarzinom. Des Weiteren ist er ein
pradiktiver Faktor hinsichtlich der hormonellen Therapie. Nichtsdestotrotz
bleiben ca. 20-40% Prozent der Patientinnen mit HR-positivem Prim&rtumor
resistent gegenlber einer Hormontherapie, wahrend 10% der Patientinnen mit

HR-negativen Primartumor auf eine endokrine Therapie ansprechen ('?7, '17).

Die Detektion disseminierter Tumorzellen im KM st bei priméren
Mammakarzinompatientinnen mittlerweile als unabhangiger Prognosefaktor
anerkannt (*®). Dariiber hinaus ist die Prognose fiir Frauen mit persistierenden
Tumorzellen nach abgeschlossener adjuvanter Therapie wesentlich schlechter
als fir Patientinnen ohne Tumorzellnachweis im KM ("4, ). Damit gelten DTZ
als Surrogatmarker einer minimalen residualen Tumorerkrankung. Da der
Primartumor im Rahmen eines operativen Verfahrens komplett entfernt werden
kann, wird die Eliminierung disseminierter Tumorzellen zu einem idealen Ziel
zukUnftiger adjuvanter Therapieansatze. Aus diesem Grund ist ihre weitere

Geno- und Phanotypisierung fir den klinischen Einsatz entscheidend. Eine



genaue Charakterisierung kénnte die patientenspezifische Ausrichtung der
systemischen Therapie anhand des individuell erstellten Risikoprofils
ermoglichen. Unterschiede im ERa-Expressionsmuster zwischen Primartumor
und DTZ im KM kdénnten flr das inadaquate Ansprechen auf eine endokrine

Therapie des Mammakarzinoms verantwortlich sein.
Die Ziele der vorliegenden Arbeit wurden folgendermaBen definiert:

(1) die Etablierung eines neuen Immunfluoreszenz-basierten Verfahrens zur

Bestimmung des ERa-Status von disseminierten Tumorzellen

(2) die Evaluation des Ostrogenrezeptorstatus der disseminierten Tumorzellen

bei primdren Mammakarzinompatientinnen

(3) die Bestimmung der Korrelation des ERa-Status der disseminierten
Tumorzellen mit dem ERa-Status des Primartumors

(4) die Beurteilung der Heterogenitat der disseminierten Tumorzellen
hinsichtlich des ERa-Status bei Patientinnen, bei denen mehrere DTZ detektiert

wurden



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patientenkollektiv

275 primare Mammakarzinompatientinnen, die sich im Zeitraum von Januar
2005 bis August 2007 in Behandlung an der Universitatsfrauenklinik Tlbingen
befanden, konnten in die Analyse aufgenommen werden. Bei allen Patientinnen
wurde routineméssig praoperativ. eine Knochenmarkpunktion nach der
Jamshidi-Technik durchgefiihrt (*%). Die gewonnenen Knochenmarkaspirate
wurden auf hamatogene Tumorzelldissemination hin untersucht und die
detektierten epithelialen Zellen weiter nach ERa-Expression charakterisiert.
Gleichzeitig wurde der ERa-Status des operativ entfernten Primartumors
beurteilt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung der Patientinnen und ihre

Einwilligung zur Knochenmarkpunktion vor.

2.1.2. Gerate

Zytozentrifuge Universal 16A Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, DE
Zentrifuge Biofuge primo Heraeus Instruments, Hamburg, DE
Farbeautomat ,DakoAutostainer* DAKO GmbH, Hamburg, DE

Fluoreszenzmikroskop ,Axioplan 2“  Zeiss, Jena, DE



2.1.3. Chemikalien/Kits
Ficoll-Hypaque

Tris HCI (pH 7.5)

Tween 20

Vectashield Mounting Media (DAPI)

ABC-Kit

AK-Verdinnungsmedium S2022

Biochrom KG, Berlin, DE

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein,
DE

Sigma-Aldrich GmbH, Hannover, DE

Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim, DE

Vectastain, Vector Laboratories, CA, USA

Dako GmbH, Hamburg, DE

2.1.4. Antikoérper, Antikorperkonjugate und Normalsera

C11-FITC; No F3418

ERa-AK (Rabbit) Klon SP1

Goat -Anti-Rabbit-AK-Alexa Fluor594
Goat Normalserum
Horse—Anti—-Mouse-AK- Tex Red

Goat-Anti-Rabbit-AK Tex Red Klon CB
11

Era- Mouse-AK Klon NCL-L-ER-6F11

Era Rabbit-AK Klon H-184

Sigma, MO, USA

Lab Vision, USA

Molecular Probes, (Invitrogen, USA)
Dako GmbH, Hamburg, DE

Vector Laboratories, Inc., CA

Biogenex, CA, USA

Novocastra Laboratories, UK

Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA



2.1.5. Allgemeines Laborequipment

Pipetten, 25 ml, 10 ml
Falcon-Rdéhrchen, 50ml

H20 (Ampuwa)

SuperFrost Plus-Objekttrager
Filterkarten

Safeskin Handschuhe

Neubauerkammer

2.1.6. Pufferlésungen

PBS-Puffer (Sigma)

Erythrozyten-Lyse-Puffer

Waschpuffer (DAKO)

Blocking reagent (DAKO)

Eppendorf Corning Costar, USA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE
Fresenius AG, Bad Homburg, DE
Langenbrinck, Emmendingen, DE
Hettich, Tuttlingen, DE

Kimberly Clark, USA

SIGMA Aldrich GmbH, Hannover, DE

150 mM NaCl

3.0 mM KCI

8.0 mM Na, HPO4x 2H,0
1.5 mM KH.PO,

pH: 7,4

155.0 mM NH,CI
10.0 mM KHCO;
0.1 mM EDTA

pH: 7,2

PBS - 0.1% Tween20

5% BSA in PBS - 0.1% Tween20



2.1.7. Zelllinien

SKBr-3 ATCC®-Nr. HTB-30 American type culture collection (ATCC)

MCF-7 ATCC®-Nr. HTB-2 American type culture collection (ATCC)



2.2. Methoden

2.2.1. Knochenmarkaspiration

Alle Knochenmarkpunktionen wurden praoperativ unter streng aseptischen
Bedingungen durchgefthrt. Die Aspiration erfolgte aus der spina iliaca anterior
superior nach der Jamshidi-Technik (%°). Direkt vor der Beckenkammpunktion
wurde die Haut Uber der Aspirationsstelle mit einem Skalpell inzidiert, um eine
Kontamination mit Hautepithelzellen zu vermeiden. Es wurden jeweils 10-20 ml
Knochenmark mit einer 20ml Spritze enthommen, die mit 1000IE Heparin
versetzt war. AnschlieBend wurde das Zellmaterial in das Labor der

Frauenklinik transportiert und dort sofort aufgearbeitet.

2.2.2. Aufbereitung des Zellmaterials

Die gewonnene Zellsuspension wird mittels Dichtegradient-Zentrifugation in
einzelne Zellfraktionen getrennt. Die Methode basiert auf der unterschiedlichen

Dichte der festen Bestandteile des Blutes und des Blutplasmas.

Nach Ubertragung in ein 50 ml Falcon-Réhrchen wird das Knochenmarkaspirat
mit PBS (PBS phosphate buffered saline, SIGMA Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Hannover) auf 30 ml aufgefillt und auf ein Separiermedium
aufgetragen. Dafir werden 15ml Ficoll (Dichte 1,077g/cm3, Biochrom,
Deutschland) verwendet. AnschlieBend wird das Zellmaterial bei 1600
Umdrehungen pro Minute und ausgestellter Bremse 30 Minuten lang

zentrifugiert.

Da die Dichte des Mediums grdBer ist als die der Monozyten und Lymphozyten,
kleiner jedoch als jene der Granulozyten und Erythrozyten, wird das
Knochenmark nach der Zentrifugation in folgende Phasen aufgetrennt (Abb. 1)
Plasma, mononukleare Zellen (Monozyten, Lymphozyten, eventuelle DTZ),
Ficoll, Granulozyten und Erythrozyten. Der Uberstand wird abgehoben und
verworfen. Die Interphase der mononuklearen Zellfraktion (MNC) wird



abgenommen und in einem neuen ROhrchen mit PBS resuspendiert.
AnschlieBend werden die Zellen durch erneute Zentrifugation (7 min., 1600
UpM) gewaschen. Nach vorsichtigem Abkippen des Uberstandes werden die
mononukledren Zellen durch Lysierung in 5-10ml Erythrozyten-Lysepuffer von
den Erythrozyten getrennt. Die Suspension wird 10 Minuten im Kihlschrank
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (7min., 1600UpM). Der Uberstand wird
abgekippt und das Sediment, in dem sich nun MNC-Zellen befinden, mit 5-10ml
PBS Lésung resuspendiert.

25 —1

Fett
Blutplasma I

Mononukleére Zellen
75— :: I

Ficoll

Granulozyten

Erythrozyten

Abb. 1 Schematische und fotografische Darstellung des aufgearbeiteten
Knochenmarks mittels Dichtegradientenzentrifugation

2.2.3. Herstellung der Zytospins

50ul der Zellsuspension werden mit 50yl Trypanblaulésung in einer
Mikrotiterplatte vermischt und 1ul der so entstandenen Verdlnnung in eine
Neubauerzahlkammer geflllt. Mit Hilfe der Kammer kann die Gesamtzahl der



mononukledren Zellen in der Suspension bestimmt werden. Unter dem
Lichtmikroskop werden hierzu jeweils vier Eckquadranten ausgezahlt.

AnschlieBend wird die Zellzahl nach folgender Formel ausgerechnet:

Anzahl der MNC-Zellen pro Milliliter = Mittelwert der Zellzahl aus 4
Eckquadranten x V x 10*

Der Faktor V entspricht der Verdiinnung der Suspension. Der Faktor 10* ergibt
sich aus dem Volumen der Eckquadranten der Neubauer Kammer. Um die
Gesamtzahl der Zellen zu bestimmen, muss die Zellzahl pro Milliliter mal 10
multipliziert werden, da das gesamte Volumen der Zellsuspension 10ml betragt.
Wenn die Gesamtzahl der MNC-Zellen bekannt ist, erfolgt eine erneute
Zentrifugation (7 min, 1600 UpM). Nach vorsichtigem Abkippen des
Uberstandes werden die Zellen auf 1,5 x 10° Zellen/ml mit PBS verdiinnt.

Mit jeweils 1ml der erhaltenen Zellsuspension wird ein Zytospin angefertigt.
Dies entspricht 1,5 x 10° Zellen pro Probe. Die Suspension wird auf
SuperFrost/Plus Objekttrager (Langenbrinck, Deutschland) aufgebracht, welche
entsprechend der Herstellervorschriften der Zentrifuge (Universal 16A; Hettich,
Deutschland) mit Filterkarten und speziellen Halterungen bestickt werden.
AnschlieBend findet bei Raumtemperatur eine Zentrifugation mit 1600 UpM
(iber 2 Minuten statt. SchlieBlich wird der Uberstand vorsichtig abgezogen und
die Zytospinhalterung entfernt. Erst nach einer erneuten Zentrifugation (1 min,
1600 UpM), dirfen die Filterkarten entfernt werden. Die Objekttrager werden
tber Nacht Iluftgetrocknet. zeigt schrittweise die Aufbereitung des
Knochenmarkaspirates.



Abb. 2 Einzelne Schritte der Dichtegradientenzentrifugation und der Zytospin-

Anfertigung.

(A)  Vorbereitung des mit PBS verdiinnten Knochenmarkaspirates und der
Ficoll-Lésung

(B)  Uberschichtung der Ficoll-Lésung mit KM

(C)  Zentrifugation ohne Bremse (30 min, 1600 UpM)

(D)  Trennung der einzelnen Fraktionen entsprechend ihrer Dichte

(E)  Vorsichtige Abnahme der Interphase mononukledrer Zellen (MNC);

Resuspendieren mit PBS in neuem Réhrchen; Erneute Zentrifugation
(7 min, 1600 UpM)



(F)  Abnahme des Uberstandes; Waschen mit Erythrozyten Lysepuffer,
Resuspendieren mit PBS
(G) Auszédhlung der MNC im Neubauerzdhlkammer und Verdinnung auf 1,5
x 106 Zellen/ml
(H)  Aufbringen der Suspension auf SuperFrost Objekttrdger, Zentrifugation
(2 min, 1600 UpM)
()  Fertige Objekttrdger

2.2.4. Nachweisprinzip
2.2.4.1. Zytokeratine

Zytokeratine sind zytoplasmatisch lokalisierte Strukturen des Zytoskeletts,
deren Nachweis auf eine epitheliale Herkunft der Zelle hinweist. Sie werden
physiologisch von epithelialen Zellen gebildet und kommen in mesenchymalen
Geweben wie Blut, Knochenmark und Lymphknoten nicht vor. Aus diesem
Grund werden sie als Marker fiir disseminierte Tumorzellen eingesetzt ('%).
Eine Zytokeratin-positive Zelle im Blut bzw. im Knochenmark wird bei
Malignitaten epithelialer Genese als Hinweis auf Tumorzelldissemination des
Primartumors oder, in metastasierter Situation, der Metastase betrachtet. Der
maligne  Charakter CK-positiver Zellen wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen auf molekularer Ebene bewiesen (%8, °', ™% Somit ist der
positive KM-Status hinsichtlich einer beginnenden Metastasierung von kritischer

Bedeutung.

Uber 20 unterschiedliche Zytokeratine in humanen Epithelien sind bekannt. Je
nach Molekulargewicht und isoelektrischem Punkt werden sie dem sauren
Subtyp | oder dem neutralen/basischen Subtyp 1l zugeordnet ('°, '%).
Subtypfamilie | besteht aus den CK 9 bis 20 (Molekulargewicht von 40 kD bis
64 kD), Subtypfamilie Il aus CK 1 bis 8 (Molekulargewicht von 52 kD bis 68 kD).

Ein Tetramer aus jeweils zwei neutralen/basischen und zwei sauren

b

Zytokeratinen bildet die Grundeinheit des Zytokeratinfilaments. Die CK-
Expression in den Epithelzellen ist also sehr heterogen ('7°), sodass fiir ihren



Nachweis meist klassenspezifische AK bzw. mehrere CK identifizierende
Gemische von AK eingesetzt werden.

2.2.5. Immunfluoreszenz-Farbung
2.2.5.1. Physikalische Grundlagen

Fluoreszenz wird physikalisch als spontane Lichtemission eines durch
Photonen angeregten Stoffes definiert. Dieses Phanomen kennzeichnet sich
dadurch, dass das spontane Leuchten nur wahrend der Anregung stattfindet
und danach rasch endet. Des Weiteren gilt flir Fluoreszenz die Stokessche
Regel, welche besagt, dass das von fluoreszierenden Stoffen emittierte Licht
eine groBere elektromagnetische Wellenldnge hat, als das vom Stoff
absorbierte (Stokes Shift). Dieses Phanomen wird in Abb. 3 und Abb. 4 anhand
der Fluorophore FITC und Alexa Fluor 594 verdeutlicht.

ALEXA Fluor 594

Stokes Shift == Absorption
== Emission

Maximum der Absorption: 590
Maximum der Emission: 617
Fluoreszenzfarbe: Rot

450 500 550 600 650 700 750 A [nm] Wellenldnge
Abb. 3 Fluoreszenzspektren des Alexa Fluor 594 Fluorophors.
Die durchgezogene Linie zeigt die Anregungswellenldnge, die gepunktete Linie die emittierte

Wellenldnge des angeregten Fluorophors. Die Wellenldnge des emittierten Lichtes ist gréBBer
als die des absorbierten (Stokes Shift).



Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)

== Absorption
Emission

Stokes Shift

Maximum der Absorption: 488
Maximum der Emission: 517
Fluoreszenzfarbe: Gelb

400 450 500 550 600 650 700 A[nm] Wellenldnge

Abb. 4 Fluoreszenzspektren des FITC Fluorophors.

Die durchgezogene Linie zeigt die Anregungswellenldnge, die gepunktete Linie die emittierte
Wellenldnge des angeregten Fluorophors. Die Wellenldnge des emittierten Lichtes ist gréBer
als die des absorbierten (Stokes Shift).

2.2.5.2. Prinzip der Farbung

In der Immunfluoreszenz werden verschiedene Antigene mit Hilfe Fluorophor-
markierter Antikbrper dargestellt. Die erste Detektion spezifischer biologischer
Strukturen mittels Immunfluoreszenz gelang dem Mikrobiologen Albert Coons in
den 1940er Jahren. Damit wurde eine sehr spezifische Nachweismethode
entdeckt, welche den Nachweis von Antikdrpern, Antigenen und allen zellularen

Bestandteilen, die eine antigene Wirkung besitzen, ermdglicht.

In der Immunfluoreszenz werden zwei Arten von Antikérpern angewendet:

Primarantikérper, die spezifisch mit einem nachzuweisenden Zellantigen

reagieren.



Sekundérantikérper, die zum Nachweis der Primarantikbrper oder zur

Verstéarkung der primaren Nachweisreaktion verwendet werden.

Daraus ergeben sich zwei Formen der Immunfluoreszenz (Abb. 5).

. Fluorochrom

ALEXA 594

Sekundaratikorper
Fluorochrom FITC A
&

&

Antikorper Primdrantikorper
O L » o

Direkte Immunfluoreszenz Indirekte Immunfluoreszenz

Antigen Antigen

Abb. 5  Schematische  Darstellung des  Wirkungsprinzips  von
Immunfluoreszenzfarbung

Bei der direkten Reaktion ist der direkt bindende (Priméar-) Antikérper mit Fluorophor markiert,
bei der indirekten Reaktion hingegen der Sekundérantikdrper.

Direkte Immunfluoreszenz

Bei dieser Methode wird der Fluorophor direkt an den Primarantikérper
gekoppelt. Nach bestimmter Einwirkungszeit erfolgt eine spezifische Antigen-
Antikdrper  Bindung, die aufgrund der Markierung unter dem
Fluoreszenzmikroskop gesehen werden kann. Fluoreszierende Antikbrper, die
nicht an das Antigen gebunden sind, werden zuvor durch einen Waschschritt
entfernt. So wird das gesuchte Antigen in einem Einschritt-Verfahren detektiert.



Indirekte Immunfluoreszenz

Bei dieser Methode erfolgt die Detektion des gesuchten Antigens in mindestens
zwei Schritten. In der ersten Etappe werden unmarkierte Antikérper
(Primarantikérper) eingesetzt, die spezifisch an das entsprechende Antigen
binden. Erst dann wird ein markierter (sekundarer) Antikérper verwendet,
welcher gegen den primaren gerichtet ist (ein Anti-Antikérper). Da AK
Immunglobuline sind, werden als Sekundarantikdrper Antiglobuline benutzt.
Dieses Verfahren ermdglicht die Anwendung von gleich markierten
Antiglobulinen in mehreren Einsatzen und garantiert durch die
Bindungsfahigkeit mehrerer Sekundar-AK an einen Primar-AK eine hdhere

Sensitivitat.
Mehrfachimmunfluoreszenz

Diese Methode ermdglicht den Nachweis mehrerer verschiedener Antigene in
einer Farbung. Die einzelnen Antikdérper werden mit unterschiedlichen
Fluorophoren markiert, sodass sie unter dem Fluoreszenzmikroskop problemlos

differenziert werden kénnen.

2.2.6. Antikorpermarkierung

Die Antikérpermarkierung in der Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgt durch
ihre chemische Bindung an fluoreszierende Farbstoffe. Die dazu verwendeten
Fluorophore zeigen nach Anregung mit Licht entsprechender Wellenlédnge eine
charakteristische Fluoreszenz-Emission. So kann eine Antigen-Antikérper
Bindung als Fluoreszenz-Signal detektiert werden. Um mehrere Fluorophore
nebeneinander detektieren zu kénnen, missen die Emissions-Signale spektral
getrennt werden, sodass keine Uberlagerung stattfindet. Klassischerweise
werden als Fluorophore Fluoreszeinsderivate angewendet, hauptsachlich
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC), dessen Emissionsspektrum im grinen
Bereich liegt. Andere oft angesetzte Farbstoffe, sind Derivate von Rhodamin,

Kumarin und Cyanin z.B. Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat (TRITC), Texas



Red (TRSC) bzw. Cy3 mit Emissionsspektrum im roten Bereich. Eine neue
Generation von Fluorophoren stellt die Alexa Fluor Familie dar. Diese wurde
durch Sulfonierung klassischer Farbstoffe synthetisiert und deckt mit ihrer
breiten Palette nicht nur das gesamte sichtbare, sondern auch das infrarote
Spektrum ab. Des Weiteren sind diese Fluorophore lichtstabiler, heller und
weniger PH-empfindlich als gebrauchliche Fluorophore mit vergleichbarem

Emissionsspektrum.

Dariber hinaus wird in der Fluoreszenzmikroskopie weitgehend 4,6-Diamidino-
2-Phenylindol (DAPI) eingesetzt. Dieser organische Farbstoff bindet selektiv an
DNA und bildet mit hoher Spezifitat stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe.
DAPI wird von Zellen durch eine intakte Zellmembran aufgenommen und kann
damit zur Zellkernfarbung vitaler Zellen und fixierter Préaparate eingesetzt
werden. Sein Emissionsspektrum liegt im blau-violetten Bereich, weshalb dieser
Fluorochrom ideal fir Mehrfachimmunfluoreszenzeinsatze in Kombination mit

Fluoreszein- und Rhodaminderivaten geeignet ist.

2.2.7. Etablierung der Imnmunfluoreszenz-basierten Methode

Da bis dato keine Immunfluoreszenz-basierte Methode zur Bestimmung des
ERa-Status disseminierter Tumorzellen beschrieben wurde, war ein Ziel der
vorliegenden Arbeit, eine solche zu etablieren. In mehreren Vorversuchen

wurden drei verschiedene primare ERa-Antikbrper angesetzt:

monoklonale Maus-AK (NCL-L-ER-6F11, Novocastra Laboratories, UK)

polyklonale Kaninchen-AK (H-184, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA)

monoklonale Kaninchen-AK (SP1, Lab Vision, CA).

Als Sekundarantikérper wurde ein Tex Red konjugierter Pferd-anti-Maus-AK
(Vector Laboratories, Inc., CA) bzw. Ziege-anti-Kaninchen-AK (CB 11,
Biogenex, CA) sowie Alexa Fluor 594 konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-AK



(Molecular ~ Probes, Invitrogen, CA) verwendet.  Unterschiedliche
Inkubationszeiten (30min, 45min, 60min) sowie Konzentrationen der
entsprechenden Antikérper (Verdinnungen: 1:200, 1:100, 1:50, 1:25) wurden
ausgetestet. Die Verdiinnung erfolgte mit dem Antikérper Diluent von DAKO
(1% BSA in PBS-0,1% Tween 20). Auch zur Fixierung der Zellen und
Permeabilisierung der Zellmembran wurden verschiedene Methoden Uberpruft
(Triton X-100, Ethanol, Formaldehyd). Letztendlich haben sich der monoklonale
ERa Kaninchen-AK (Klon SP1, Lab Vision, CA) und ein sekundarer mit Alexa
594 konjugierter (Molecular Probes, Invitrogen, CA) Ziege-anti-Kaninchen-AK
als geeignet fiir die Bestimmung des Ostrogenrezeptorstatus erwiesen. Tab. 8
(Ergebnisteil) erfasst die bei der Etablierung der Methode getesteten

Parameter.

Zum Nachweis disseminierter Tumorzellen wurde ein von Maus stammender
monoklonaler Anti-Zytokeratinantikdérper eingesetzt, der die Zellstrukturen
epithelialer Herkunft detektiert. Hierbei handelt es sich um einen FITC-
konjugierter Panzytokeratin-Antikérper C11 (Sigma, MO), der sich gegen die
humanen Zytokeratine 4, 5, 6, 8, 10, 13 und 18 richtet. In Vorversuchen wurde
die Inkubationszeit (30min, 45min, 60min) sowie die Konzentration des AK
(VerdUnnungsreihe: 1:50, 1:100, 1:200, 1:500) optimiert. Zur gleichzeitigen
Detektion beider Strukturen (Zytokeratin, Ostrogenrezeptor) wurde ein
Doppelimmunfluoreszenzverfahren gewahlt. Durch eine Hintergrundfarbung mit
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol) wurden die Zellkerne dargestellt. Abb. 6
und Abb. 7 zeigen Ergebnisse unterschiedlicher Farbungen.



Abb. 6 ERa Immunfluoreszenz Doppelfdarbung (MCF7 Zelllinie).

ERa monoklonaler Maus AK (Klon NF11); sekundérer Ziege-anti-Maus-AK konjugiert mit Tex
Red; FITC-konjugierter Panzytokeratin-Antikérper C11. (A) Hintergrundfdrbung mit DAPI (B)
Panzytokeratin-positive Zellen mit FITC markiert, (C) Schwach angefdrbte ERa-positive
Zellkerne mit Tex Red markiert, (D) Doppelfdarbung ERa/C11



Abb. 7 Optimierte ERa Immunfluoreszenz Doppelfarbung (MCF7 Zelllinie).

ERa monoklonaler Kaninchen AK; sekundérer Ziege-anti-Kaninchen-AK konjugiert mit ALEXA
Fluor 594; FITC-konjugierter Panzytokeratin-Antikbrper C11. (A) Hintergrundfdrbung mit DAPI
(B) Panzytokeratin-positive Zellen mit FITC markiert, (C) Intensiv angefdrbte ERa-positive
Zellkerne mit Alexa Fluor 594 markiert, (D) Optimierte ERa/C11 Doppelfdrbung



2.2.8. Optimales Farbungsprotokoll

Alle Arbeitsschritte erfolgten mit Hilfe eines Farbeautomaten ,Dakoautostainer*
(DAKO, Hamburg) nach folgendem, neu etabliertem Protokoll: Nach dem
Auftauen und der Adaptation an Raumtemperatur werden die Objekttrager mit
PBS angefeuchtet, um den pH-Wert fir die Farbung zu optimieren. Sodann
findet eine 10 Minuten andauernde Fixierung des Zellmaterials auf den
Objekttragern, sowie eine gleichzeitige Permeabilisierung der Zellmembran
mittels 0,5%-igem Formaldehyd statt. AnschlieBend werden die Objekttrager mit
PBS 5 Minuten lang gewaschen. Als n&chster Schritt erfolgt eine 30-mindtige
Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen mit Hilfe eines Ziegen-
Normalserums (DAKO, Hamburg) verdinnt im 1:10 Verhéaltnis mit dem
Antikdrper-Diluent (5%-BSA in PBS-0,1%-igem Tween-20). Hierauf erfolgt kein
Waschvorgang. Danach findet eine 60-mindtige Inkubation mit den
Primarantikdrpern statt. Die Verdlinnungen betragen 1:200 fir C11-FITC bzw.
1:25 fir Rabbit-ERa. Nach 5-minltiger Behandlung mit PBS erfolgt eine 30-
minUtige Inkubation mit 200ul Alexa Fluor 594-markiertem Ziege-anti-Kaninchen
Sekundérantikdrper in einer Verdinnung von 1:100. AnschlieBend werden die
Objekttrager zweimal mit PBS gewaschen und der Uberstand vorsichtig
abgetupft. Die Gegenfarbung des Hintergrundes erfolgt durch Einbetten in das
Vectashield Mounting Medium, welches mit DAPI versetzt ist. Dieser Vorgang
schont zusatzlich die Fluorophor-markierten Antikdrper vor dem Ausbleichen.
SchlieBlich wird auf die Objekttrager ein Deckglass (60 mm x 24 mm)
aufgebracht und die Praparate bis zur Auswertung im Kuhlschrank gelagert.

Abb. 12 (Ergebnisteil) zeigt schematisch die einzelnen Farbungsschritte.



Zur Uberpriifung des Verfahrens wurde bei jedem Lauf eine Positiv- und
Negativkontrolle mitgefihrt. Als Positivkontrollen dienten MCF-7- Zellen, eine
ERa-positive Brustkrebszelllinie, und SKBR-3-Zellen, eine ERa-negative
Brustkrebszelllinie. Als Negativkontrolle wurden die Objekttrager mit Leukozyten
eines gesunden Probanden eingesetzt. In Abb. 8 sind Beispiele gefarbter

Kontrollzelllinien dargestellt.

Abb. 8 Kontrollzelllinien

(A) MCF-7 Zellen: Zytokeratin-positiv, ERa-positiv (B) SKBR-3 Zellen: Zytokeratin-positiv, ERa-
negativ

2.2.9. Auswertung der Praparate

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop
Axioplan 2 von Zeiss (Abb. 9) Das Mikroskop verfligt Gber ein Triple-Bandpass-
Filter (FITC/ TRITC/ DAPI) sowie die Single-Bandpass-Filter fur FITC, TRITC
oder DAPI. Die Anregungs- und Emissionsspekiren der eingesetzten
Fluoreszenzstoffe sowie der angewendeten Filter werden in Tab.2 und Tab. 3

dargestellt



Tab.2 Fluoreszenzspektren der verwendeten Filter

Filter Anregungsfilter (nm.) Farbteiler (nm.) Emissionsfilter (nm.)
DAPI 365 395 397
FITC 450-490 510 515
TRITC 546 580 590

Tab. 3 Fluoreszenzspektren der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Fluorophor Anregungsspektrum (nm.) Emissionsspektrum (nm.)
DAPI 358 461
FITC 488 517
ALEXA Fluor 594 590 617

Zur Dokumentation wurden die Bilder mit einer angeschlossenen CCD-Kamera

(TM Photometrics, AZ) aufgenommen und mit Hilfe der ISIS-Software (Version

5.1, Meta Systems) nachbearbeitet.




Abb. 9 Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 der Firma Zeiss

2.2.10. Auswertungskriterien

Nach entsprechender Bearbeitung des Zellmaterials befanden sich auf einem
Zytospin 1,5 x 10° Zellen. Es wurden von jeder Patientin zwei gefarbte
Objekttrager beurteilt, also jeweils 3 x 10° Zellen. Die Praparate wurden bei
einer 40x Vergr6Berung maanderférmig im Triple-Bandpass-Filter untersucht.
Zellen mit  Anreicherungen von FITC- oder Alexa Fluor 594-markierten
Antigenen wurden unter den einzelnen Single-Bandpass-Filter (FITC-, TRITC,
DAPI) nochmals hinsichtlich ihrer Antikdrperanreicherungsmuster und
Morphologie  beurteilt. ~ AnschlieBend  wurden  Fotos von  jeder

immunphanotypisch-positiven Zelle aufgenommen, welche von einem zweiten,



unabhangigen Betrachter analysiert wurden. Die Auswertungskriterien richteten
sich nach den Empfehlungen der European ISHAGE Working Group for
Standardization of Tumor Cell Detection (Tab. 4) und des internationalen
Konsensus fur den standardisierten Nachweis und die klinische

Implementierung disseminierter Tumorzellen (Tab. 5) (%, %)

Tab. 4 Einteilung der disseminierten Tumorzellen nach der European ISHAGE
Working Group for Standardization of Tumor Cell Detection (%°)

Gruppe | Klassifikation Definition

Typische Tumorzellmorphologie:
Deutliche ZellkernvergrdBerung
Atypischer Zellkern

Zellcluster

1 Tumorzellen

Keine eindeutige Abgrenzung von
h&matopoetischer Zellen mdglich

Wahrscheinliche

2
Tumorzellen Negative  Kontrollfarboung ~ mit  einem  fur
hamatopoetische Zellen isotypspezifischen
Antikdrper erforderlich
Kei Zellen hamatopoetischer Herkunft
3 eine Hautepithelzellen,
Tumorzellen

Falsch-positive Signale

Diesen Kriterien entsprechend erfolgte die Beurteilung der morphologischen
Merkmale wie ZellgroBe, GréBe und Form des Zellkerns, bzw. Kern-Plasma
Verhaltnis. Des Weiteren fand eine Abschéatzung hinsichtlich der Auspragung
und der Spezifitédt der Antikbrperanreicherung sowie Fluoreszenzintensitat statt.
Die Spezifitit der AK-Anreicherung charakterisierte sich durch eine dem
gesuchten Antigen entsprechende Lokalisation sowie spezifische Form des
Fluoreszenzsignals. Zytokeratin als Element des Zytoskeletts tritt beispielweise
in Form einer feinfaserigen, wolkigen Struktur in unterschiedlicher Auspragung
im Bereich des Zytoplasmas auf. ERa dagegen gehdért zu den nuklearen
Rezeptoren, sodass im Fall einer ERa-positiven Zelle eine typische Zellkern-
Farbung erschien. Auspragung und Intensitat der Fluoreszenz kdnnen




unterschiedlich sein. Als positiv wurden jedoch nur jene Zellen bewertet, bei
denen sich ein mittelmaBiges bis starkes Signal zeigte (Abb. 10).

Zytokeratin-positive/ERa-positive Tumorzelle aus dem KM;
Deutliche CK-FITC-positive Farbung im Bereich des
Zytoskeletts und der Zellmembran;

ERa-positiver Zellkern mit Alexa Fluor 594 markiert

Unter dem DAPI-Filter sichtbare Zellmorphologie;

GroBe, runde Zelle; Kern/Plasma Relation >1

Unter dem FITC-Filter sichtbare, feinfaserige Anfarbung des
Zytoplasmas und der Zellmembran;

Von der Farbung partiell bedeckter Zellkern

Unter dem TRITC-Filter sichtbare, starke Anfarbung des
Zellkerns; ERa-AK markiert mit Alexa Fluor 594.

Abb. 10 Auswertungskriterien einer ERa/C11-positiven Tumorzelle



Kleine Zellkerne oder kleine Zellen, bei denen eine hamatopoetische Herkunft
nicht auszuschlieBen war, wurden auch bei positivem Rezeptorfarbung als
falsch-positiv klassifiziert. Besonders groBe Kerne kénnen auf Zellapoptose
oder Beeintrachtigung der Zelle im Laufe der Verarbeitung sowie auf
epidermale Kontamination bei Materialenthnahme hinweisen. Als falsch-positiv
wurden auch solche unspezifisch angeféarbte Zellen klassifiziert, bei denen die
Fluoreszenz nicht auf entsprechende Strukturen begrenzt werden konnte oder
ahnliche Bereiche mit beiden Antikbrpern markiert wurden, sodass eine
Uberlappung der Fluoreszenzsignale stattfand. Es wurden ausschlieBlich jene
Patientinnen als positiv bewertet, bei denen Zellen der Kategorie | der ISHAGE
Klassifikation gefunden werden konnten bzw. deren Zellen den Kriterien des
Konsensus fur den standardisierten Nachweis und die klinische
Implementierung disseminierter Tumorzellen entsprachen (Tab. 5). Beispiele
von Zellen, die den entsprechenden ISHAGE Kategorien zugeteilt werden zeigt
Abb. 11.

Tab. 5 Kriterien zur Identifikation von Tumorzellen (mod. nach Fehm et al., *)

Zytomorphologie und Phanotyp disseminierter Tumorzellen

VergrdBerter Zellkern

Verhaltnis Zellkern/Zytoplasma > 1

Granulierter Zellkern (unregelmaBige Struktur des Zellkerns)

GroBBe Nukleoli

Zellkluster

Starkes und/oder unregelmaBig gefarbtes Zytoplasma

Immunzytologische Farbung bedeckt zumindest partiell Zellkern

Evil. perinuklaere Farbverdichtung

Einzelne Zytokeratinfilamente sind erkennbar (netzartige Struktur)

Tumorzellen gréBer als hdmatopoetische Zellen




Abb. 11 Positive KM-Befunde eingeteilt nach ISHAGE Kategorien (**)

A-C) Zellen der Kategorie |. Morphologisch groBe, runde Zellen mit schmaler, ringférmiger
zytoplasmatischer Férbung fir CK und ggf. nukledrer Farbung fiir ERa. A) und C) zeigen CK-
positive Zellen, B) eine ERa/CK-positive Zelle.

D-F) Zellen der Kategorie Il. E) und F) zeigen teilweise unvollstdndigen ringférmigen Randsaum

G-l) Zellen der Kategorie Ill. Kleine Zellen mit unspezifischem Fadrbemuster, wahrscheinlich
falsch-positiv angeférbte Zellen hdmatopoetischer Herkuntt.

2.2.11. Immunhistochemie des Primartumors
Der Ostrogenrezeptorstatus des Primartumors wird mittels
immunhistochemischer Farbung bestimmt. Die Analysen werden mit bioptisch

oder chirurgisch entferntem Untersuchungsmaterial durchgefiihrt. Das Gewebe



wird mit 4.5%-iger Formalinlésung (pH 7.0) fixiert und in Paraffin eingebettet.
Die immunhistochemische Farbung wird an 3 bis 5 ym dldnnen Schnitten
durchgefiihrt, wobei ein kommerziell erhaltliches ABC-kit (Vectastain, Vector
Laboratories, CA, USA) verwendet wird. Der monoklonale ERa Rabbit
Antikdrper (Klon SP1) wird im Verhaltnis 1:200 mit Tris-HCI (pH 7.5) verdinnt
und entsprechend der Anweisung des Herstellers (DCS, Deutschland)
aufgebracht. DAB (3,3 diamino-benzidine) wird dabei als Chromogen
verwendet. Die Objekttrager werden mit Hamatoxylin geféarbt und fir die
Untersuchung fixiert. Die ERa-Expression wird semi-quantitativ nach dem

Remmele-Score (auch immunreaktive Score, IRS) klassifiziert (Tab. 6).

Tab. 6 Score nach Remmele (") zur Bestimmung des ERa-Status des
Priméartumors

Punkte Farbeintensitat Anteil positiver Zellkerne

0 keine Anfarbung 0%

1 Schwach <10 %

2 MaBig 11 % - 50 %

3 Stark 51 % -80 %

4 - 81 % -100 %

Aus der Summe der Punkte der Farbeintensitat und des Anteils positiver Kerne
resultiert eine Score von 0 bis 12. Remmele gibt in seiner Originalarbeit keinen
Cut-off an, sodass es nicht méglich ist, einen negativen Rezeptorstatus aus der
IRS abzuleiten. Nach Definition der AGO besteht jedoch eine Indikation zur
antihormonellen Behandlung wenn mehr als 10% der Tumorzellen den
Ostrogenrezeptor exprimieren. Den in St. Gallen 2007 neu festgelegten
Therapiestandards zufolge gelten Tumoren mit 1 bis 10% positiven Tumorzellen
als fraglich positiv. Aus klinischer Sicht wird also ein Cut-off von 10 % bzw. ein

IRS von zwei angenommen. Der Hormonrezeptorstatus eines Praparates wird




als insgesamt negativ, schwach, maBig oder stark immunhistochemisch positiv
bezeichnet (Tab. 7).

Tab. 7 Klinische Modifizierung des Remmele Scores

HR-Status des Primartumors IRS
Keine oder insgesamt unter 10% der
Negativ Zellen mit angefarbten Zellkernen
unabhangig von Farbintensitat
Schwach positiv Gesamtscore von 2
M&aBig positiv Gesamtscore von 3, 4 oder 6
Stark positiv Gesamtscore von 8,9 oder 12

2.2.12, Statistik

Statistische Analyse der Patientendaten wurde mit SPSS 15.0 fur Windows XP

vorgenommen.

Die Korrelation zwischen immunfluoreszenter Detektion der DTZ im KM und
anderen klinisch-pathologischen Faktoren sowie dem ERa-Status der DTZ und
des Primartumors wurden mittels Chi-Square-Test evaluiert. Als signifikant

wurden p-values < 0.05 bericksichtigt.




3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines Farbeprotokolls zum Nachweis ERa-
positiver DTZ

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Immunfluoreszenz-
basierte Methode zum Nachweis ERa-positiver DTZ etabliert. In mehreren
Farbeversuchen zur Optimierung des Farbungsprotokolls wurden verschiedene

Reagenzien und Parameter angesetzt, die in Tab. 8 zusammengefasst werden.

Tab. 8 Tabellarische Erfassung der bei der Etablierung der Fédrbung getesteten

Parameter
e . Zellfixation/ . . AK-
Primar-AK Sekundar-AK Permeabililierung Inkubationszeit Konzentration
Monoklonal | Tex Red Pferd- Formaldehyd 30min 1:200
Maus anti-Maus 0,5%
45min 1:100
Polyklonal Tex Red Ethanol 10%
Kaninchen ﬁleg_e-e;]ntlr; 60min 1:50
aninche Triton X-100
0,1% .
Monoklonal Alexa Fluor 1:25
Kaninchen 594 Ziege‘anti'
Kaninchen

Der monoklonale ERa Kaninchen-AK 1:25 (Klon SP1, Lab Vision, CA) und der
sekundare mit Alexa 594 konjugierte (Molecular Probes, Invitrogen, CA) Ziege-
anti-Kaninchen-AK  1:200 zeigten sich fur die Bestimmung des
Ostrogenrezeptorstatus der DTZ als optimal geeignet. Abb. 12 stellt
schematisch das optimale neuetablierte Farbeprotokoll dar. Die einzelnen

Farbeversuche wurden detailliert im Methodenteil beschrieben (siehe 2.2.7).




Anfeuchten mit PBS fiir 1 min
Absaugen
Fixation mit 0,5% Formaldehyd fiir 10 min
Absaugen
Waschen mit PBS fiir 5 min.
Absaugen

Block mit Ziegen-Normalserum
1:10 fiir 30 min

Absaugen, NICHT WASCHEN

Priméar-AK: SP1 ERa-AK 1:25;
C11-FITC-AK 1:200 fiir 60 min

Absaugen
Waschen mit PBS fiir 5 min
Absaugen

Sekundar-AK Alexa Fluor 594 konjugiert
Ziege-anti-Kaninchen 1:100 fiir 30 min

Absaugen
2x Waschen mit PBS fiir 5min
Absaugen
Einbetten in Vectashield Mounting Medium

Eindecken mit Deckglass

Abb. 12 Schematische Darstellung der einzelnen Farbungsschritte im zeitlichen
Ablauf



3.2. Patientenkollektiv

Insgesamt konnten KM-Aspirate von 275 Mammakarzinompatientinnen in die
Analyse aufgenommen werden. Bei allen Patientinnen erfolgte die Punktion
zum Zeitpunkt des operativen Eingriffes. 241 Patientinnen wurden primar
operativ behandelt, bei 34 wurde vor der Operation eine neoadjuvante
Chemotherapie durchgefihrt. Die Verteilung der Stadien des Patientenkollektivs
wird in Tab. 9 dargestellt.

Tab. 9 Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Anzahl der Patientinnen N
Primar operative Therapie 241
Stadium 0 (pTis) 19
Stadium | 102
Stadium Il 85
Stadium |l 28
Stadium IV 7
Operation nach der neoadjuvanten Therapie 34
Gesamt 275

3.2.1. Altersverteilung

Das Alter der Patientinnen variierte zwischen 23 und 92 Jahren. Das mediane
Alter betrug 57 Jahre und das Durchschnittsalter lag bei 58 Jahren (SD +/- 13)
(Abb. 13).
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Abb. 13 Altersverteilung des Patientenkollektivs

3.2.2. Klinisch-pathologische Daten der primar operierten Patientinnen

241 von 275 Patientinnen wurden primér operativ behandelt. Klinisch-
pathologische Daten dieser Subgruppe stellt Tab. 10 dar. Die Patientinnen
befanden sich Uberwiegend in der Postmenopause (72%). 102 Patientinnen
(42%) befanden sich zur Zeit der Operation in Stadium | der Erkrankung, 85
(35%) in Stadium Il, 28 (12%) Patientinnen in Stadium Ill und lediglich 7 (3%)
Patientinnen in Stadium IV. In die Analyse wurden zusatzlich 19 (7%)
Patientinnen aufgenommen, die sich zur Zeit der Diagnose im Stadium 0 (pTis)
der Erkrankung befanden. Die Verteilung der Stadien bei primar operierten

Patientinnen wird in Abb. 14 dargestellt.



Tab. 10 Klinisch-pathologische Daten der primé&r operierten Patientinnen

Anzahl der Patientinnen

Faktor N=241
N (%)

Menopausenstatus

Pramenopausal 68 (28)

Postmenopausal 173 (72)
Stadium

0 (pTis) 19 (8)

I 102 (42)

Il 85 (35)

[ 28 (12)

\Y 7 (3)
TumorgréBe

Tis 19 (8)

T1 135 (56)

T2-T4 84 (35)
Lymphknotenstatus

Neg 157 (66)

Pos 81 (34)
Metastasierung

MO 234 (97)

M1 7 (3)
Grading

G1 16 (7)

G2 176 (80)

G3 28 (13)
Histologie

Duktal invasiv 152 (63)

Lobular invasiv 50 (21)

DCIS 19 (8)

Anderer Typ 17 (7)
Lymphangiosis carcinomatosa

LO 222 (92)

L1 19 (8)
ER Status

Neg 39 (17)

Pos 198 (83)
PR Status

Neg 70 (29)

Pos 167 (70)
Her2/neu Status

Neg 194 (84)

Pos 37 (16)
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Abb. 14 Verteilung der Stadien nach AJCC bei primér operierten Patientinnen
3.3. Detektion disseminierter Tumorzellen

Bei 113 von 275 (41%) Patientinnen konnten Zytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark nachgewiesen werden. Die Anzahl der Zellen variierte zwischen
1 und 55 mit dem Mittelwert von 2,67 und einem Standardfehler des Mittelwerts
von 0,58 (Abb. 15).



Abb. 15 Typische Zytokeratin-positive Zellen aus dem Patientenmaterial



Das Patientenkollektiv wurde in zwei Gruppen unterteilt: primar operierte
Patientinnen und Patientinnen, die vor der Operation eine neoadjuvante
Chemotherapie erhielten (Tab. 9). Bei 14 von 34 (41%) der neoadjuvant
behandelten Patientinnen und 99 von 241 (41%) primér operierten Patientinnen
konnten DTZ im KM nachgewiesen werden. In Abb. 16 wird gezeigt, dass sich
der prozentuale Anteil positiver Knochenmarkbefunde in den beiden

Subgruppen nicht unterscheidet.

Primar operiert

KM pos
® KM neg

Neoadjuvant

-

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abb. 16 Prozentualer Anteil der positiven Knochenmarkbefunde in
verschiedenen Patientengruppen.

3.3.1. Korrelation des KM-Status mit klinisch-pathologischen Faktoren

Die Korrelation eines positiven KM-Befundes mit klinisch-pathologischen
Faktoren wurde in der Gruppe der primar operierten Patientinnen mittels Chi-
Square Test untersucht. Es konnte keine Korrelation zwischen einem positiven
KM-Befund und dem Menopausenstatus, dem Stadium, der TumorgrdéBe, dem
Lymphknotenstatus, dem M-Stadium, der Histologie oder dem Grading des
Tumors erkannt werden. Auch hinsichtlich der Korrelation zwischen dem
Her2/neu-Status, sowie dem Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus des
Primartumors mit DTZ-Nachweis im KM zeigte sich keine Signifikanz (Tab. 11).




Tab. 11 Korrelation der Knochenmarkbefunde mit klinisch-pathologischen

Daten der primér operierten Patientinnen

Faktor An;ahl_der DTZ_ _ p-value
Patientinnen Positiv
N=241 n (%)
Menopausenstatus n.s.

Pramenopausal 68 29 (43)

Postmenopausal 173 70 (40)

Stadium n.s.

0 19 4 (22)

I 102 44 (43)

Il 85 33 (38)

1] 28 13 (46)

v 7 5 (71)
TumorgréBe n.s.

Tis 20 6 (30)

T1 134 55 (41)

T2-T4 84 37 (44)
Lymphknotenstatus n.s.

Neg 157 63 (40)

Pos 81 35 (43)
Metastasierung n.s.

MO 234 94 (40)

M1 7 5 (71)

Grading n.s.

G1 16 8 (50)

G2 176 73 (41)

G3 28 10 (36)
Histologie n.s.

Duktal invasiv 152 63 (42)

Lobulér invasiv 50 18 (36)

DCIS 19 6 (30)

Anderer Typ 17 11 (65)
Lymphangiosis n.s
carcinomatosa

LO 222 91 (41)

L1 19 8 (42)

ER Status n.s

Neg 39 15 (38)

Pos 198 82 (41)

PR Status n.s.

Neg 70 26 (37)

Pos 167 71 (42)

Her2/neu Status n.s.

Neg 194 83 (43)

Pos 37 12 (32)




3.4. ERa-Status disseminierter Tumorzellen

Bei 14 von 113 (12%) Patientinnen mit positivem Knochenmarkbefund konnten
Ostrogenrezeptor/Zytokeratin-positive Zellen nachgewiesen werden. Die Anzahl
der doppelpositiven Zellen variierte zwischen 1 und 15 Zellen/ 3x 10° MNC. Bei
den Ubrigen 99 Patientinnen (88%) waren die disseminierten Tumorzellen ERa-
negativ (Abb. 17).



Abb. 17 Typische Zytokeratin/Ostrogenrezeptor-positive Zellen aus dem

Patientenmaterial



Der Era-Status der DTZ der Patientinnen beider Subgruppen wurde verglichen.
Bei 2 von 14 (14%) KM-positiven, neoadjuvant behandelten Patientinnen und
12 von 99 (12%) primar operierten Patientinnen konnten ERa-postive DTZ
nachgewiesen werden. Es zeigten sich also keine wesentlichen Unterschiede
im prozentualen Anteil der bestimmten Knochenmarkbefunde (Abb. 18).

Primar operiert

B CK pos/ Erapos
CKpos/ Eraneg
B CK neg/ Era neg

Neoadjuvant

~

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abb. 18 Der prozentuale Anteil bestimmter Knochenmarkbefunde in den
verschiedenen Patientengruppen.

3.5. Der Vergleich des ERa-Status zwischen disseminierten

Tumorzellen und dem Primartumor

Bei 113 Patientinnen mit positivem Knochenmarkbefund wurde der ERa-Status
des Primartumors und jener der DTZ verglichen. Die ERa-Positivrate des
Primartumors betrug in dieser Gruppe 83% (94 Patientinnen). Allerdings
wurden nur bei 13 dieser 94 Patientinnen (14%) ERa-positiven Zellen im
Knochenmark nachgewiesen. Die Ubrigen 81 Patientinnen (86%) hatten trotz
positiven ERa-Status des Primartumors ERa-negative Tumorzellen im

Knochenmark. Von den 19 Patientinnen mit negativem ERa-Status des



Primartumors wiesen 18 (95%) ERa-negative und eine (5%) ERa-positive
Tumorzellen im Knochenmark auf. Die Konkordanzrate zwischen dem ERa-
Status der DTZ und dem des Primartumors lag bei 27% (Tab. 12). Das Ausmaf
der ERa-Expression des Primartumors (negativ, schwach, maBig, stark)
korrelierte nicht mit dem ERa-Status der disseminierten Tumorzellen (Tab. 13).

Tab. 12 Korrelation zwischen Era-Status des Primdrtumors und disseminierten
Tumorzellen (DTZ)

DTZ ERa-positiv DTZ ERa-negativ Gesamt
n (%) n (%)
Tumor
ERa-negativ 1(1) 18 (16) 19 (17)
Tumor
ERa-positiv 13 (11) 81 (72) 94 (83)
Total 14 (12) 99 (87) 113 (100)

Tab. 13 Korrelation des ERa-Expression-AusmaBes des Primdrtumors mit dem
ERa-Status der DTZ

DTz
ERa-negativ ERa-positiv
n (%) n (%)
Negativ 18(18) 1(7)
ERa-Status schwach positiv 8(8) 2 (14)
Primartumor maBig positiv 13(13) 2(14)
stark positiv 60(61) 9 (64)

3.6.

Tumorzellen

Bei 41

Heterogenitat der ERa-Expression von disseminierten

(36%) von 113 KM-positiven Patientinnen wurden mehr als eine

disseminierte Tumorzelle nachgewiesen. In dieser Subgruppe konnte zusatzlich

die Heterogenitat der Antigenexpression der disseminierten Tumorzellen




beurteilt werden. Bei 30 (73%) dieser Patientinnen konnten nur ERa-negative
Tumorzellen nachgewiesen werden. Bei keiner Patientin wurden ausschlieBlich
ERa-positive Tumorzellen gefunden. 11 (27%) Patientinnen haben eine
heterogene Expression des Ostrogenrezeptors aufgewiesen. Bei diesen
Patientinnen konnten sowohl ERa-negative als auch ERa-positive Zellen im
Knochenmark detektiert werden konnten. Bezogen auf alle Patientinnen, die
ERa-positive DTZ aufwiesen, konnte bei 11 von 14 (79%) Patientinnen

heterogene ERa-Expression nachgewiesen werden. (Tab. 14, Abb. 19).

Tab. 14 Heterogenitédt der ERa-Expression von DTZ

DTz
nur ERa- nur ERa- ERa-positiv / Total
positiv negativ ERa-negativ

Tumor o o o o
ERa-negativ 0 (0%) 8 (19%) 0 (0%) 8 (19%)

Tumor
ERa-positiv 0 (0%) 22 (54%) 11 (27%) 33 (81%)

Total 0 (0%) 30 (73%) 11 (27%) 41 (100%)




Abb. 19 Heterogenitdt der ERa-Expression disseminierter Tumorzellen bei

Patientinnen mit mehreren DTZ im KM

A) Gruppe der Patientinnen mit ausschlieBlich ERa-negativen DTZ im KM (73%); A1) Cluster
von C11-positiven DTZ, A2) einzelne C11-posiive DTZ B). Gruppe der Patientinnen mit ERa-
negativen und ERa-positiven DTZ im KM (27%); B1) einzelne C11-positive DTZ; B2) Cluster
von ERa-positiven und ERa-negativen DTZ



4. Diskussion

4.1. Tumorzelldissemination

Trotz erheblicher Fortschritte der onkologischen Therapie in den letzten Jahren,
scheint die Disseminierung einzelner, durch konventionelle histopathologische
Stagingmethoden nicht nachzuweisender Tumorzellen ein limitierender Faktor
fir das rezidivireie Uberleben zu sein ('*¥). Etwa 25 bis 30% der
Brustkrebspatientinnen erleben trotz der RO-Resektion des Primartumors und
negativen Lymphknotenstatus ein lokales Rezidiv oder eine Fernmetastase (”/,
37). Eine genaue Beurteilung der Prognose bei Mammakarzinom ist anhand der
klassischen, klinisch-pathologischen Faktoren nicht ausreichend mdéglich.

Die hdmatogene Streuung disseminierter Tumorzellen (DTZ) hat im komplexen
Prozess der Metastasierung entscheidende Bedeutung. Der Nachweis von DTZ
im Knochenmark primarer Mammakarzinompatientinnen ist mittlerweile als
unabhangiger Prognosefaktor anerkannt (*®). Des Weiteren ist die Prognose
von Frauen mit persistierenden Tumorzellen nach abgeschlossener adjuvanter
Therapie im Vergleich zu Patientinnen ohne Tumorzellnachweis im
(174, 89)_

Knochenmark wesentlich schlechter Damit gelten disseminierte

Tumorzellen als Surrogatmarker fiir eine minimale residuale Tumorerkrankung.

Auch die reine Detektion von DTZ scheint nicht ausreichend zu sein, um den
Verlauf der Mammakarzinomerkrankung vorherzusagen. In verschiedenen
Langzeitstudien wurde bereits gezeigt, dass 40% bis 60% der
Brustkrebspatientinnen trotz positiven Knochenmarkbefundes kein Rezidiv
entwickeln (1% %), Es miissen also Unterschiede im metastatischen Potential
der DTZ existieren, die das individuelle Schicksal dieser Zellen bestimmen (*°).
Allerdings sind die Faktoren, die fiir den Ubergang von der Tumorzellpersistenz
in die klinische Manifestation einer Metastase ausschlaggebend sind, noch

122
)

unbekannt (*“°). Daher ist es von groBer Bedeutung, die einzelne Zytokeratin-

positiven Zellen im Knochenmark weitergehend zu charakterisieren (*°, ). Dies



kébnnte zum einen die Identifizierung von Patientinnen mit erhéhtem
Rezidiv/Fernmetastase Risiko und zum anderen die Anwendung einer
zielgerichteten adjuvanten Therapie bei Patientinnen, die DTZ mit

entsprechenden Zielantigenen aufweisen, ermdglichen.

4.2. Ostrogenrezeptorstatus

Der Ostrogenrezeptorstatus des primaren Mammakarzinoms gehdrt zu den
routinemaBig bestimmten klinischen Merkmalen. Etwa 70 bis 80% der
Mammakarzinome weisen einen positiven ERa-Status auf (°). Die Expression
von Ostrogenrezeptoren spielt eine entscheidende Rolle sowohl in der
Diagnostik als auch in der Therapie von Brustkrebs und gilt als einer der
wichtigsten prognostischen und pradiktiven Faktoren dieser Erkrankung ('?7).
Bei Tumoren mit positivem Hormonrezeptorstatus ist eine systemische
hormonelle Behandlung die Therapie der Wahl. Ziel der endokrinen
Systemtherapie ist die Elimination einer hormonrezeptorpositiven minimalen
Resterkrankung (MRD). Der Hormonrezeptorstatus der DTZ, die als
Surrogatmarker einer MRD gelten, bleibt dabei jedoch weiterhin
unberlcksichtigt, obgleich klassischerweise davon ausgegangen wird, dass der
Hormonstatus des Primartumors und jener der MRD bzw. der DTZ
Ubereinstimmen. Zahlreiche Studien weisen jedoch auf einen komplexeren
Zusammenhang zwischen dem Primartumor und disseminierten Tumorzellen
hin, der sich in erheblichen Unterschieden auf dem genetischen Niveau
manifestiert (*', '*°). Untersuchungen, welche auf Diskrepanzen des Her2/neu
Status zwischen dem Priméartumor und isolierten DTZ hinweisen, unterstitzen

diese Theorie auf phanotypischer Ebene (163, 1°, 1%,

Des Weiteren bleiben ca. 20-40% Prozent der Mammakarzinompatientinnen
resistent gegeniber endokriner Therapie, obwohl der Primartumor einen
positiven Hormonrezeptorstatus aufweist, wahrend 10% der
hormonrezeptornegativen Patientinnen auf eine antihormonelle Behandlung
ansprechen (''). Da der ERa-Status von disseminierten Tumorzellen bis dato

kaum untersucht wurde, war das Ziel dieser Dissertation die Beantwortung der



Frage, ob Unterschiede im Ostrogenrezeptor-Expressionsmuster zwischen dem
Primartumor und den DTZ im Knochenmark existieren, die flr das inadaquate
Ansprechen auf eine antihormonelle Therapie des Mammakarzinoms

verantwortlich werden kdnnen.
4.3. Fragestellungen zur Methodik

4.3.1. Knochenmark als Ort der Tumorzelldissemination

BekanntermaBen stellt das Skelettsystem einen Pradilektionsort der
Fernmetastasierung beim Mammakarzinom dar (‘%°, *¢). Diese Erkenntnis fiihrte
zu der Uberlegung, ob sich schon in frilheren Stadien der Erkrankung okkulte
Tumorzellen im Knochenmark finden lieBen. Bemerkenswerterweise war der
Nachweis von einzelnen Tumorzellen in KM auch bei malignen Tumoren, die
ein anderes Metastasierungsmuster aufweisen, maoglich. So konnten
beispielweise bei gastrointestinalen Tumoren, die primar in die Leber und nur
zu einem geringen Prozentteil in das Skelett metastasieren, DTZ im KM

(%, 9. Es lieBe sich also vermuten, dass einzelne

detektiert werden
Tumorzellen im KM auf eine Generalisation der Erkrankung hinweisen.
Mittlerweile gilt der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im KM bei
primaren Mammakarzinompatientinnen als unabhangiger Prognosefaktor mit

Level-I-Evidenz (*).

Das Knochenmark bietet sich als ein relativ leicht zugangliches Kompartiment
fir die Untersuchung an. Die Knochenmarkpunktion ist eine gut etablierte
Methode und die in dieser Studie verwendete Jamshidi-Technik wurde bereits
von vielen Arbeitsgruppen angewandt (¥%). Der Eingriff wurde intraoperativ
durchgefihrt und war damit flr die Patientinnen wenig belastend.
ErfahrungsgemaB geht die Knochenmarkpunktion mit einer sehr geringen
Komplikationsrate einher. So berichteten Diel et al. bei 2052 Punktionen
lediglich Uber eine starkere Nachblutung aus dem Stichkanal, die mit einer
47 45

Ligatur versorgt werden musste (7', ™). Eine besser zugreifbare und einfachere
Methode der Materialgewinnung far Tumorzellnachweis stellt die Blutentnahme



dar. Allerdings gibt es derzeit nur wenige Studien die darauf hinweisen, dass
zirkulierende Tumorzellen im Blut mit verkiirzter Uberlebenszeit assoziiert sein
kénnen. Darlber hinaus gilt diese Beobachtung nur flr ein metastasiertes
Kollektiv (*®). Somit bleibt unklar, welche prognostische Bedeutung dem
Nachweis zirkulierender Tumorzellen im peripheren Blut von nicht-

metastasierten Patientinnen zukommt (30, 169 177 178 168)

4.3.2. Nachweismethoden der disseminierten Tumorzellen

Unter den Detektionsmethoden der disseminierten Tumorzellen werden zum
einen molekularbiologische Verfahren (PCR, RT-PCR, FisH) und zum anderen
Antikérper-basierte Methoden eingesetzt (Immunzytochemie,
Immunfluoreszenz; Flowzytometrie). Da derzeit kein Karzinom-spezifischer
Marker fir disseminierte Tumorzellen zur Verfligung steht, erfolgt der Nachweis
der DTZ Uber antiepitheliale Antigene. Physiologisch kommen keine Zellen
epithelialer Herkunft in mesenchymalen Geweben wie Blut oder Knochenmark
vor ('%). Somit wird ihre Detektion bei Malignitaten epithelialer Genese als
Hinweis auf Tumorzelldissemination des Primartumors oder in metastasierter
Situation der Metastase betrachtet. Der maligne Charakter dieser Zellen wurde
bereits in verschiedenen Studien mittels Genotypisierung auf molekularer

Ebene bewiesen (%8, °', 1°9).

4.3.2.1. Immunfluoreszenz

Die mit Abstand wichtigste und derzeit als Standardmethode geltende
Detektionsmethode der DTZ ist die Immunzytochemie (°"). Hierfiir hat sich der
in dieser Arbeit angewendete fluoreszenzbasierte Nachweis etabliert. Durch
Anwendung dieses Antikdrper-basierten Verfahrens konnten die falsch-
positiven Ergebnisse durch eine morphologische Beurteilung der Tumorzellen
minimalisiert werden. Die Morphologie der Tumorzellen wurde in vorliegender
Studie nach Empfehlungen der European ISHAGE Working Group for
Standardization of Tumor Cell Detection (Tab. 4) und des Internationalen
Konsensus fur den standardisierten Nachweis und die klinische



Implementierung disseminierter Tumorzellen ausgewertet (Tab. 5) (%, °7).
AusschlieBlich die Patientinnen mit Zellen der ISHAGE-Kategorie | im

Knochenmark wurden als KM-positiv bewertet (Abb. 11).

Um die Tumorzellen auf ERa-Expression hin zu charakterisieren wurde eine
Immunfluoreszenz-Mehrfachfarbung etabliert. Diese Methode eignet sich
besonders gut flr eine simultane Detektion mehrerer Antigene und wurde
bereits in zahlreichen Studien angesetzt ('3, '?°). Mittels der Anwendung von
Fluoreszenz-Farbstoffen fiir weit auseinanderliegende Spektren (DAPI-blau,
FITC-grin, Alexa Fluor 594-rot) konnte die Anzahl der falsch-positiven
Ergebnisse weiter reduziert werden. Auch die Lokalisation der Antigene war fir
die Qualitat der Farbung von entscheidender Bedeutung. Da der
Ostrogenrezeptor eine nukledre und die Zytokeratin eine zytoplasmatische
Lokalisation  aufweisen,  konnten  auch  durch eine  eventuelle

Farbentberlagerung falsch-positive Ergebnisse ausgeschlossen werden.

4.3.2.2. Antikbrper

Eine der ersten Arbeitsgruppen, die sich mit dem Nachweis epithelialer Zellen
im Knochenmark auseinandersetzte, waren Sloane et al. Zum Nachweis der
malignen Zellen diente in ihrer Untersuchung von 1980 ein gegen epitheliale
muzindse Oberflachenantigene gerichteter Antikérper (EMA). Die Detektion
erfolgte mittels Immunzytochemie (*®'). Das anfangs von vielen Arbeitsgruppen
als Tumorzellmarker verwendete EMA hat sich jedoch als nicht ausreichend
spezifisch erwiesen, da es auch auf Zellen nicht-epithelialer Herkunft
nachgewiesen wurde und Kreuzreaktionen mit hdmatopoetischen Zellen im KM
aufwies. (*3). Mit der Entwicklung von Antikérpern, die gegen zytoplasmatisch
lokalisierte Strukturen des Zytoskeletts, Zytokeratine, gerichtet sind, kam es zu
einem groBen Fortschritt auf diesem Gebiet. Zuerst wurde als epithelialer

*). Dieses wird bekanntermaBen nur in

Marker Zytokeratin 18 angesetzt (
einfachen Epithelien und Tumoren ihrer Herkunft exprimiert und ist in
mehrschichtigen, squamésen Epithelien nicht nachweisbar ('°°). Dadurch wird

die  Verfélschung der  Ergebnisse  durch Kontamination des



Knochenmarkaspirates mit Hautpartikeln ausgeschlossen, welche bei der
Punktion ins Untersuchungsmaterial gelangen kénnen. Zytokeratin 18 weist
zusatzlich eine deutlich héhere Spezifitdit auf als die muzinése Antigene.
Allerdings  haben  einige  Untersuchungen auf eine eventuelle
Herunterregulierung von CK18-Exspression auf den Tumorzellen hingewiesen,
sodass es sich wiederum als ein nicht geniigend sensitiver Marker gezeigt hat
(*#1, %) In der Arbeit von Pantel et al. ist die KM-Postivrate von 26% bei der
Anwendung des Anti-CK18 Antikérpers auf 43% bei Einsatz eines sogenannten
Panzytokeratin-Antikdrpers gestiegen ('?'). Diese gegen mehrere Zytokeratine
gerichteten Antikérper berlcksichtigen wegen ihres breiten Spektrums die
antigene Heterogenitat der einzelnen Tumorzellen und erreichen damit die
héchste Sensitivitat. Aus diesem Grund werden sie in zahlreichen Studien zur

Detektion maligner Tumorzellen angewandt (?°, 88, 66 24 119 87 36

). Es wird zwar
auch hier Uber die Eventualitat unspezifischer Reaktionen berichtet, diese treten
jedoch im Vergleich mit den bekannten Kreuzreaktionen der EMA-Antikdrper

(26 113).

deutlich seltener auf Damit hat sich die Anwendung von

Panzytokeratin-Antikdrpern als Standardmethode fir den Nachweis von DTZ
durchgesetzt (%, °’). Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte monoklonale
C11 Antikérper gehért zu den klassischen Panzytokeratin-AK. Er richtet sich
gegen die Zytokeratine 4, 5, 6, 8, 10, 13 und 18 und wird standardmaBig zur
Detektion von DTZ im Knochenmark mittels Immunfluoreszenz angewandt (%,
58 163 106 110 3536 ) Dije Studie von Bartek et al., welche eine umfangreiche
Analyse verschiedener, in der Diagnostik verwendeter Zytokeratinanktikdrper
enthalt, weist auf die groBe Bedeutung des C11-Antikbrper in der

diagnostischen Onkopathologie hin (*4).

Zur Bestimmung des Ostrogenrezeptorstatus sowohl der disseminierten
Tumorzellen als auch des Primartumors diente in der vorliegenden Studie der
monoklonale  Kaninchen = ERa-Antikérper  Klon ~ SP1.  Monoklonale
Ostrogenzeptor Kaninchen AK werden erst seit kurzer Zeit in der
Labordiagnostik angewandt, zeigen jedoch bereits viele Vorteile gegenlber den
klassischen Maus AK. In der Untersuchung von Cheang et al. 2006 wiesen sie



bei gleicher Spezifitdt und gleichem positiven pradiktiven Wert eine 8% hdhere
Sensitivitdt als die Maus AK auf (**). Die Studie von Rocha et al. 2008 kam in
diesem Zusammenhang ebenfalls auf eine héhere Sensitivitdt der Kaninchen
AK. Auf Grund der hdheren verwendeten Arbeitsverdiinnungen ergaben sich
zudem niedrigere Untersuchungskosten ('*?). Huang et al. zeigten in ihrer
Studie eine starkere Reaktivitat und 8-mal gréBere Rezeptor-Affinitat des neuen
SP1 Antikdrpers im Vergleich mit dem Standard-Maus AK Klon ID5 (%%). Der
Untersuchung von Cano et al zufolge, welche den Kaninchen AK Klon SP1 und
den Maus AK Klon NF11 miteinander verglichen hat, weiBt der monoklonale
Rabbit AK eine héhere Sensivitat, eine héhere Spezifitdt sowie eine starkere
Intensitat der Farbung auf. Darlber hinaus erlaubt die Anwendung des SP1
Antikérpers eine Verklrzung der Prozedurdauer und bendtigt keine Antigen
Retrieval-Behandlung von Formalin-fixietem und paraffineingebettetem

Gewebe (*3).

In  der vorliegenden Arbeit erfolgte die Etablierung eines neuen
Immunfluoreszenz-basierten Farbeprotokolls zur Bestimmung des ERa-Status
der DTZ. Fir die Optimierung der Methode wurde auch im Rahmen dieser
Studie ein direkter Vergleich der ERa-Antikdrper verschiedener Spezies
durchgefihrt. Abb. 6 und Abb. 7 zeigen, dass sich unter Anwendung von
monoklonalen Kaninchen AK eine deutlich bessere Qualitdt der Farbung
erzielen lasst als unter Anwendung der klassischen Maus AK. Die Anwendung
von monoklonalen Kaninchen Antikérpern scheint also heutzutage ein
verbesserter Standard zur ERa-Status Bestimmung mittels AK-basierten

Verfahrens zu sein (Tab. 15).



Tab. 15 Vergleich des monoklonelen ERa Kaninchen Antikérpers (Klon SP1)

mit den klassischen monoklonalen ERa Maus Antikbrpern

. Vergleich- Vorteile des SP1

Sl Aoz Antikdrper Antikdrpers

gggggg At el FFPE'-Gewebe | Maus Klon ID5 | Héhere Sensivitét
Hbhere Sensivitat

Rocha et al Starkere

5008 142 " | FFPE-Gewebe Maus Klon ID5 | Farbungsintensitat
Niedriegere
Untersuchungskosten
Hdéhere Sensivitat

Rocha1142et al. FEPE-Gewebe Maus Klon Niedriegere

2008 NF11
Untersuchungskosten
Starkere

H | Farbungsintensitat

261(?;%3 et a FFPE-Gewebe Maus Klon ID5 | H6here Rezeptor-Affinitat
Keine  Antigen-Retrieval
Behandlung
Hdéhere Sensivitat
Hdéhere Spezifitat
Starkere

Cano et al. |FFPE-Gewebe, | Maus Klon | 2. ,

20073 32 ENAZ NF11 Farbungsintensitat

Kirzere Prozedurdauer

Keine  Antigen-Retrieval
Behandlug

" Formalin-fixiertes, Paraffineingebettetes

2 Feinnadelaspirate




4.4. Diskussion der Ergebnisse

4.4.1. ERoa-Status der DTZ und die Korrelation mit dem Primartumor

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Knochenmarkaspiraten von insgesamt 275
primdren Mammakarzinompatientinnen untersucht. Mit Hilfe eines neu
entwickelten Protokolls fur die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde der
Ostrogenrezeptorstatus der DTZ im Knochenmark bestimmt und mit dem ERa-
Status des Primartumors verglichen. Obwohl 83% der Primartumoren einen
positiven Hormonstatus aufwiesen, waren nur 12% der untersuchten
disseminierten Tumorzellen ERa-positiv. Die Korrelationsrate zwischen dem
ERa-Status der DTZ und dem ERa-Status des Primartumors lag bei 27%.

Autoren kleinerer Studien konnten ebenfalls zeigen, dass der ERa-Status
disseminierter Tumorzellen zum einen eher negativ ist und zum anderen
meistens nicht mit dem Hormonstatus des Primartumors Gbereinstimmt. In der
Pilot-Studie von Ditsch et al. wurde der ERa Status von DTZ im Knochenmark
bei 17 Patientinnen mit primarem Mammakarzinom bestimmt. Nur bei zwei von
11 Patientinnen mit ERa-positiven Primartumoren (18%) konnten ERa-positive
DTZ nachgewiesen werden. Alle Patientinnen mit ERa-negativem Primartumor
hatten ERa-negative Zellen im Knochenmark (*°). Reuben et al. haben den
ERao-Status von zirkulierenden Tumorzellen im Blut von metastasierten
Mammakarzinompatientinnen untersucht und mit dem ERao-Status des
Primartumors verglichen. Der Ostrogenrezeptorstatus von Primartumoren war
bei 14 von 16 Patientinnen (88%) positiv. Nur bei 3 von 16 Patientinnen (19%)
waren Ostrogen-positive Tumorzellen jedoch im Blut nachweisbar (*°).

Die Ergebnisse unserer Untersuchung entsprechen also den Resultaten
frherer Studien, die sich mit dem ERa-Status einer minimalen residualen
Tumorerkrankung bei Mammakarzinom auseinander gesetzt haben (Tab. 16)
und fOhren zu zwei Schlussfolgerungen: (1) DTZ reflektieren nicht den ERa-
Status des korrespondierenden Primartumors und (2) der ERa-Status von DTZ

ist meistens negativ.



Tab. 16 Vergleich des ERa-Status des Primadrtumors und der isolierten

Tumorzellen bei Mammakarzinompatientinen

ITZ' ERa-Status
Studie N Material | Methode ERa- Kondanzrate
Positivrate N (%)
Ditch et al. o o
5003 17 | KM Immunogold 12% 47%
Reuben et o
al. 2007 16 | PB RT-PCR 19% -
Unsere o o
Studie 113 | KM Immunfluoreszenz | 12% 27%

Tisolierte Tumorzellen

4.4.2. ERo-Status metastatischer Lasionen bei Mammakarzinom-

patientinnen

Es gibt in der Literatur sehr wenige Daten zur Ostrogenrezeptorexpression
disseminierter epithelialer Tumorzellen bei Mammakarzinompatientinnen (s.o.).
Gleichzeitig gelten diese Zellen als Surrogatmarker der minimalen residualen
Tumorerkrankung und kénnen als Vorstufen von Mikrometastasen angesehen
werden, die letztendlich Fernmetastasen bilden. Der ERa-Status der
metastatischen Lasionen steht also im direkten Zusammenhang mit dem ERa-

Status disseminierter Tumorzellen.

Viele Forschungsgruppen haben sich bis dato mit dem ERa-Status der
metastatischen Lasionen bei Brustkrebspatientinnen auseinandergesetzt. In der
Studie von Nedergaard et al. wurde bei 101 LK-positiven
Mammakarzinompatientinnen der Ostrogenrezeptorstatus des Primartumors mit
dem ERa-Status der Lymphknotenmetastasen verglichen. Es konnte eine
Diskordanz von 21% nachgewiesen werden. 18 Patientinnen (18%) wiesen
einen negativen Ostrogenrezeptorstatus der LK-Metastase bei positivem
Ostrogenrezeptorstatus des Primartumors auf, wahrend in 3 Fallen (3%) eine

ERa-positive LK-Metastase bei ERa-negativem Primarius nachgewiesen wurde




(""). Andere, kleinere Studien zeigten einen diskrepanten ERa-Status zwischen
Primartumor und entsprechenden Lymphknotenmetastasen in 10 bis 24% der

Fa"e (84, 179’ 59).

Remaerkers et al. haben bei 75 Mammakarzinompatientinnen den
Hormonrezeptorstatus des primaren Tumors, des Lokalrezidivs sowie der
Lymphknotenmetastasen miteinander verglichen. Die Ubereinstimmung des
ERa-Status zwischen den Lasionen betrug 81%. Allerdings hat sich der ERa-
Status der sekundaren Lasion bei 14 Patientinnen (19%) im Vergleich zum
Priméartumor geandert ("*®). In einer ahnlichen Untersuchung von Nomura et al.
hat sich der ERa-Status des Lokalrezidivs bei 10 Patientinnen (24%) vom ERa-

Status des Primartumors unterschieden (°).

In einer groBen Studie von Lower et al. wurde bei 200 metastasierten
Mammakarzinompatientinnen retrospektiv der ERa-Status des Primartumors
und der Fernmetastase evaluiert. In 30% der Falle lieB sich eine Anderung des
Ostrogenrezeptorstatus beobachten. 39 Patientinnen (19,5%) haben trotz ERa-
positiven Primarius eine ERa-negative Metastase entwickelt, wahrend bei 21
Patientinnen (10,5%) ein positiver ERa-Status der Metastase bei negativem

ERa-Status des Primartumors nachgewiesen wurde ('%Y).

All diese Studien weisen also darauf hin, dass sich der Ostrogerezeptorstatus
wahrend des komplizierten Metastasierungsprozesses andern kann. Dabei
tendieren die Tumorzellen dazu, den Ostrogenrezeptor zu verlieren. Allerdings
zeigen die metastatischen Lasionen bei Ostrogenrezeptor-positiven Primarius
viel haufiger einen positiven ERa-Status als isolierte Tumorzellen im Blut oder

im Knochenmark ()

. Mdglicherweise ist die ERa-Expression wahrend der
Zirkulation und Dissemination besonders stark herunterreguliert. Tab.17 fasst
den Vergleich des ERa-Status des Primartumors und der metastatischen

Lasionen bei Mammakarzinompatientinnen zusammen.



Tab.17 Vergleich des ERa-Status des Primdrtumors und der metastatischen

Lasion’ bei Mammakarzinompatientinnen

- ERo-Status Lokalisation | Switch | 21"

Studie N Positivrate Diskorkondanzrate der ER+/ER- JER+
n (%) Metastase n (%) o
n(/o)
Nedergaard
et al., 1995 | 101 ; 21 (21) LK 18 (18) | 3(3)
'290“0";'84Gt al. | g7 | 40% 21 (24) LK 15(17) | 6(7)
Zheng
et al 2001 | 52 54% (10) LK (10) 0
179
Fernandez
ot al, 1982 | 26 | 65% 6 (23) LK 6(23) 0
59
Raemaeker
S
7 7% 14 (1 LR.LK 11

et aligga| 2| 7% (19) : 8(11) | 6(8)
136
Nomura
ot al 1985 | 42 | 64% 10 (24) LR 10 (24) 0
115
Li
ot al, 1994 | 83 | 76% 24 (29) LR,FM 13(16) | 11(13)
98
Kuukasjani
et“;’I fggae'\;; 50 | 70% 12 (24) LRFM | 12(24) | o0
LOWer| 2005 | 200 | 58% 60 (30) FM 39 2
et al, ° (19,5) | (10,5)
Broom KM,LK,
ot al 2007 % | 62 18% (18) iy (10) (8)

" Fernmetastase, Lokalrezidiv, Lymphknoten
LR- Lokalrezidiv, FM- Fermetastase, LK-Lymphknoten, KM-Knochenmark

4.4.3. Weitere phanotypische Merkmale der DTZ

Wie bereits erwahnt, sind die Diskrepanzen zwischen Pimartumor und
disseminierten Tumorzellen nicht nur auf die ERa Exspression begrenzt.
Zahlreiche Forschungsgruppen haben bereits am Beispiel von verschiedenen
Proliferationsmarkern, Adhasionsmolekilen oder Wachstumsfaktoren gezeigt,




dass DTZ im Knochenmark von Patienten mit malignen epithelialen Tumoren
nicht immer die gleichen Eigenschaften wie Tumorzellen im Primargewebe
aufweisen. Pantel et al. haben in ihrer Untersuchung von 1993 auf eine geringe
Expression von Proliferationsantigenen wie p120 oder Ki-67 auf DTZ
hingedeutet (‘?%). Dies kénnte die Ursache dafiir darstellen, dass DTZ durch

antiproliferativ gerichtete Chemotherapieschemata nur teilweise eliminierbar
sind (17 25 89 16 124)

) b

. Dieses sogenannte ,cell dormancy“ Phanomen kdnnte
gleichzeitig die lange Latenzzeit bis zur klinischen Manifestation der eventuellen
Metastase erklaren. Ein weiteres phéanotypisches Merkmal, das die
Tumorzellpersistenz im Knochenmark erklaren kénnte, wurde von Pantel et al.
1991 und Zia et al. 2001 beobachtet. Diese beiden Studien wiesen darauf hin,
dass die disseminierten Tumorzellen im KM bei bis zu 75% der Falle durch

einen kompletten Verlust des MHC Klasse | Antigens charakterisiert sind (‘2

180)  Aus diesem Grund kénnen DTZ auch durch das Immunsystem nicht
komplett eliminiert werden. Des Weiteren analysierten verschiedene
Arbeitsgruppen die Expressionsmuster von Invasivitats-Markern wie den
Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) mit seinem membranstandigen
Rezeptor (uPA-R), Kathepsin D oder EMMPRIN (Extracellular matrix

metalloprotease inducer) auf DTZ (164166 137 8 4 172

. Die Studien von
Solomayer et al., Tégel et al. sowie Reimers et al. konnten eindeutig eine hohe
Proteaseaktivitat der disseminierten Tumorzellen bestétigten. Dies wirde ihnen
die Degradation von Matrixproteinen und Basalmembranstrukturen erméglichen

und damit auch die Disseminierung ins Knochenmark ('®*, ¢, 1%7)

. In weiteren
Untersuchungen wiesen DTZ eine starke Expression von Adhasionsmolekilen
wie E-Cadhedrin oder EpCAM auf, die im Metastasierungsprozess nicht ohne
Bedeutung bleiben (¢, ). Zusatzlich stellt der EpCAM einen Marker von groBer
Bedeutung dar, indem er bereits in der antikérperbasierten zielgerichteten
Therapie des Mammakarzinoms mit Edrecolomab (Panorex®) als Angriffspunkt

dient ().



443.1. Her2/neu

Die Uberexpression von Her2/neu, die sich bei 15-30% der invasiven
Mammakarzinome beobachtet lasst, wird mit einer schlechten Prognose
assoziiert ("8, '?®). Gleichzeitig gilt dieser Rezeptor als ein pradiktiver Faktor
bezlglich einer antikdrperbasierten Therapie mit Trastuzumab (Herceptin®)
oder Lapatinib () und ist als potentielles Therapie-Target von groBer
Bedeutung. Aus diesem Grund wurde der Her2/neu-Status der DTZ schon im
Rahmen zahlreicher Studien untersucht. Solomayer et al. haben bei 137
primdaren Mammakarzinompatientinnen den Her2/neu-Status der disseminierten
Tumorzellen und des Primartumors verglichen (*®%). Her2/neu Protein war auf
DTZ haufiger als im Primartumor exprimiert. Die Studien von Pantel et al und

Braun et al. berichten von Her2/neu Positivraten auf DTZ von bis zu 87% ('%,

7). Meng et al. haben (iber Her2/neu-positive zirkulierende Tumorzellen mit
Her2/neu-negativem Primartumor bei 9 von 24 Patientinnen (38%) mit
Krankheitsrezidiv  berichtet ('°). Die neusten Studien zeigen, dass
persistierende DTZ auch nach abgeschlossener adjuvanter Therapie ihr

Her2/neu Profil im Vergleich zum Primartumor dndern kénnen (*3).

Allen diesen Untersuchungen zufolge scheinen disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark eine besonders aggressive Subpopulation der Tumorzellen zu
reprasentieren. Sie weisen Eigenschaften auf, die trotz der systemischen
Therapie sowohl eine Dissemination in das Knochenmark als auch ihre dortige
Persistenz erméglichen. Auch die hohe Her2/neu Positivitdt der DTZ wird als
Ausdruck ihres aggressiveren Phanotyps angesehen (). Da sich diese Zellen
so haufig vom Primartumor unterscheiden, kann das eigentliche Ziel vieler
klassischer, nach dem Primartumor ausgerichteter Therapien nicht erreicht
werden. Tab. 18 fasst die verschiedenen Studien zusammen, die sich mit der
Phanotypisierung der DTZ bei Mammakarzinompatientinnen
auseinandergesetzt haben.



Tab. 18 Phéanotypisierung der DTZ im KM bei Mammakarzinompatientinnen

Studie N KM Methode | Pha Phéanotypisch Diskordanz

Positivrate ethode anotyp positive Zellen i
Primartumor

Solomayer

etal.2006 | 137| 34% IFC | Her2/neu 43% 38%

Slra;(;‘m &t 5o i ICC | Her2/neu 60% 66%

Braun et o

al., 1999 2* 15 - ICC Her2/neu 87% n. u.

:l"_"qtgé?’ St 7 36% ICC | Her2/neu 68% n. U

Braun et o

al., 1999 2* 18 - ICC EpCAM 78% n. u.

Solomayer

et 'al.1997 |280 |  47% IcC UPA-R 74% n. u.

Togel et 4o IcC PA-R 67%

al.,2001 2 } UPA- o n. u

Solomayer .

ot al,1998 | 290 | 51% icc | Kathepsin 17% n. U

164 D

Zaqtgés S | 36% IcC Ki-67 8% n. U

:laqtgeé?’ 21 36% IcC P120 9% n. u.

zlaqt§é1 St o i IcC MHC | 35% n. U

Ze'g(‘)%fm‘?t 31 35% ICC | EMMPRIN 89% n. u.

Funke et o E o

T oeg e | 234|  38% CC | cadrerin 71% n. U

n.u.- nicht untersucht




4.4.4. Hypothesen zur Erklarung der Phanotypunterschiede
4.4.41. Tumorheterogenitat

Mit Blick auf die vorliegenden Ergebnisse gilt es verschiedene Hypothesen zu
diskutieren. Als eine der Erklarungen kann die klonale Heterogenitat des
Primartumors dienen. Ein Tumor stellt eine Mischpopulation von Zellen dar, die
einerseits einen unterschiedlichen Differenzierungsgrad besitzen und
andererseits einen unterschiedlichen biologischen Charakter aufweisen kénnen.
Bezogen auf die vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass ein ERa-positives
Mammakarzinom auch ERa-negative Zellen aufweist (vgl. Tab. 6). Einzelne
Zellen oder Zellpopulationen des Primarius verfiigen also tber ein individuelles
Proliferations- und Metastasierungspotential. AnerkanntermaBen gehen ERa-
positive Mammakarzinome mit einer glinstigen Prognose einher. Diese Tumore
zeigen eine geringe Invasivitdt und neigen selten zur Metastasierung.
Gleichzeitig stellt ein negativer ERa-Status des Mammakarzinoms einen
ungunstigen Prognosefaktor dar. Daraus lieBe sich also schlussfolgern, dass
ERa-negative Zellen, als aggressive und weniger differenzierte Population, mit

einer hdheren Wahrscheinlichkeit zur Dissemination tendieren ('"!, '%).

Diese Theorie wird durch experimentelle Untersuchungen unterstitzt. MCF7
Zellen, die erstmals 1970 aus dem Pleuraerguss einer Patientin mit
metastasiertem  Mammakarzinom isoliert  wurden, exprimieren  den
Ostrogenrezeptor und reprasentieren eine hormonabhangige
Mammakarzinomzelllinie (**, ?°). In der Studie von Schafie et al. konnte anhand
von Tierversuchen gezeigt werden, dass diese Zellen nur unter
Supplementierung mit Ostrogenen Metastasen formen('*®). Die ERa-negativen
MDA-MB-231 und MDA-MB-435 Zelllinien hingegen zeichneten sich durch eine
sehr hohe Invasivitat und ein groBes Metastasierungspotential aus (>, ', ).
In der Untersuchung von Price et al. lieB sich nach intravenéser Injektion von
MDA-MB-231 bzw. MDA-MB-435 Zellen in die Schwanzvene von nackten
M&usen die Bildung eines Tumors beobachten. Des Weiteren entwickelten 80-

133)

100% der Mause Fernmetastasen ('°°). Die Theorie der Tumorheterogenitat



wird zudem durch die Tatsache unterstitzt, dass etwa 20-30% der Patientinnen
mit ERa-positivem Mammakarzinom ERa-negative Metastasen entwickeln (vgl.
Tab 17) (179 59 96 30)

4.4.42. Stammzelltheorie

Die fehlende Expression von Hormonrezeptoren von disseminierten
Tumorzellen wird in letzter Zeit auch mit der Stammzelltheorie in Kontext
gebracht. Das Auftreten von Stammzellen in soliden Tumoren, darunter auch im
Mammakarzinom, wird zuletzt immer haufiger postuliert. Da die weibliche
Brustdrise ein sehr aktives Organ darstellt, welches im Rahmen der Pubertat,
Schwangerschaft und Stillzeit vielen dynamischen Strukturverdnderungen
unterliegt, ist das Konzept der Mamastammzelle als Dreh- und Angelpunkt
spezifischer physiologischer und pathophysiologischer Veranderungen sehr
naheliegend. Tatsachlich haben viele Untersuchungen bereits gezeigt, dass
Stammzellmarker-positive Zellen im gesunden Brustgewebe nachgewiesen
werden kénnen (%3, *°). Méglicherweise sind sie fir die Entstehung,
Differenzierung und normale Funktion der Brustdrise verantwortlich. Es wird
angenommen, dass in Stammzellen oder friihen Progenitorzellen stattfindende
Mutationen zu Funktionsstérungen fiihren und in Karzinogenese resultieren (°',
%) (s. Abb. 20). Diese Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass sich die
Fahigkeit der Stammzellen zur Selbsterneuerung und pluripotenter
Ausdifferenzierung zum einem in der hohen Proliferationsaktivitat, zum anderen
in der phanotypischen Diversitat maligner Tumorzellen reflektiert. Gleichzeitig
kénnen sich diese Zellen jahrelang in einem schlafenden Zustand (tumor-cell-
dormancy) befinden und sich so den herkdmmlichen, antiproliferativ

ausgerichteten Therapieregimen entziehen.



NORMALE STAMMZELLEN KREBSSTAMMZELLEN

A 4

NORMALE PROGENITORZELLEN MUTIERTE PROGENITORZELLEN

REIFE ZELLEN MALIGNE TUMORZELLEN

Abb. 20 Karzinogenese als Resultat von Mutationen, die in Stammzellen und

Progenitorzellen stattfinden ('*).



Eine interessante, aktuell diskutierte Hypothese besagt, dass auch DTZ als
Vorlaufer-Zellen systemischer Metastasierung in Wirklichkeit Krebsstammzellen
reprasentieren. Nach neuesten Veroéffentlichungen ist die kleine Subpopulation
der Krebsstammzellen nicht nur fir das Tumorwachstum sondern auch flr die
Formation von Sekundartumoren verantwortlich ('*°, ?). Der putative Charakter
von DTZ wurde in der Studie von Balic et al. bestatigt (°). Abraham et al haben
gezeigt, dass die Mehrheit von DTZ, die im KM von
Mammakarzinompatientinnen mit einem CD44+/CD24 Phanotyp des Tumors
detektiert werden, mit einer hbéheren Pravalenz von Knochenmetastasen
korreliert (). Aufgrund der Tatsache, dass Brustkrebsstammzellen generell
ERa-negativ sind, wirden DTZ mit ERa-negativem Phanotyp trotz ERa-

positiven Primartumors mit der Krebsstammzell-Theorie iibereinstimmen (*2, 7).

4.4.5. Konsequenzen fiur die Therapie

Die gegenwartig in der Krebsbehandlung angesetzten Therapiestrategien
konzentrieren sich auf das Ausbreitungspotential der Karzinome und deren
Fahigkeit zu metastasieren. Derzeitige Mamakarzinomtherapieregime richten
sich daher gréBtenteils gegen schnell proliferierende Zellen und molekulare
Zielantigene, die dem phéanotypischen Profil des Primartumors entsprechen.
Zahlreiche Studien sowie die vorliegende Arbeit weisen allerdings darauf hin,
dass sich die Expression therapierelevanter Tumormarker im Rahmen der
Krankheitsprogression verandert (vgl. Tab.17). Dadurch lieBe sich die
Erfolglosigkeit der konventionellen Therapien hinsichtlich der Eradikation
minimaler residualer Tumorerkrankung und der Verhinderung des
Krankheitsrezidivs erklaren. Eine Ausweitung der Therapieansatze scheint
daher ratsam. Durch ldentifizierung neuer Therapie-Targets kénnten vor allem
Patientinnen mit Triple-negativen Tumoren (ER-, PR-, Her2/neu-negativ)
profitieren, da diese weder hormonal noch Antikérper-basiert behandelt werden

kdnnen.



4.45.1. Zielgerichtete Stammzelltherapie

Die Stammzell-Theorie stellt einen Schllissel zum Verstandnis der Pathogenese
einer Krebserkrankung dar. Zum einen kdénnen normale Stammzellen oder
Progenitorzellen der Brustdriise zu Krebsstammzellen mutieren und damit zur
Entwicklung des Primartumors flhren. Weiter gilt, dass wéahrend der
Chemotherapie nicht alle Tumorzellen zerstért werden. Krebsstammzellen
zeigen sich auf Grund geringer Zellteilungsrate und ausgepragter
Transportmechanismen als Therapie-refraktar und kénnen somit zum lokalen
Krankheitsrezidiv flihren. Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit, dass die

Krebsstammzellen in die Blutbahn gelangen und Fernmetastasen verursachen.

Ausgehend von der Stammzell-Theorie ergeben sich neue therapeutische
Implikationen. Die Identifikation und Charakterisierung der Krebsstammzellen
kénnte die Entwicklung von Behandlungsformen ermdéglichen, die nicht
antiproliferativ. wirken, sondern gezielt gegen stammzellspezifische
Oberflachenantigene ausgerichtet sind. Auch die spezifischen Transportwege
der Krebsstammzellen stellen einen potentiellen Angriffspunkt fir neue
Therapien dar. Spezifische, die Selbsterneuerung von Brustkrebsstammzellen
hemmende Signalinhibitoren kénnten zu deren Elimination eingesetzt werden.
Des Weiteren zeigen neueste Studien, dass bereits angewendete Target-
Therapien zur Reduzierung der tumorigenen Brustkrebsstammzellen beitragen.
So wurden in der Untersuchung von Li et al. (*%) primare Her2/neu-positive
Mammakarzinompatientinnen neoadjuvant mit Lapatinib behandelt. Nach sechs
Wochen zeigte sich bei 60,8% der Patientinnen eine deutliche
Tumorrickbildung.  Zusatzlich  nahm  der  bioptische  Anteil der
Brustkrebsstammzellen von 10,6% auf 4,7% ab. Gleichzeitig zeigte sich eine
Zunahme der Brustkrebsstammzellzahl bei der Gruppe von Patientinnen, die
eine konventionelle neoadjuvante Therapie erhielten. Her2/neu Uberexpression

scheint also mit einer vermehrten Stammzellaktivitat assoziiert zu sein.



4.45.2. Bisphosphonate

Bei Zugrundelegung der Stammzelltheorie stellt die Beeinflussung des
Tumormilieus durch Verabreichung von Bisphosphonaten eine weitere mdgliche
Therapiestrategie dar. Erste Untersuchungen weisen darauf hin, dass ihre
Anwendung im adjuvanten Setting positive Ergebnisse zeigt. So wurden in der
Pilot-Studie von Rack et al. 31 Mammakarzinompatientinnen nach
abgeschlossener operativer und adjuvanter Therapie auf persistierende
Tumorzellen im KM hin untersucht. Der KM-Status wurde nach sechsmonatiger
Therapie mit Zolendronat reevaluiert. 27 von 31 Patientinnen (87%), die bei der
ersten Punktion persistierende Tumorzellen im KM aufwiesen, zeigten 6 Monate
nach Abschluss der Zolendronat-Therapie einen negativen KM-Status ('%°).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Bisphosphonate eine
antineoplastische, Zellzyklus-unabhangige Wirkung haben und persistierende
isolierte Tumorzellen aus dem Knochenmark eliminieren kdnnen. Dabei handelt
es sich genau um jene Zellen, welche sich im ,cell dormancy” Zustand befinden

und die mdglicherweise stammzellartige Eigenschaften aufweisen.



4.5. Schlussfolgerungen

Der Hormonrezeptorstatus des Primartumors von Mammakarzinompatientinnen
kann sich von jenem der disseminierten Tumorzellen im Knochenmark
unterscheiden. Dabei ist der ERa-Status der DTZ meist negativ. Diese
Diskrepanz erklart mdoglicherweise die Rate von Non-Respondern auf eine

adjuvante endokrine Therapie trotz Nachweis eines ERa-positiven Tumors.

Das Ziel einer adjuvanten Therapie ist die Eradikation einer minimal residualen
Tumorerkrankung. Zur Optimierung der Behandlungsstrategien sollten daher,
zusatzlich zur Charakterisierung des Primartumors die phéanotypischen
Eigenschaften der DTZ, als Surrogat-Marker der minimalen residualen
Tumorerkrankung, mit in Erwagung gezogen werden. Dies wiurde
individualisierte, Uber die gangige Adjuvanz hinausgehende

Behandlungsformen erlauben.

Die ERa-Negativitdt der DTZ bei positivem ERa-Status des Primartumors
kénnte einerseits durch die klonale Heterogenitat des Primarius erklart werden.
Andererseits lieBe sich der negative ERa-Status der DTZ durch die Hypothese
begriinden, dass diese einen stammzellartigen Charakter besitzen. Weitere
Phanotypisierungen disseminierter Tumorzellen mit Stammzellmarkern sind

daher notwendig ('%9).



5. Zusammenfassung

Hamatogene Tumorzelldissemination stellt einen wichtigen Schritt in der
komplexen Kaskade der Metastasierung dar. Der Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark primarer Mammakarzinompatientinnen korreliert
mit einer unguinstigen Prognose (Level | Evidenz). Darlber hinaus ist die
Detektion persistierender Tumorzellen im KM von Mammakarzinompatientinnen
nach abgeschlossener adjuvanter Therapie mit einer schlechten Prognose
assoziiert ("4, ). Damit gelten DTZ als Surrogat-Marker einer minimal
residualen Tumorerkrankung und als potenzielle Ziele zukinftiger adjuvanter

Therapieansatze.

Die Indikation zur endokrinen Therapie des Mammakarzinoms wird aufgrund
des positiven Hormonrezeptorstatus des Primartumors gestellt. Der ERa-Status
der DTZ koénnte sich allerdings von dem des Primarius unterscheiden.
Zahlreiche Studien zeigen, dass ca. 20-40% der Patientinnen mit
hormonrezeptorpositivem Mammakarzinom resistent gegenlber einer
Hormontherapie bleiben. Gleichzeitig sprechen etwa 10% der Patientinnen mit

hormonrezeptornegativem Primartumor auf eine endokrine Therapie an (%,

). Das inadaquate Ansprechen des Mammakarzinoms auf eine
antihormonelle Therapie kénnte durch Unterschiede im ERa-Expressionsmuster

des Primartumors und der DTZ erklart werden.

Die Ziele dieser Studie waren: die Etablierung eines neuen Immunfluoreszenz-
basierten Verfahrens zur Bestimmung des ERa-Status der DTZ, die
Bestimmung des ERa-Status der disseminierten Tumorzellen im KM und der
Vergleich mit dem des Primértumors und schlieBlich die Untersuchung der

Heterogenitat der ERa-Expression bei Patientinnen mit mehreren DTZ.

KM-Aspirate von 275 Patientinnen mit primadrem Mammakarzinom wurden im
Rahmen dieser Arbeit erfasst. Eine neue Immunfluoreszenz-Doppelfarbung
wurde etabliert und die KM-Aspirate auf Zytokeratin-positive und/oder ERa-



positive Tumorzellen hin untersucht. Der ERa-Status des Primartumorgewebes
wurde immunhistochemisch unter Verwendung desselben ERa-Antikérpers

bestimmt.

Bei 113 von 275 (41%) Mammakarzinompatientinnen konnten CK-positive
Tumorzellen im KM nachgewiesen werden. Die Zahl der DTZ variierte zwischen
1 und 55 / 3*10° mononukleére Zellen. ERa-positive DTZ wurden bei nur 14 von
113 Patientinnen (12%) gefunden, wahrend 94 dieser Patientinnen (83%) einen
ERa-positiven  Primartumor aufwiesen. Die Konkordanzrate zwischen
Primartumor und DTZ lag bei 27%. Nur 13 von 94 (14%) Patientinnen mit ERa-
positivem Tumor hatten nachweisbare ERa-positive DTZ im KM. Bei 11 von 14
Patientinnen (79%) mit ERa-positiven DTZ in KM war die ERa-Expression
heterogen.

Der Hormonrezeptorstatus des Primartumors kann sich von jenem der DTZ
unterscheiden. Dabei tendiert der ERa-Status der DTZ meist dazu, negativ zu
sein. Diese Erkenntnis kdénnte die Rate der Non-Responders adjuvanter
endokriner Therapie trotz Nachweis eines ERa-positiven Tumors erklaren. Des
Weiteren kann die ERa-Expression von DTZ bei Mammakarzinompatientinnen
mit mehreren DTZ heterogen sein. Auch in diesem Kollektiv ist also
gegebenenfalls nur eine partielle Eliminierung der DTZ durch endokrine
adjuvante Therapie mdglich. Der negative ERa-Status der DTZ trotz positiven
ERao-Status des Primértumors lieBe sich einerseits durch die klonale
Heterogenitat des Primarius, anderseits durch die Hypothese, dass DTZ einen

stammzellartigen Charakter aufweisen, erklaren.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es sinnvoll sein kénnte, die Antigenstruktur
der DTZ bei der Therapieplanung des Mammakarzinoms mit in Erwagung zu
ziehen. Falls die disseminierten Tumorzellen nicht die Zielantigene des
Primartumors aufweisen, kdnnten diese Patientinnen von zusatzlichen
Behandlungsformen wie Bisphosphonaten oder Antikdrper-basierten, den
Phanotyp der DTZ bertcksichtigenden Therapiestrategien profitieren.
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