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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Mammakarzinom

Die Mehrzahl der Krebsneuerkrankungen und der malignombedingten
Todesfalle in den westlichen Industrielandern wird durch Karzinome verursacht.
Karzinome entstehen per definitionem aus maligne entarteten Zellen
epithelialen Ursprungs. Karzinome der Lunge, des Darmes und der Brust sind
dabei die am haufigsten betroffenen Organsysteme.

Das Mammakarzinom ist zurzeit epidemiologisch nach Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems die haufigste Todesursache bei Frauen. Es nimmt hier unter
den malignomverursachten Todesfallen vor dem Kolon- und Rektumkarzinom
die erste Stelle ein. Dem Robert Koch Institut zufolge betragt das mittlere
Lebenszeitrisiko von Frauen an Brustkrebs zu erkranken 9,2%; somit erkrankt
durchschnittlich jede 11. Frau im Lauf ihres Lebens an Brustkrebs.®* Zudem ist
Brustkrebs die wichtigste Krebserkrankung bei jingeren Frauen: Im Alter
zwischen 35 und 59 Jahren werden 40% der Krebsneuerkrankungen
diagnostiziert; knapp 30% der Krebstodesfalle werden in dieser Altersgruppe
durch Brustkrebs verursacht.

Schatzungen der Dachdokumentation Krebs des Robert Koch Institut gehen
von jahrlich 47.500 Brustkrebsneuerkrankungen in Deutschland aus. Brustkrebs
hat damit einen Anteil von 24% bei den Krebsneuerkrankungen der Frauen und
ist im Alter von 40 bis 50 Jahren die haufigste Krebsneuerkrankung. Auch bei
der Krebssterblichkeit belegt Brustkrebs mit 18% den ersten Rang bei den
Frauen. Im Jahr 2003 verstarben laut Todesursachenstatistik des Statistischen
Bundesamtes 17.173 Frauen an Brustkrebs. Seit den 90-iger Jahren ist die
Brustkrebsmortalitdt in Deutschland bei steigender Inzidenz riicklaufig.®
Zuruckgefuhrt wird dies in erster Linie auf Fortschritte in der Therapie und nur
zu einem geringeren Teil in Veranderungen bei der Pravalenz von

Risikofaktoren oder der Einfiihrung von Screeningprogrammen.®
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Weibliche Brustdriise

Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitit in Deutschland 1970-2000
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Abbildung 1: Entwicklung Inzidenz u. Mortalitit in Deutschland 1970-2000
(entnommen aus: Dachdokumentation Krebs des Robert Koch Institut)

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist weitgehend unbekannt. Eine Reihe von
Faktoren ist bekannt, die das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, erhdhen.
Dazu gehdren Faktoren des Lebensstils, der hormonelle Status und die
genetische Disposition.® Eine genetische Disposition wird in der Literatur bei 5
bis 10% der Brustkrebserkrankungen als Ursache beschrieben.?® Als
verantwortlich werden zwei Gene gesehen: BRCA- 1 und BRCA- 2.
Tragerinnen dieser Gene haben mit 80 bis 85% ein deutlich erhéhtes Risiko, in
ihrem Leben an Brustkrebs zu erkranken.®

Bei 90 bis 95 % der Falle sind demnach andere Faktoren ursachlich:
Steigendes Lebensalter erhoht das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken.’
Daruber hinaus werden reproduktive Faktoren, wie eine frihe Menarche, eine
spate erste Schwangerschaft, eine geringe Anzahl an Schwangerschaften,

keine oder eine nur kurze Stillphase und eine spate Menopause, diskutiert.
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Aber auch zivilisatorische Faktoren wie Alkoholkonsum, Rauchen, geringe
korperliche Aktivitat und Strahlenbelastung werden als Risikofaktoren
gesehen.?

Entscheidend fur die Prognose bei Brustkrebs ist der TNM-Status, also
TumorgroRe, Nodalstatus und Fernmetastasierung. Zusatzliche Kriterien sind
die Tumormorphologie (Grading | - lll, histologischer Typ und peritumorale
LymphgefaBinvasion) und der Steroidhormonrezeptorstatus.*® Pradiktive
Faktoren — diese sind fur das Therapieansprechen entscheidend - sind der
Hormonrezeptorstatus, der Menopausenstatus und der Her-2/neu- Status.
Daneben sind weitere Prognosefaktoren in der Dikussion, die vor allem
tumorbiologische Kriterien zu berucksichtigen helfen. Dazu gehdren
beispielsweise Plasminogenaktivatoren vom Urokinasetyp (uPA) und die
Plasminogenaktivatorinhibitoren (PAI- 1/ 2), deren genaue prognostische
Bedeutung noch evaluiert werden muR.***® Desweiteren gehért der
immunzytochemische Nachweis von disseminierten epithelialen Tumorzellen im
Knochenmark zu diesen neuen Prognosefaktoren.’® Neuesten Erkenntnissen
zufolge ist die Tumorzelldissemination in das Knochenmark als ein
unabhangiger Risikofaktor zu betrachten.'® Im Rahmen dieser Arbeit sollen
zusatzliche Erkenntnisse hinsichtlich Tumorzelldissemination gewonnen

werden.
1.2. Tumorzelldissemination und klinische Bedeutung

Mammakarzinome zeigen eine groRe Variabilitat in ihrem biologischen
Verhalten. So kommt es trotz BerUcksichtigung der etablierten prognostischen
und pradiktiven Faktoren zu Schwierigkeiten bei der individuellen Einschatzung
des Verlaufs und der daran angepassten Therapie. Die Ursache dieser
Variabilitat ist unklar. Ein Faktor von entscheidender Bedeutung konnte die
hamatogene Tumorzelldissemination sein.

Hamatogene Tumorzelldissemination ist definitionsgemal ein Auftreten von
Zellen des Primartumors in tumorfernen Koérperkompartimenten Uber den
Systemkreislauf. Dies gilt als ein wichtiger Schritt im komplexen Prozess der
Metastasierung.>*®°*¢ Dabei wird in der Tumorzelldissemination ein sehr friihes

Stadium der Metastasierung gesehen, die vor allem durch das Auftreten von
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Einzelzellen gepragt ist. Abzugrenzen hiervon ist die Mikrometastasierung, die
als Zellkomplexe groRer 0.2 mm definiert ist und bereits Stromainvasion zeigt.
Prognostische und therapeutische Relevanz gewinnt dies unter anderem
dadurch, dass die Tumorzelldissemination im Gegensatz zu der
Mikrometastasierung reversibel ist und somit kurativ therapiert werden kann,
wohingegen eine Mikrometastasierung eine palliative Situation darstellt.?®

Bei einem Teil der Patientinnen lassen sich bereits zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose auch bei negativem Lymphknotenstatus hamatogen disseminierte
Tumorzellen in Blut und Knochenmark nachweisen.'® Neuesten Erkenntnissen
zufolge, die diesen Zellen ein bedeutendes Potential in der Tumorprogression
zusprechen, werden diese als ein unabhingiger Risikofaktor betrachtet.'
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass der
immunzytologische Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark mit einer
schlechten Prognose assoziiert ist.’
weiterhin dargestellt werden, dass 40 bis 60% der Patientinnen mit
disseminierten Tumorzellen kein Rezidiv entwickeln.®®**° Somit reicht der
alleinige Nachweis von disseminierten Tumorzellen zur Abschatzung der
Prognose und der Therapiebedurftigkeit nicht aus. Es missen daruber hinaus
Unterschiede im metastastischen Potential disseminierter Tumorzellen
existieren.** Genauere Untersuchungen konnten zeigen, dass die Expression
von Proteasen und Her-2/neu zusatzlich mit der Prognose der Patientinnen
korreliert.”®%° Aktuelle, antiproliferativ ausgerichtete Chemotherapieregime
konnen Studien zufolge disseminierte Tumorzellen nicht vollstandig eliminieren,
da diese sich zum Teil in einem nicht- proliferierendem Stadium (“Dormancy”)

befinden.'>4°

Insofern mussen phanotypische Merkmale disseminierter
Tumorzellen als alternative Zielstrukturen charakterisiert werden.

Der Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark wurde bereits in die neueste
Auflage der TNM- Klassifikation aufgenommen.®® Phanotypische Merkmale der
disseminierten Tumorzellen finden nur geringflgig Beachtung; diese kdnnten
insbesondere im Stadium des ,tumor cell dormancy“ Ziel zukunftiger
therapeutischer MalRnahmen werden. Sinnvoll und notwendig ist daher eine

weitergehende Charakterisierung der Antigenstruktur dieser Zellen geworden.
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1.3. Biologische Eigenschaften disseminierter Tumorzellen
- Her-2/neu-Expression -

Wie oben dargelegt scheint das metastatische Potential disseminierter
Tumorzellen zu differieren. Diagnostisch und therapeutisch ist somit von
Bedeutung, welche Unterschiede zwischen disseminierten Tumorzellen
bestehen und diesen Selektionsvorteil ausmachen.

Insbesondere biologische Tumormarker stehen dabei in der Diskussion.
Pathophysiologisch wird neben Markern fur Invasion und Metastasierung
(Urokinase-Plasminogenaktivatoren ~ (uPA) und  Plasminogen-Aktivator-
Inhibitoren (PAI- 1/ 2) beispielsweise) der Her-2/neu- Expression eine grof3e
Bedeutung zugesprochen. Aufgrund der hoheren Motilitat mit gesteigertem
Invasionspotential der zirkulierenden Her-2/neu-positiven Tumorzellen im
Vergleich zu Her-2/neu- negativen Tumorzellen wird angenommen, dass diese
modglicherweise das Bindeglied zwischen Primartumor und Metastase
darstellen.’

Beim Menschen findet sich der Her-2/neu- Rezeptor auch in normalem
Gewebe. Bestimmte Tumorzellen - beim Mammakarzinom in 25 bis 30 % der
Falle - zeigen eine Uberexpression dieses Rezeptors am Primartumor und
moglicherweise bei dessen disseminierten Tumorzellen. Pathophysiologisch
lasst sich dies mit einer Amplifikation des Her-2/neu- Gens, mit einer erhdhten
Transkription und konsekutiv gesteigerter Proteinsynthese und mit einem
vermindertem Turn-over des Her-2/neu- Rezeptors erklaren. Dies geht mit
einem aggressiven klinischen Tumorverhalten und einer schlechten Prognose
einher.'®"®" Die schlechtere Prognose Her-2/neu- positiver Tumoren erklart
sich klinisch aus gesteigerter Invasionsfahigkeit und dadurch begunstigter
Metastasierung, einer gesteigerten Tumorprogression, dem verschlechtertem
Ansprechen auf eine (antidstrogene) Hormontherapie und aus einer Resistenz
gegeniiber bestimmten Chemotherapeutika.®>*°%

Bei diesem Kollektiv kann Uber biologische Modifier gezielt in das
Tumorwachstum eingegriffen werden. Der Her-2/neu- Rezeptorantikorper
Trastuzumab (Herceptin®) ist in der metastasierten Situation schon langer

zugelassen und wird ab einem Hercep-Score® des Primartumors von 2+
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eingesetzt.”® Unter Studienbedingungen erhielten auch Patientinnen in der
adjuvanten Situation bei positivem Her-2/neu- Status im Rahmen der HERA-
Studie Trastuzumab. Die Nachbeobachtung zeigte innerhalb der noch recht
kurzen Beobachtungszeit eine signifikante Verbesserung bei Trastuzumab-
Gabe hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens und der Metastasenfreiheit im
Vergleich zum Kontrollkollektiv. Aus diesem Grund ist er neuerdings auch in der
adjuvanten Situation zugelassen.”’

In der Literatur sind Abweichungen des Her-2/neu- Status zwischen
Primartumor, disseminierten Tumorzellen und Metastasen aufgefallen. Insofern
konnte die Bericksichtigung des Her-2/neu- Status der disseminierten
Tumorzellen im Rahmen einer erweiterten adjuvanten Therapie sinnvoll
erscheinen, zumal jungste Studien mit in dieser Form durchgeflhrter Therapie

erfolgsversprechende Ergebnisse prasentieren konnten.'*#2

1.4. Problemstellung

Klassische Prognosefaktoren und Therapieindikatoren bei Brustkrebs, sich
hauptsachlich orientierend an TNM- Klassifikation, Tumormorphologie,
Lymphgefalibeteiligung, Auspragung von Hormonrezeptoren, Menopausenalter
und Her-2/neu- Expression, reichen bei gleichbleibender Mortalitdt zur Wahi
einer optimalen Therapie nicht aus. Vermutlich beruht diese Unsicherheit/
Unklarheit in der Wahl der geeigneten Therapie unter anderem darauf, dass
tumorbiologische Merkmale bei der Therapiewahl nicht ausreichend
bertcksichtigt werden kdnnen.

Tumorzelldissemination, also hamatogene Aussaat von Tumorzellen des
Primartumors, wird als ein entscheidender Parameter bei der Metastasierung
gesehen.

Uber die biologischen Eigenschaften dieser Zellen ist bislang nur wenig
bekannt. lhre Bedeutung bei Tumorprogression und Metastasierung ist
Gegenstand der aktuellen Forschung. Fur den klinischen Einsatz kann deren
Charakterisierung hinsichtlich therapierelevanter Antigene wie beispielsweise
Her-2/neu, uPA-R und MHC-I bedeutend werden.
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1.5. Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, ob, und wenn,
inwieweit es sinnvoll ist, das Vorhandensein von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark und deren tumorbiologischen Status in Form der Her-2/neu-
Expression in zukunftige Therapiekonzepte aufzunehmen.

Der Goldstandard zur Detektion von epithelialen und den sich ableitenden
karzinomatésen Zellen in Blut und Knochenmark ist derzeit der
immunhistochemische Nachweis unter Verwendung von monoklonalen
Antikorpern, die gegen epitheliale Strukturen gerichtet sind.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte neben dem bloRen Nachweis disseminierter
Tumorzellen eine Charakterisierung hinsichtlich Her-2/neu- Expression zur
Beantwortung der Fragen (1), welchen Anteil Patientinnen mit disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark an Patientinnen mit primarem, nicht-
metastasiertem Mammakarzinom ausmachen und in welchem Verhaltnis dabei
Her-2/neu- positive zu rein zytokeratin- positiven beziehungsweise zu doppelt-
positiven Tumorzellen stehen, (2) ob sich bei diesem Kollektiv die Zellen des
Primartumors und die disseminierten Tumorzellen in ihrem tumorbiologischen
Profil (Her-2/neu) unterscheiden, (3) wie sich bei Patientinnen mit mehreren
Tumorzellen die Antigenstruktur der gefundenen Tumorzellen untereinander
(homogen/ heterogen) verhalt und (4) ob eine Korrelation ersichtlich wird
zwischen bekannten Prognosefaktoren und einer Her-2/neu- Expression

disseminierter Tumorzellen.
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2. Material und Methoden
2.1. Versuchsplan

Dem Nachweis hamatogen disseminierter Tumorzellen in Blut und
Knochenmark wird eine zunehmende Bedeutung bei der Metastasierung
beigemessen. Der alleinige Nachweis einzelner disseminierter Tumorzellen hat
sich als ein nicht ausreichendes Kriterium erwiesen.

Durch eine genauere Charakterisierung des tumorbiologischen Profils einzelner
zirkulierender Tumorzellen konnte ein hinreichendes zusatzliches Kriterium
geschaffen werden, anhand dessen die Therapie patientenspezifisch
ausgerichtet werden kann. Patientenspezifisch meint dabei die Ausrichtung der
Therapie anhand eines individuell erstellten Risikoprofils.

Das durch Knochenmarkaspiration gewonnene Zellmaterial wird nach
entsprechender Aufbereitung mittels eines Doppel-
Immunfluoreszenzverfahrens auf Zytokeratin- Antigene und auf Her-2/neu-
Expression hin untersucht. Als Marker fir Zytokeratin, dessen Anwesenheit
epitheliale Zelloberflachen anzeigt, wird ein Pan- Zytokeratin- Antikorper (C11)
verwendet, der Uber Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) detektiert wird. Als Marker
von Her-2/neu wird ein Her-2/neu- Antikdrper eines Kaninchens (rabbit)
verwendet, der dann mit einem Texas-Red markierten Sekundar-Antikorper
gegen Kaninchen (anti-rabbit) detektiert wird. Die Anwesenheit von epithelialen,
also zytokeratin- positiven Strukturen in Blut und Knochenmark ist pathologisch
und karzinomverdachtig. Die Uberexpression von Her-2/neu, einem Rezeptor
fur Wachstumsfaktoren, ist ebenfalls pathologisch und fihrt zu einer

verschlechterten Prognose.
2.2. Material

2.2.1. Patientenkollektiv

Bei Patientinnen mit primarem, nicht- metastasietem Mammakarzinom wurde
im Rahmen des operativen Primareingriffs an der Universitatsfrauenklinik

Tldbingen praoperativ eine Knochenmarkaspiration an der Spina iliaca anterior
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superior zur immunhistochemischen Untersuchung auf hamatogene
Tumorzelldissemination durchgefihrt. Per definitionem versteht man unter
primér die Erstmanifestation eines Malignoms, nicht- metastasiert bezeichnet
das Fehlen solider Absiedlungen des Primartumors. Untersucht wurde
gewonnenes Zellmaterial von 137 Patientinnen aus dem Zeitraum von Februar
2002 bis Januar 2005. Die Ein- und Ausschlusskriterien unseres
Patientenkollektivs zeigt die Tabelle 1 (siehe auch Kapitel 3.1).

Tabelle 1: Ein- bzw. Ausschlusskriterien der Patientinnen

EinschlussKkriterien Ausschlusskriterien

Weiblich

Alter: 18<w< 85 (prd- und postmenopausal)

Primérdiagnose eines Mamma-Karzinoms - Metastasen (M1)
TNM: - Zweitmalignome
-T1-T4 - Rezidiverkrankung
- NI-N3
- MO

2.2.2. Geréate
Zytozentrifuge Hettich Typ Universal 16A, Villingen-

Schwenningen

Fluoreszenzmikroskop ,Axiophot® Zeiss, Jena
CCD-Kamera ,SenSys* TM Photometrics, AZ
Bildbearbeitung Quips®PathVysion Vysis, IL
Farbeautomat ,DakoAutostainer” DAKO, Hamburg
Zentrifuge Biofuge primo Heraeus
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2.2.3. Chemikalien

Hank’s Salt-Lésung
Ficoll-Hypaque

Bovines Serumalbumin ( BSA)
Bromphenolblau

Fettstift Dako®-Pen
SuperFrost® Plus Objekttrager
Tris HCI (pH 7.5)

Tween 20
Vectashield Mounting Media ( DAPI )

Hamatoxylin S2020

Biochrom KG, Berlin

Biochrom KG, Berlin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dako® Diagnostika GmbH, Hamburg
Firma R. Langenbrinck

Gibco BRL, Life Technologies,
Eggenstein

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim

DAKO, Hamburg

2.2.4. Antikorper und Antikérperkonjugate

C11-FITC; No F3418
Her2-Antikorper ( Rabbit )
Anti-Rabbit-AK-TexasRed®
Ak-Verdinnungsmedium S2022
ABC-kit

HERCEP™-Test
Pathvysion ™-kit HER2/NEU

Sigma, MO, USA

Klon A 0485, Dako Cytomation

CB 11, Biogenex, CA

Dako Cytomation (Immunicon Corp., PA)
Vectastain, Vector Laboratories, CA,
USA

Dako, Glostrup, Denmark

Vysis ( Downers Grove, IL )

2.2.5. Pufferldsungen

PBS-Puffer ( Gibco )

150 mM NaCl

3.0 mM KCI

8.0 mM NayHPO4 x 2H,0
1.5 mM KH,PO4

pH: 7.4
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TBS-Puffer ( Sigma ) 100 mM NaCl

5 mM MgCl,

100 mM Tris-HCI

pH: 8,3
Erythrozyten-Lyse-Puffer 155.0 mM NH4CI

10.0 mM KHCO3

0.1 mM EDTA

pH: 7.2
Waschpuffer ( DAKO ) PBS-0.1%Tween20
Blocking reagent ( DAKO ) 5% BSA in PBS-0.1%Tween20
Farbepuffer ( Miltenyi-Biotec ) 1% BSA in PBS-0.1%Tween20

2.2.6. Zelllinien

MCF-7 ATCC®-Nr. HTB-22 von American type culture collection (ATCC)
SKBr-3 ATCC®-Nr. HTB-30 von American type culture collection (ATCC)

2.3. Methoden

2.3.1. Techniken/Grundlagen
2.3.1.1. Detektion hdmatogen disseminierter Tumorzellen

Die hamatogene Ausbreitung des Mammakarzinoms erfolgt vor allem in das
Skelettsystem. Weitere Lokalisationen mdglicher Metastasierung sind unter
anderem Lunge, Pleura und die Leber. Fur den Nachweis hamatogen
disseminierter Tumorzellen bietet sich das Skelettsystem neben einer
peripheren Blutentnahme als ein relativ gut zugangliches Kdrperkompartiment
an. Durch Aspiration von Knochenmark kénnen hier Zellen gewonnen werden.
Das Knochenmarkmesenchym stellt eine Art Filtersystem dar, in dem es zu
einem besonders intensiven Austausch der zirkulierenden Zellen im Blut und
dem mesenchymalen Gewebe des Knochenmarkraumes kommt.””®* Die hier
gebildeten  Zellen der Hamatopoese entstammen mesenchymalen
Vorlauferzellen und weisen keine epithelialen Zellstrukturen auf.

Die Anreicherung und der Nachweis disseminierter Tumorzellen aus dem

peripheren Blut ist derzeit noch nicht ausreichend validiert.**%%7
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2.3.1.2. Zytokeratine

Die Genfamilie der Zytokeratine wird als Marker fir disseminierte
Karzinomzellen in Knochenmark, Blut und Lymphknoten eingesetzt.
Zytokeratine sind Intermediarfilamente von Epithelzellen und den sich
ableitenden Neoplasien, den Karzinomen.*®%% Sje sind epithelspezifische
Strukturen des Zytoskeletts. Epitheliale und damit zytokeratin- positive Zellen
kommen normalerweise in mesenchymalem Gewebe wie Knochenmark, Blut
und Lymphknoten nicht vor. Das Vorhandensein zytokeratin- postiver Zellen ist
somit hinsichtlich einer beginnenden Metastasierung bedeutsam und erklart
ihren Einsatz als Marker hierfur.

Durch fluoreszenzmarkierte Antikorper gegen Zytokeratinfilamente lassen sich
diese Zellen in der Immunfluoreszenz darstellen.

Die Zusammensetzung der Zytokeratinfilamente konnte durch
zweidimensionale Gelelektrophorese und molekularbiologische Techniken
aufgeklart werden. Demnach sind an ihrem Aufbau 20 nah verwandte
Zytokeratine (CK) mit einem Molekulargewicht von 40 bis 70 kD beteiligt.
Abhangig von ihrem Verhalten in der zweidimensionalen Gelelektrophorese und
damit von ihrem isoelektrischen Punkt und Molekulargewicht werden die
Zytokeratine zwei Subfamilien zugeordnet. Die saure Subfamilie (Typ I) enthalt
CK 9 bis 20 mit einem Molekulargewicht von 40 bis 64 kD, die neutral/ basische
Subfamilie (Typ Il) beinhaltet CK 1 bis 8 mit einem Molekulargewicht von 52 bis
68 kD.

Die Zytokeratinflamente sind aus heterogenen Tetramerkomplexen aufgebaut,
die jeweils aus zwei Heterodimeren aus je einem Typ- |- und einem Typ- II-
Zytokeratin bestehen. Typ- |- und Typ- Il- Zytokeratine werden also paarweise
exprimiert, indem sich ein saures Keratin an einen basischen Partner bindet.
Ein Tetramer aus jeweils zwei sauren und zwei basischen Keratinen stellt die
eigentliche Grundeinheit des Zytokeratinfilaments dar. Damit enthalt eine
Epithelzelle immer die gleiche Menge von Typ- |- und Typ- lI- Zytokeratinen. Da
die Zytokeratine epithelspezifisch sind und eine Epithelzelle immer mindestens

ein Zytokeratin- Paar enthalt, kann durch Untersuchung der Zytokeratin-
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Expression eine epitheliale Differenzierung eindeutig nachgewiesen oder
ausgeschlossen werden.

Dies gilt nicht nur fur physiologisches Epithelgewebe, sondern auch fur dessen
Neoplasien. Zellen eines Karzinoms verhalten sich aufgrund ihres epithelialen
Ursprunggewebes bei Anfarbung in der Immunhistochemie immer zytokeratin-
positiv. Durch Untersuchung der Zusammensetzung der Zytokeratinstruktur
einer Karzinommetastase lassen sich Ruckschlusse auf das Ursprungsgewebe
der Neoplasie schlielen.

Um moglichst viele Zytokine detektieren zu kénnen, wird der monoklonale Pan-
Zytokeratin- Antikdérper C11 verwendet. Dieser Antikérper bindet an die
humanen Zytokeratine 4, 5, 6, 8, 10, 13 und 18.

2.3.1.3. EGFR-Familie

Die EGFR (epidermal growth factor receptor)- Familie wird von vier nah
verwandten Rezeptoren aus der Reihe der Tyrosinkinaserezeptoren gebildet

(Abbildung 2). Tyrosinkinasen greifen mittels Phosphatgruppenubertragung in
den Regulationsmechanismus der zellularen Signaltransduktion ein, die an der
Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Zellmigration und der Steuerung
der Apoptose beteiligt sind.>"*® Tyrosinkinasen lassen sich je nach Lokalisation
in der Zelle in nukleare, zytoplasmatische und membranstandige
Rezeptortyrosinkinasen einteilen. Membranstandige Tyrosinkinasen, zu denen
auch die EGFR- Familie gehdrt, sind zugleich Rezeptoren fur
Wachstumsfaktoren. Im Rahmen der Karzinomentstehung spielen diese
Rezeptoren eine wichtige Rolle. Eine erhohte EGFR- Expression verursacht
uber gesteigerte Invasion, gesteigerte Metastasierung, gesteigerte
Tumorprogression, Resistenz gegenulber (antidstrogene) Hormontherapie und
Uber Resistenz gegen bestimmte Chemotherapeutika zu einer verschlechterten
Prognose.®®®*® Nach Ligandenbindung erfolgt eine Aktivierung mit den drei
verwandten Rezeptoren der EGFR- Familie als Heterodimerisierung (erbB-2 +
erbB-3) und kann bei Uberexpression einzelner Rezeptortypen innerhalb dieser
Gruppe auch als Homodimerisierung (z.B. erbB-2 + erbB-2) erfolgen.

Insbesondere bei Uberexpression des Her-2/neu- Rezeptors kann es dann zu
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spontaner, also ligandenunabhangiger Dimerisierung und anschliellender
Rezeptoraktivierung kommen. 23339798

Der Her-1- Rezeptor wird auch als EGFR oder ErbB1 bezeichnet. Bei vielen
Malignomen - dazu zahlt neben dem Kolonkarzinom unter anderem auch das
Nicht- Kleinzellige- Bronchialkarzinom (NSCLC = non small cell lung cancer) -
ist dieser Rezeptor Uberexprimiert und fihrt dadurch zu oben beschriebenem
Phanomenen. Therapeutisch wird dies in Form einer Immuntherapie genutzt:
Beim NSCLC ist Gefitinib (Iressa®, ZD1839) als EGFR- Antikdrper zugelassen.
Beim EGFR- iiberexprimierenden Kolon- Karzinom wird Cetuximab (Erbitux®)
als Antikorper therapeutisch eingesetzt.

Der Her-2/neu- Rezeptor (Her-2 = Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-
rezeptor 2) wird auch als c-erbB-2- Rezeptor bezeichnet. Fur die
Pathophysiologie des Mammakarzinoms wurde der Her-2/neu- Rezeptor als
besonders wichtig identifiziert.>®®

Das Her-2/neu- Gen, welches beim Menschen auf Chromosom 17 kodiert ist,
wurde zuerst in Neuroblastomen der Ratte nachgewiesen und tragt daher die
Bezeichnung neu. Beim Menschen wird der Her-2/neu- Rezeptor als
epitheliales Protein von vielen Organen wie zum Beispiel der Brustdrise, der
Lunge, dem Kolon, der Prostata oder der Harnblase exprimiert und ist somit
weder geschlechts-, organ- noch erkrankungsspezifisch.'® Molekularbiologisch
handelt es sich bei dem Her-2/neu- Rezeptor um ein transmembranares
Rezeptorprotein von 185 kDa mit intrazelluldrer Tyrosinkinase- Aktivitat.>? Der
Her-2/neu- Rezeptor ist aus drei Domanen zusammengesetzt: einer
extrazellularen Domaine (ECD) mit der Bindungsstelle fur Wachstumsfaktoren,
einem transmembrandsen Abschnitt und dem intrazellulédren, C- terminalen
Anteil. Der c- terminale Anteil initiiert die Signaltransduktion mit der ihm eigenen
Tyrosinkinase- Aktivitat durch Autophosphorylierung. Auf diese Weise werden
Signale weitergegeben oder erzeugt, die neben Zellwachstum und

ATSTS36  In  bestimmten

Zelldifferenzierung auch die Angiogenese steuern.
Krebszellen wird der Her-2/neu- Rezeptor Uberexprimiert. So kann bei 20 bis
40% der Patientinnen mit Brustkrebs eine Her-2/neu- Amplifikation oder die

Uberexpression seines Proteinprodukts gefunden werden.’?®%®" Das Her-
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2/neu- Protein ist in normalen Geweben immunhistochemisch nicht
nachweisbar, bei Uberexpression ist eine membranstandige und zum Teil eine
zytoplasmatische Reaktion zu sehen. Neben erhohter Transkription, erhohter
Proteinsynthese oder vermindertem Turnover des Her-2/neu- Proteins ist
Genamplifikation ein weiterer Mechanismus, der einer Uberexpression
zugrunde liegen kann (siehe Abbildung 3). Eine Genamplifikation lasst sich
mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) nachweisen.

Zu den Neuentwicklungen auf dem molekularbiologischen Gebiet gehort ein
gegen den Her-2/neu- Rezeptor gerichteter humanisierter monoklonaler
Antikorper: Trastuzumab (Herceptin®). Die Signaltransduktion wird bei
vorhandener Extrazellulardomane unterbunden oder zumindest gebremst; dies
fuhrt zu vermindertem Zellwachstum und endet in der Apoptose Her-2/neu-
uberexprimierender Zellen.

Dem Nachweis dieses Rezeptors kommt also aufgrund der bei Uberexpression
des Her-2/neu- Gens deutlich verschlechterten Prognose mit der Moglichkeit
der Signaltransduktionshemmung durch Trastuzumab eine bedeutende Rolle

ZU.
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HER (erbB)-Familie

Zellkern

Abbildung 2 zeigt die HER (erbB)-Familie und die aktivierenden Liganden. Der EGFR-
Rezeptor wird liber TGF- a (transforming growth factor alpha),

AR (amphiregulin), EGF (epidermal growth factor), HB-EGF (heparin-binding EGF),
B-CEL (beta cellulin) und EPI (Epinephrin) aktiviert und kann mit Cetuximab
(Erbitux”™) blockiert werden. Fiir den Her-2/neu- Rezeptor ist kein Ligand bekannt; bei
Uberexpression kann es jedoch zu spontaner Dimerisierung und Aktivierung kommen.
Therapeutisch kann dieser Rezeptor mit Trastuzumab (Herceptin®) blockiert werden.
Her- 3 und Her- 4 werden iiber die Neureguline 1 beziechungsweise 2 (NRG 1 u. 2)
aktiviert.
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Her-2/neu-Uberexpression

Her-2/neu-Gen _
Ursachen einer Her-2/neu-

Uberexpression:
1.) Vermindertes Turn-over
2.) Genamplifikation
3.) Erhohte Transkription

Abbildung 3 zeigt Ursachen einer Her-2/neu- Uberexpression. Hierzu zihlen neben

vermindertem Turn- over, eine Genamplifikation und eine erh6éhte Transkription.

Der Her- 3- beziehungsweise Erb-B3- Rezeptor hat keine eigene Kinaseaktivitat
und ist vor allem in Verbindung mit dem Her-2/neu- Rezeptor von Bedeutung,
indem er diesem als Partner bei der Heterodimerisierung dient und dadurch
aktiviert.

Die Bedeutung des Her-4- beziehungsweise des Erb-B4- Rezeptors ist

weitgehend unbekannt.
2.3.1.4. Immunfluoreszenzfarbung

Die durch markierte Immunglobuline gelungene Darstellung einer Antigen-
Antikorper-Reaktion wird als Immunfluoreszenz bezeichnet. Sie stellt eine 1941
durch Coons et al. abgewandelte Variante der Immunhistochemie (IHC) dar.

Fluoreszenz meint in physikalischer Definition die Eigenschaft verschiedener
Stoffe, wahrend der Dauer der Belichtung selbst zu leuchten. Nach dem Gesetz

von Stokes besitzt das von der fluoreszierenden Substanz emittierte Licht eine
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groliere Wellenlange als das von ihr absorbierte; dies zeigen die Abbildungen 6
und 7 anhand der Fluorochromderivate FITC und Texas Red.

Primar- oder Autofluoreszenz werden Fluoreszenzerscheinungen genannt, die
an unbehandelten Praparaten auftreten.

In diesem Fall wurden die Fluorochrome Rhodamin und Fluoreszein kovalent
mit einem Antikorper verbunden; es entsteht ein fluoreszierender Antikorper, mit
dem bestimmte Zellbestandteile markiert werden konnen. Man spricht von
Sekundarfluoreszenz, da die Fluoreszenz Uber fluoreszierende Antikdrper auf

bestimmte Zellbestandteile Ubertragen wird.
Prinzip der Immunfluoreszenz

Coons et al. gelang es durch stabiles Beladen von Antikdrpern mit einem
Fluorochrom die hohe Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer
Methoden mit der Spezifitat serologischer Verfahren zu verbinden. Man kann
also nachweisen ob und wo eine Antigen-Antikorper-Reaktion stattfindet (siehe
Abbildung 4).

Neben primaren Antikorpern, die spezifisch mit einem Zielantigen reagieren,
kommen in der Immunzytologie auch Sekundarantikorper zum Einsatz. Diese
sind entweder gegen tierische Immunglobuline gerichtet und werden zum
direkten Nachweis der Primarantikorper oder zur Verstarkung der
Nachweisreaktion verwendet. So entstehen verschiedene Mdoglichkeiten zum

Nachweis einer Antigen- Antikorper- Reaktion:
Direkte Immunfluoreszenz (Einschichtverfahren)

Bei der direkten Methode ist ein Fluorochrom kovalent an einen Antikorper, den
Primarantikorper, (oder ein Antigen, das Primarantigen) gebunden.

Nach einer bestimmten Einwirkungszeit werden die fluoreszierenden
Antikorper, die keine Antigen-Antikorper-Bindung eingegangen sind, durch
einen Spulvorgang entfernt.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop sind nun idealerweise nur die markierten

Antikérper und das dadurch markierte Antigen sichtbar.
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Indirekte Immunfluoreszenz (Zwei- oder Mehrschichtverfahren)®’

Bei der indirekten Immunfluoreszenz werden in einem ersten Schritt
unmarkierte Antikorper verwendet, die sich mit dem Antigen verbinden. In
einem zweiten Schritt wird ein markierter Antikérper verwendet, der sich gegen
den ersten Antikdrper richtet, einem Anti-Antikdrper (Anti- AK).

Die menschlichen Antikérper sind die Immunglobuline (Ig); als
Sekundarantikdrper verwendet man deshalb Antiglobuline. Die Vorteile hierbei
sind:

1.) nur ein einziges Konjugat (markiertes Antiglobulin) wird flr zahlreiche
Fragestellungen gebraucht,

2.) hohere Sensitivitat, da mehrere Sekundar-Antikorper an einen Primar-

Antikorper binden kdnnen.

Immunfluoreszenz

Sekundarantikorper

Abbildung 4 zeigt die direkte und indirekte Immunfluoreszenz. Bei der direkten
Reaktion ist der direkt bindende (Primér-) Antikdrper markiert. Bei der indirekten

Reaktion ist der Sekunddrantikdrper markiert.
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Antikomplementmethode (Klein und Burgholder)

Diese Technik beruht darauf, dass Komplementkomponenten (Komplement = z.
B. Meerschweinchenserum) die Antigen- Antikérper- Bindung erkennen und
daran binden. Mit markiertem Antikomplement (z.B. Anti-
Meerschweinchenglobulinserum) lasst sich diese Bindung in einem zweiten

Schritt darstellen.
Doppelimmunfluoreszenz

Da zwei Antigen-Strukturen, Zytokeratin und Her2-neu, dargestellt werden
sollen, wird ein Doppelimmunfluoreszenzverfahren gewahlt, wobei epitheliale,
zytokeratin-haltige Strukturen mit einem primaren Panzytokeratin- Antikorper
(C11), der mit FITC konjugiert ist, direkt dargestellt werden. Zur Darstellung der
Her2-neu-/ c-erbB2- Uberexpression wird eine indirekte Darstellung mit einem
Sekundarantikorper verwendet. Als unmarkierter Primarantikorper wird Her-
2/neu- Rabbit eingesetzt, der mit dem markierten Sekundarantikorper Anti-

Rabbit- TexasRed, einem Rhodamin- Derivat, detektiert wird.

2.3.1.5. Antikorper

Antikorper sind Proteine, die von lymphatischem Gewebe als Reaktion auf
Anwesenheit von Fremdmaterialen oder Antigenen produziert werden.

Die menschlichen Antikorper sind die Immunglobuline. Diese bestehen aus
mindestens 4  Polypeptidketten, aufgrund ihres  Molekulargewichts
unterscheidbar in zwei schwere (heavy, H-) Ketten (chains) und zwei leichte
(light, L-) Ketten. Nach den schweren Ketten unterscheidet man IgG, IgA, IgM,
IgE und IgD. Die leichten Ketten kdnnen als A- oder k- Kette vorliegen. Spaltet
man die Immunglobuline (Ig) mit proteolytischen Enzymen wie Papain und
Pepsin, so bekommt man bei der Behandlung mit Papain 3 Fragmente: 2
univalente F,, -Fragmente (Antigenbindungsfragmente), die mit dem Antigen
|6sliche Komplexe bilden kénnen und 1 F. -Fragment (. = crystallizable),
welches Komplement binden kann und von Zellen mit entsprechenden
Rezeptoren gebunden werden (Gewebsbindungsfahigkeit). Bei der Behandlung
mit Pepsin entsteht das Fpy2 -Fragment, welches bivalent ist. Fur die Antigen-

Bindung ist das Fp -Fragment zustandig, fur die biologische Aktivitat das F. -
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Fragment. Eine ihrer wichtigsten Eigenschaften ist ihre Spezifitdt: Die
Antikérper binden nach dem Schlissel-Schlo3-System nur die Molektle einer
Zelle, zu denen ihre Antigen-Bindungsstelle passt. Dabei werden
Abweichungen von bis zu einer Aminosaure erkannt.

Das Gewinnen von Antikorpern flr diagnostische Zwecke erfordert das
Einbringen eines Antigens in einen lebenden Organismus, beispielsweise eines
Kaninchens. Das Immunsystem reagiert mit einer Produktion von Antikorpern
gegen das als fremd erkannte Antigen. Da unterschiedliche Determinanten des
Antigens als fremd erkannt werden, entstehen unterschiedliche Antikorper.

Diese Antikorper werden als polyklonal bezeichnet.

Herstellung der polyklonalen Antikorper

Nach wiederholten intrakutanen und intramuskularen Injektionen eines Antigens
in ein Kaninchen oder eine Ziege kann nach einigen Wochen Blut mit den
erwarteten Antikdrpern abgenommen werden. Das Blut wird von Zellen und
Gerinnungsfaktoren gereinigt wie zur Herstellung eines Antiserums. Die
Isolierung der Immunglobuline aus dem Antiserum erfolgt durch
Gelchromatographie. Die so gereinigten Antikorper werden durch
Affinitatschromatographie  weiter gereinigt und zur Auftrennung in

Einzelfragmente anschlieRend mit Pepsin oder Papain usw. behandelt.

Da eine Vielfalt von Antikdrpern entstanden ist, die dasselbe Antigen binden,
werden sie polyklonal genannt.

Durch eine Modifikation kénnen auch monoklonale Antikérper gewonnen
werden. Die entstehenden Antikorper richten sich alle gegen dieselbe

Antigendeterminante.
Herstellung der monoklonalen Antikorper

Durch die Immunisierung einer Maus mit einem Antigen und anschlieRender
Splenektomie erhdlt man nach entsprechender Bearbeitung eine
Zellsuspension, die immunkompetente B- Lymphozyten enthalt. Da B-
Lymphozyten unter Kulturbedingungen nicht wachsen, werden diese mit
malignen Myelomzellen fusioniert; die Myelomzellen wachsen hier sehr schnell

und produzieren grof3e Mengen an Antikorpern. Die fusionierten Zellen nennt
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man Hybridome (Hybrid-Zellen). Nach der Fusion werden sie in einem
Selektivmedium (HAT-Medium, Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin) kultiviert.
Die den gewunschten Antikorper produzierenden Hybridome werden kloniert.
Der Kulturiberstand mit den monoklonalen Antikdrpern wird mittels
Gelchromatographie gereinigt.

Ubrig bleiben die gereinigten monoklonalen Antikérper, die gegenlber den

polyklonalen eine gréliere Spezifitat aufweisen (Abbildung 5).

Herstellung mono- und polyklonaler Antikorper

Herstellung monoklenaler Antikérper im Vergleich zu polyklonalen AntikBrpern

Klonieren durch
limitierende

lyklonales '
En"msmphmms Y |
Mischung ) groEen Mengen in
verschiedener vitro (in der Kultur)

ntikdrper { oderinvivo
“ {h!:;e:ml

Abbildung 5 zeigt schematisch die Herstellung mono- und polyklonaler Antikorper. Die
Immunisierung von Tieren mit Lymphozyten einer anderen Spezies, z.B. humanen
Zellen, fiihrt zur Bildung einer Vielfalt von Antikérpernn, die gegen die verschiedenen
antigenen Determinanten auf der Oberfliche der Lymphozyten gerichtet sind. In
polyklonalen Antiseren sind somit AntikOrper gegen unterschiedliche lymphozytére
antigene Determinanten enthalten. In monoklonalen Antiseren sind dagegen nur
Antikorper gegen eine, also die gewiinschte antigene Determinante enthalten. Die
monoklonalen Antikoérper werden iiber Zellverschmelzung der B-Zellen des

immunisierten Tiers mit Myelomzellen, Bildung von verschiedenen Zellklonen der
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Hybridzellen und Selektion der jeweiligen erwiinschten konstruierten Hybridomzellen
in vitro oder in vivo produziert. Abbildung und Text wurden aus Immunsuppressive

Therapie 2 von Walter Gottlieb Land, erschienen im Thieme-Verlag, entnommen.
2.3.1.6. Markierung der Antikdrper

Bei dieser 1941 von Coons et al. entwickelten Methode werden Antikdrper Uber
eine feste chemische Bindung mit fluoreszierenden Farbstoffen, sogenannten
Fluorochromen, verbunden, wobei ihre spezifischen immunologischen
Eigenschaften im Wesentlichen erhalten bleiben. Wird das Konjugat mit einer
geeigneten Lichtquelle angeregt, so entsteht eine fiur jedes Fluorochrom
typische Fluoreszenz, die den Ort der Bindung sichtbar macht. Die
gebrauchlichsten Fluorochrome sind Derivate des Fluoresceins, vor allem des
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), das durch eine Thiocarbamidbindung an
Proteine gebunden werden kann und sein Emissionspektrum im Grlinbereich
hat. Im Rahmen einer Doppelfarbung werden zusatzlich meistens
Rhodaminderivate wie Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) oder Texas
Red (TRSC) verwendet. Diese fluoreszieren rot und so konnen in einem
Praparat zwei unterschiedliche Antigen-Antikdrper-Reaktionen detektiert
werden.

Als Fluochrome wurden FITC und Texas Red verwendet, deren wichtigste

Eigenschaften zeigen Abbildung 6 und 7.
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Abbildung 6 =zeigt Eigenschaften von FITC. Die durchgezogene Linie =zeigt die
Anregungswellenldnge und die gepunktete Linie die emittierte Wellenldnge des angeregten

Fluorochroms.
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Texas Red —
Tetramethyl Rhodamin-Sulfonylchlorid (TRSC)

Abbildung 7 zeigt die Eigenschaften des Fluorochroms Texas Red. Die durchgezogene Linie
zeigt die Anregungswellenlédnge und die gepunktete Linie die emittierte Wellenldnge des

angeregten Fluorochroms.

2.3.2. Vorgehen

2.3.2.1. Zellentnahme

Bei 137 Patientinnen mit stanzbioptisch gesichertem, nicht-metastasiertem
Mammakarzinom wurden intraoperativ Knochenmarkaspirationen durchgefthrt.
Die betroffenen Patienten gaben hierfur vor der Operation ihr Einverstandnis.

Per Punktionsnadel werden 10 bis 20 ml Knochenmark in mittlerem Unterdruck
aus dem Beckenkamm (Crista iliaca) aspiriert. Die Antikoagulation des Aspirats
erfolgt mit 1000 IE Heparin. Die auf diese Weise gewonnene Zellsuspension
wird in ein 50 ml Falcon-Réhrchen tberflihrt und zlgig im Tagesverlauf weiter

aufbereitet.
2.3.2.2. Zellpraparation

Die Praparation erfolgt entsprechend der von Fehm et al. beschriebenen
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Methodik zur Zellseparation.®®> Die aus dem Markraum gewonnene
Zellsuspension wird mittels Dichtegradientenzentrifugation in die einzelnen
Zellfraktionen getrennt werden.

Die Dichtegradientenzentrifugation beruht auf der unterschiedlichen Dichte der
Blutbestandteile wie Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten, Granulozyten,
Monozyten/ Makrophagen und Serum. Die Dichte der Erythrozyten ist am
groldten, gefolgt von der der Granulozyten. Die Dichte von Thrombozyten,
Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten ist kleiner. Zur Separation wahlt
man nun ein Medium, dessen Dichte kleiner ist als die Dichte der Granulozyten,
jedoch groRer als die Dichte der Lymphozyten. Verwendet wird Ficoll-Hypaque®
(Biochrom, Deutschland), eine synthetische Polysaccharidlosung, deren Dichte
durch Zugabe von Natriumdiatrizoat auf einen Wert von 1,077g/cm? eingestellt
wurde.

15 bis 20 ml des heparinisierten Knochenmarkaspirats wurden in ein 50 ml
Falcon®- Polypropylen-Rohrchen Uberfuhrt. Nach Auffullen mit Hank’s-
Salzlésung auf 30 ml wird vorsichtig vermischt. In ein separates 50 ml Falcon®-
Polypropylen- Réhrchen werden 15 ml Ficoll- Hypaque® vorgelegt. Das
ficollbeladene 50 ml Falcon®- Polypropylen- Réhrchen wird vorsichtig mit dem
verduinnten Knochenmark uberschichtet. Nach anschlieRender Zentrifugation
uber 30 Minuten bei 1600 Umdrehungen pro Minute ohne Bremsfunktion wurde
die Interphase -der mononuklearen Zellfraktion entsprechend- nach Abheben
und Verwerfen des Uberstandes mit einer Pipette abgenommen und in ein
neues Falcon®- Polypropylen- Réhrchen (iberfiihrt. AnschlieRend wurden die
Zellen durch Resuspension mit PBS, welches bis auf 30 ml aufgefullt wurde,
und erneutem Zentrifugieren Uber 7 Minuten bei 1600 Umdrehungen
gewaschen und der Uberstand vorsichtig abgekippt. Durch Lysepuffer werden
die mononuklearen Zellen von verbliebenen Erythrozyten gereinigt. Dies erfolgt
je nach Pelletgrole durch Zugabe von 5 bis 10 ml Lysepuffer und
anschlieBender Inkubation im Kuhlschrank dber 10 Minuten. Nach
anschlieRender Zentrifugation Gber 7 Minuten bei 1600 Umdrehungen pro
Minute wurde der Uberstand vorsichtig abgekippt. Das Sediment wird sanft

aufgeschuittelt und je nach PelletgroBRe mit 5 bis 10 ml PBS-Ldsung
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resuspendiert. Zur Zellzahlung werden 50ul Knochenmark- Suspension mit 50pl
Trypanblauldsung in einer Mikrotiterplatte vermischt, anschlielend in eine
Neubauerkammer gefullt und unter einem Lichtmikroskop auf mononukleare
Zellen hin ausgezahlt. Zur Berechnung der Zellzahl werden die vier
Kleinquadrate nach folgendem Schema ausgezahit:

1. Zur Ermittlung der durchschnittlichen Zellzahl pro Quadrat wird die Zellzahl
pro Quadrat fur den Verdunnungsfaktor mal 2 genommen und fur den
Kammerfaktor mit 10* multipliziert. Ergebnis ist die Zellzahl pro Milliliter.

2. Zur Berechnung der Gesamtzellzahl wird die Zellzahl pro Milliliter mit den
10ml des gesamten Volumens der Zellsuspension verrechnet.

3. Zur Verdunnung auf 750000 Zellen pro 500ul oder 1,5 x 10° Zellen pro
Milliliter wird die Gesamtzellzahl mit 2/3 multipliziert. Das Ergebnis entspricht
der Verdinnung mit PBS in Millilitern.

Nach erneuter 7- minutiger Zentrifugation bei 1600 Umdrehungen pro Minute
wird der Uberstand abgekippt und entsprechend der Verdinnung fur 1,5 x 10°

Zellen pro Milliliter mit PBS resuspendiert ( wie oben erlautert ).
2.3.2.3. Zytospin-Praparation

Die Anfertigung der Zytospins erfolgt mit 500ul der Zellsuspension; dies
entspricht demzufolge einer Zellzahl von 0,75 x 10° pro Zytospin. Als
Objekttrager wurden positiv geladene SuperFrost® Plus- Objekttrager der Firma
R. Langenbrinck verwendet. Mit Hilfe einer Hettich-Zytozentrifuge wurden die
Zellen folgendermallen auf die Zytospins aufgebracht: Die Zytospins werden
mit Filterkarten bestuckt und die Halterungen werden entprechend den
Herstellervorschriften von Hettich eingespannt. AnschlieBend wird die
Spinhalterung eingesetzt und 500 pl der Zellsuspension nach Aufschutteln in
PBS (ohne Vortexen) in die Spotvorlage transferiert. AnschlieRend erfolgt eine
5-minutige Zentrifugation mit 1600 Umdrehungen pro Minute in der
Zytozentrifuge von Hettich. Nach Abziehen des Uberstandes wird die Halterung
der Zytospins bei beladener Zentrifuge entfernt und die Filterkarte belassen.
Zum Trocknen erfolgt eine 1- minitige Zentrifugation bei 1600 Umdrehungen
pro Minute. Die Filterkarten konnen jetzt entfernt werden und die Zytospins

werden uber Nacht weiter luftgetrocknet und dann immunhistochemisch gefarbt.
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Andernfalls erfolgt die Langzeitlagerung in eingeschweifdten Plastikbehaltnissen

bei -20°C ohne Aufbewahrungsmedium.

Isolation mononukleéarer Zellen (1)

1* Ficoll wird im Verhaltnis 1:2 mit
Knochenmark Uberschichtet

2* Zentrifugation

Abbildung 8 zeigt schematisch die Isolation mononukledrer Zellen. Dabei wird Ficoll-
Losung mit Knochenmark iiberschichtet und zentrifugiert. Das Knochenmark trennt
sich der jeweiligen Dichte entsprechend in verschiedene Phasen auf. Die mononukleédre
Zellfraktion liegt der Ficoll- Losung auf und wird in dem sich anschliessenden

Arbeitsschritt mitsamt dem Plasma in eine neues Falcon- Rohrchen tiberfiihrt.
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Isolation mononukleérer Zellen (2)

Abbildung 9 zeigt die Fortsetzung der Isolation mononukledrer Zellen. Die
mononukledre Zellfraktion wird mithilfe einer Pipette entnommen und erneut
zentrifugiert. Nach Auszdhlung der Zellzahl erfolgt die Resuspension mit PBS, so dass
pro Objekttriger 0,75 x 10° Zellen zu finden sind. Auf die Zytospins aufgebracht
werden die Zellen mittels einer Hettich-Zentrifuge, die in Abbildung 10 (I) gezeigt ist.
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Abbildung 10 zeigt einzelne Arbeitsschritte zur Isolierung mononukledrer Zellen:
L A) - C): Bild A) zeigt zwei Falcon-Rohrchen; im linken befindet sich 15 ml Ficoll- Lésung und im
rechten 35 ml (verdiinntes) Knochenmark (KM). B) + C) Die Ficoll- Lsg. wird vorsichtig mit dem KM

iiberschichtet.

IL. D) - G): Nach Zentrifugation ohne Bremse trennen sich die einzelnen Fraktionen entsprechend ihrer
Dichte. In der Interphase sammeln sich die mononukledren Zellen auf der Ficoll-Lsg. an (—). Die
Interphase wird in ein frisches Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und nach Auffiillung mit PBS erneut
zentrifugiert.

IIL. H) -J): Nach Auszéhlung der mononukledren Zellfraktion wird einer Verdiinnung von 1.5*10°
Zellen/ml entsprechend mit PBS resuspendiert. Pro Zytospin werden 500 pl der Zellsuspension in die
Spotvorlage (J) eingebracht (Zellzahl: 0.75*10% Zytospin) und mit der Hettich- Zytozentrifuge (I) auf
die Zytospins (J) aufgebracht.
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2.3.2.4. Farbung

Der Goldstandard zur Detektion von epithelialen Zellen in Knochenmark und
Blut sind derzeit der immunhistochemische Nachweis unter Verwendung von
monoklonalen Antikdrpern, die gegen epitheliale Strukturen gerichtet sind, und
die FISH- Analyse Uber den Nachweis einer chromosomalen
Uberexpression.”*%2

Verwendet wurde ein Doppelimmunfluoreszenzverfahren mit monoklonalen
Antikdrpern gegen epitheliale Zellstrukturen, einem Anti- Zytokeratinantikorper,
und einem polyklonalen Antikdrper gegen den Her-2/neu- Rezeptor.

Zur Darstellung epithelialen Gewebes wird der Panzytokeratin- Antikérper C11
(No F3418) verwendet, der mit FITC konjugiert ist. Dieser Antikorper detektiert
humanes Zytokeratin 4, 5, 6, 8, 10, 13 und 18. In Vorversuchen war sowohl die
Inkubationszeit (30 min, 45 min, 60 min) als auch die geeignete
Antikérperkonzentration (getestete Verdinnungen 1:50, 1:100, 1:200, 1:500)
optimiert worden.

Fir den Nachweis Her-2/neu bzw. c-erb-B2- positiver Zellen wurde ein
polyklonaler Antikérper gegen Her-2/neu, der aus einem Kaninchen ( rabbit )
isoliert wird, gewahlt: rabbit anti-Her-2/neu-AK CB 11 (Biogenex, CA). Die
Detektion von CB 11 erfolgt in einem zweiten Schritt mit TexasRed®-markierten
Sekundar-Antikdrpern gegen Her-2/neu- Rabbit.

Auch hier wurde in Vorversuchen sowohl die Inkubationszeit (30 min, 45 min,
60 min) als auch die geeignete Antikorperkonzentration (getestete
Verdinnungen 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 ) optimiert.

Zur besseren Darstellung der Kerne wurde eine Hintergrundfarbung mit DAPI
(4,6-Diamidino-2-Phenylindol) durchgeflhrt.

Bei jeder Farbung wurde eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefihrt. Als
Positivkontrollen wurden SKBR-3-Zellen, eine Her-2/neu- Uberexprimierende
Brustkrebszelllinie, und MCF-7- Zellen, eine hormonrezeptorpositive
Brustkrebszelllinie, mitverarbeitet und untersucht. Als Negativkontrollen wurden

Leukozyten gesunder Probanden mitgeflhrt.
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Farbeschritte

Die eingefrorenen Objekttrager wurden zunachst aufgetaut und 30 Minuten an
die Raumtemperatur adaptiert. Dann wurde der zu farbende Bereich mit einem
Fettstift (Dako-Pen) umfahren. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten mit Hilfe
eines Farbeautomats von Dako (Abbildung 11) in immer gleichem Schema. In
einem ersten Arbeitsschritt wurde der zu farbende Bereich mit PBS befeuchtet,
um einen fur die Farbung optimalen pH- Bereich zu erhalten. AnschlieRend
erfolgte eine 10-minutige Inkubation mit 1%-igem Formaldehyd. Dies soll die
Zellstrukturen fur die nachfolgenden Farbevorgange empfanglicher machen.
Nach 5- minttigem Waschvorgang in PBS wird mit Waschpuffer, bestehend aus
PBS und 0,1%-igem Tween-20, der folgende Farbeschritt vorbereitet. Nach
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mit AB-Serum (blocking reagent
aus 5%-BSA in PBS-0,1%-igem Tween-20) Uber 30 Minuten und erneuter 5-
minutiger Behandlung mit Waschpuffer erfolgte eine 40-minttige Inkubation mit
200 plI der Primarantikdrpern C-11-FITC und Rabbit-Her-2/neu, die auf 1:100
verdinnt wurden. In Vorversuchen hatte sich die Antikérperkonzentration in
einer Verdinnung von 1:100 als optimal gezeigt; die Verdlinnung erfolgte
deshalb entsprechend in Antibody diluent (1% BSA in PBS-0,1% Tween 20).
Nach anschliefender 5-minatiger Behandlung mit Waschpuffer erfolgte die 30-
minutige Inkubation mit 200ul des polyklonalen, Texas-Red-markierten Anti-
rabbit-Sekundarantikorper in einer Verdunnung von 1:100. Nach erneuter
Behandlung mit Waschpuffer wurde der Uberstand vorsichtig abgetupft und der
Hintergrund durch Einbetten in Vectashield Mounting medium®, welches mit
DAPI versetzt ist, gegengefarbt. Dies soll zusatzlich das Ausbleichen der
markierten Antikorper verzogern. Nach Aufbringen eines Deckglases (60 mm x
24 mm) werden die Objekttrager bis zur Auswertung am Fluoreszenzmikroskop

bei Kihlschranktemperatur gelagert.
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Abbildung 11: Farbeautomat von Dako Cytomation

2.3.2.5. Analyse gefarbter Zellen
Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikrosopie erlaubt die Analyse fluoreszenzmarkierter
Tumorzellen, die auf einem Trager fixiert wurden. Hierbei ist es maoglich,
gleichzeitig, in Abhangigkeit des verwendeten Farbstoffes, verschiedene
gefarbte Zellstrukturen einer Zelle zu analysieren. Nach Anregung der
Farbstoffe Uber eine Lichtquelle kann die Emission der Farbstoffe mit Hilfe von
Sperrfiltern sichtbar gemacht werden.

Die Beurteilung der Objekttrager erfolgte mit dem Mikroskop ,Axiophot* von
Zeiss (Abbildung 12), welches mit einem Triple-Bandpass-Filter (FITC/ TRITC/
DAPI) und einem Dual-Bandpass-Filter (FITC/ TRITC) ausgerustet ist.
Desweiteren kann jedes Fluorochrom mit einem Single-Bandpass-Filter beurteilt
werden (FITC-, TRITC- oder DAPI- Filter). Zur Anregung von FITC wurde eine

Wellenlange von 460-490 nm und ein Detektionsbandpassfilter von 510- 530nm
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gewahlt. Zur Anregung von Texas Red wurde eine Wellenlange von 596 nm
und ein Detektionbandpassfilter von 620nm verwendet.

Zur Dokumentation der gefundenen Zellen ist das Mikroskop mit einer CCD-
Kamera (SenSys TM Photometrics, AZ) ausgestattet. Das Mikroskop sowie die
Kamera sind mit einem Apple Mackintosh Computer verbunden. Beide werden
iiber eine kommerziell erhaltiche Software (Quips®PathVysion, Vysis, IL)
gesteuert. Die Nachbearbeitung der digitalisierten Fluoreszenzbilder erfolgt mit
der gleichen Software.

Da die Farbstoffe im Laufe der Zeit verblassen, kommt dieser Form der
Dokumentation eine wichtige Bedeutung zu. Der Originalobjekttrager wurde
tiefgekuhlt aufbewahrt.

Fluoreszenzmikroskop

l

.

Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskop ,,Axiophot* von Zeiss

Zur Kontrolle des Farbevorgangs wurde bei jedem Farbevorgang als
Positivkontrolle ein Objekttrager mit SKBr3- Zellen und MCF-7- Zellen
mitgefuhrt. Die SKBr-3- Zellen sind gezlchtete Her-2/neu- Uberexprimierende
Mammakarzinomzellen. Mit diesen Zellen Iasst sich Farbequalitat hinsichtlich
Her-2/neu beurteilen. Zur Kontrolle der Zytokeratinfarbung wurde als weitere
Positivkontrolle bei jeder Farbung ein Objekttrager mit MCF-7- Zellen

mitgefihrt. Diese haben epithelialen Zellcharakter und entstammen einem
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Adenokarzinom der weiblichen Brustdruse. Als Negativkontrolle dient ein

Zytospin mit Leukozyten eines gesunden Blutspenders.

Kontrollzelllinien:
SKBr-3- (1) und MCF-7-Zellen (1)

Abbildung 13: Als Kontrollzelllinien wurden SKBr-3-Zellen (I) und MCF-7-Zellen (II)
verwendet. SKBr-3- Zellen zeigen neben Zytokeratin- Antigenen eine Uberexpression
von Her-2/neu. Unspezifische Anfarbungen werden iiber eine MCF-7- Zelllinie
kontrolliert, die nur Zytokeratin- Antigene aufweist, jedoch keine Her-2/neu-
Rezeptoren.

Auswertungskriterien

Entsprechend der oben aufgefihrten Methoden befindet sich auf jedem
Zytospin ungefahr eine Anzahl von 0,75 x10° Zellen.

Der Objekttrager wird bei einer VergroBerung von 1:40 unter 1.0 Olimmersion
maanderformig im Dual-Bandpass-Filter untersucht; sichtbar werden FITC und
Texas Red- markierte Strukturen. Anreicherungen von FITC markieren
Zytokeratin- Antigene und Anreicherungen von Texas Red® Her-2/neu-
Antigene. Stellt sich auf diese Weise eine Zelle als auffallig dar, wird sie unter
den einzelnen Filtern — FITC-, TRITC- und DAPI (Single- Bandpass- Filter) —

hinsichtlich Antikérperanreicherung und Kernmorphologie betrachtet. Alle
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immunphanotypisch- positiven Zellen werden abfotografiert und einem zweiten,
unabhangigen Betrachter zur eigenhandigen Analyse zugeflhrt.

Schwierigkeiten bei der Analyse immunhistochemisch-gefarbter Praparate
bereitet die weitgehend subjektive Auswertung potentieller disseminierter
Tumorzellen. Diesem bekannten Problem soll mit einer Objektivierung der
Auswertungskriterien begegnet werden, welche Borgen et al. definiert hat. Die
Einteilung gefarbter Zellbestandteile erfolgte hier in 3 Gruppen:

Tabelle 2: Einteilung der disseminierten Tumorzellen nach der European ISHAGE
Working Group for Standardization of Tumor Cell Detection (Borgen et al, 1999)

Gruppen | Klassifikation Definition

1 Tumorzellen zeigen in der Immunphédnotypie pathognomonische
Zeichen epithelialen Zellcharakters mit deutlicher
VergroBerung des Zellkerns und/ oder bestehen aus einer

Ansammlung von 2 und mehr immunpositiven Zellen

2 Mogliche Tumorzellen | mogliche  Tumorzellen, die  morphologisch  und
immunphénotypisch nicht eindeutig von himatopoetischen
Zellen abzugrenzen sind: diese werden als Tumorzellen
definiert, wenn eine Kontrollfdirbung mit einem fiir
hédmatopoetischen Zellen isotypspezifischem Antikorper

negativ ausfallt

3 Tumorzellnegativ beschreibt falsch-positive ,,Tumor“-zellen, die als Zellen
hématopoetischen Ursprungs, Hautschuppen und Artefakte

identifiziert werden

Diese Kriterien zugrunde gelegt, erfolgte die Beurteilung hinsichtlich Abnormitat
von Zellen also unter anderem anhand der GroRe und Form des Zellkerns. Als
weitere Kriterien wurden die Auspragung der AntikOrperanreicherung, die
Intensitat der Fluoreszenz und die Eindeutigkeit der Anreicherung hinsichtlich
Spezifitat herangezogen. Fur die Einschatzung einer Zelle als pathologisch
wurde neben der gesamten ZellgrolRe auch die GroRe des Zellkerns mit
Berucksichtigung des Kern- Plasma- Verhaltnisses herangezogen.

Zytokeratin ist dem Zytoskelett zuzurechnen und stellt sich bei positiver
Auspragung als eine feinfaserige, wolkige Struktur in unterschiedlichster

Auspragung im Bereich des Zytoskeletts dar. Entscheidend fur die Bewertung
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als immunphanotypisch positiv ist die Reinheit und damit Intensitat der
Fluoreszenz, um unspezifische Bindungen auszuschlieRen.

Der Her-2/neu- Rezeptorantikorper wird durch Bindung an der
Extrazellulardomane des Her-2/neu- Rezeptors bei Positivitat als eine ringartige
Struktur sichtbar. Auch hier ist die Auspragung extrem variabel. Als Her-2/neu-
positiv. werden die Zellen nur dann gewertet, wenn sich die gesamte
Zellmembran mittelmaRig bis stark anfarbt. Wichtig zur Bewertung als
immunphanotypisch positiv ist neben der charakteristischen Anordnung erneut
die Reinheit und Intensitat der Fluoreszenz, um auch hier unspezifische
Ansammlungen auszuschliel3en.

Als Fehlerquellen sind kleine Zellkerne anzusehen, bei denen ein
hamatopoetischer Ursprung wahrscheinlich ist und somit auch bei positivem
Rezeptorbesatz als falsch positiv klassifiziert werden muassen. Sehr grofe
Zellkerne koénnen auf einer Apoptose des Kerns (hydrophische Zellschwellung),
einer Beschadigung der Zellen im Verlauf der Verarbeitung aber auch auf
epidermaler Kontamination bei Entnahme oder Prozessierung der Zellen
beruhen.

Als unspezifisch und somit nicht-positiv. werden Zellen deklariert, deren
Fluoreszenz nicht eindeutig auf entsprechende Bereiche beschrankt werden
kann, also ahnliche Bereiche von den beiden unterschiedlichen Antikdrpern
markiert werden.

Die Abbildung 14 zeigt die jeweiligen Zelltypen in ihrer charakteristischen
Auspragung und die entsprechende Klassifikation: Morphologisch runde Zellen
mit eindeutig zytoplasmatischen Farbeverhalten, wobei die gefarbten Areale
den gesamten Kern fadenartig Uberziehen mussen, wurden als positiv fur die
Kategorie 1 gewertet. Gleichfalls positiv fur Kategorie 1 wurden Zellen gewertet,
die neben einem morphologisch runden Zellkern im Bereich der Zellmembran
eine deutliche, ringformige Reaktion auf den Her-2/neu- Antikdrper zeigten.
Zellen der Kategorie 1 wurden als disseminierte Tumorzellen definiert.

Zellen, bei denen sich die Antikdrperanreicherung nicht Uber die gesamte Zelle
erstreckte, die ansonsten aber die Kriterien der Kategorie 1 erfullten, wurden als

Kategorie 2 definiert und nicht als Tumorzellen gewertet.
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Zellen, die eine immunhistochemische Reaktion zeigten, aber weder der
Kategorie 1 oder 2 entsprachen, wurden als hamatopoetische, epidermale oder
als unspezifisch gefarbte Zellen gewertet und in Kategorie 3 definiert.

Basierend auf dieser Einteilung wurden Patientinnen nur dann als positiv im

Sinne einer Tumorzelldissemination gewertet, wenn Zellen der Kategorie 1 in

ihrem Knochenmarkaspirat gefunden wurden.
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Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin (pCK-FITC, griin)
und Her-2/neu (Rabbit CB11, Anti- Rabbit- TexasRed, rot) und Einteilung der gefarbten
Zellen in dre1 Kategorien:

I. A)-D) Diese Zellen sind der Kategorie 1 zugeordnet. Morphologisch grofle runde
Zellen mit zytoplasmatischem, ringformigem Féarbemuster fiir Zytokeratin und
gegebenenfalls randstdndigem, ebenfalls ringformigen Farbemuster fiir Her-2/neu. C)
zeigt dabei eine rein Her-2/neu-positive Tumorzelle und D) eine doppelt-positive
Tumorzelle.

II. E)-H) sind der Kategorie 2 zuzurechnen. Bei ringformigem Férbemuster weisen sie
einen teilweise ungefdrbten Randsaum (—) (E) und (F) auf oder zeigen Anzeichen fiir
Apoptose (G) und (H), entsprechen ansonsten aber Kriterien der Kategorie 1.

III. I)-L) Zellen mit uncharakteristischem Farbemuster werden in Kategorie 3 eingeteilt.
Dazu gehoren Zellen mit unspezifischer Farbung (I), mit nur teilweiser Anfarbung (J)
und kleinere, eher himatopoetische Zellen (K und L).

Eine eindeutig positive Tumorzelle, sowohl flr Zytokeratin, als auch Her-2/neu,
zeigt Abbildung 15. Nebenstehend finden sich flr diese Erlauterungen

zytomorphologischer und immunphanotypischer Aspekte.

Zytokeratin-positive/Her2-positive Tumorzelle aus dem
Knochenmark. Deutliche Reaktion auf Pan-Ck-AK-FITC im
Bereich des Zytoskeletts und im Bereich der Zellemembran
auf Texas Red-markierte Her2-Rezeptor-Antikorper.

Unter dem DAPI- Filter erfolgt die Beurteilung der
Zellmorphologie. Hier wird sichtbar, dass diese Zelle einen
doppelten Zellkern besitzt. AuBerdem wird die Kern-
Plasma-Relation beurteilt, die hier zu Gunsten des Kerns
verschoben ist.

Unter dem FITC-Filter wird die Verteilung des Zytokeratins
im Bereich des Zytoskeletts eng um die Zellkerne herum
deutlich. Von der Struktur her feinfaserig umgibt sie den
Kern wie ein Wollknduel.

Unter dem Filter fir Texas Red zeigt sich eine deutliche
Anfirbung im Bereich der Zellmembran. Sie iibertrifft die
Bereiche der Zytokeratin-Positivitit.

Abbildung 15: Auswertungskriterien einer Tumorzelle. Die hier gezeigte Zelle wird mit
Hilfe der 3 Sperrfilter analysiert. Der genaue Ablauf ist neben den Bildern beschrieben.
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2.3.3. Immunhistochemische Farbung des Primartumors

Es gibt mehrere Nachweismoglichkeiten fur die Her-2/neu- Expression des
Primartumors. Als Referenzstandard und klinisch praktikable Methode wird
derzeit die Immunhistochemie (IHC) angesehen.*”*® Hierfiir liegt eine nach
DAKO® standardisierte und in einem semiquantitativen Score auszuwertende
Methode vor.

Die immunhistochemischen Analysen wurden mit bioptisch oder chirurgisch
entferntem Untersuchungsmaterial durchgefihrt. Das Gewebe wurde mit 4.5%-
iger Formalinlésung (pH 7.0) fixiet und in Paraffin eingebettet. Die
immunhistochemische Farbung wurde an 3 bis 5 pm dunnen Schnitten
durchgefuhrt, wobei ein kommerziell erhaltliches ABC-kit (Vectastain, Vector
Laboratories, CA, USA) verwendet wurde. Der Her-2/neu- Antikorper (Klon A
0485) wurde 1:2000 mit Tris-HCI (pH 7.5) verdinnt und entsprechend der
Anweisung des Herstellers (HERCEPT'\’I test, Dako, Glostrup, Denmark)
aufgebracht. DAB (3,3° diamino-benzidine) wurde dabei als Farbstoff
verwendet. Die Objekttrager wurden mit Hamatoxylin gefarbt und fir die
Untersuchung fixiert. Die Her-2/neu- Expression wurde semi-quantitativ nach
dem Score 0 bis +3 klassifiziert. Als Her-2/neu- positiv. wurden Tumoren
bezeichnet, deren Score +2 oder +3 betrug. Bei einem Score von +2 wurde zur
Feststellung einer Her-2/neu- Amplifikation eine Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung durchgeflihrt, wobei das Pathvysion™-kit HER2/NEU von Vysis
(Downers Grove, IL) entsprechend den Herstellerangaben benutzt wurde.
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Immunhistochemie (IHC)

DAKO Hercep Test'™ zur Bestimmung der Her-2/neu-Expression des Primartumors

(IHC)

Bestimmung der HER2-Protein-Uberexpression
(semiquantitativer DAKO Hercep Test™)

i i ; s
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Keing Fiirbung der Mur teilweise angefirbte Selwache bis mbssige Starke Firbung der Zell-

Zellmembranen Zelimembranen Farbung bei mahrals 10%  membranen bei mehr als
der Tumorzellen 10 % der Tumorzeflen

Abbildung 16: Die Abbildung zeigt den Hercep-Test von Dako. Die Her-2/neu-
Uberexpression des Primirtumors wird anhand des semiquantitativen Scores von 0 bis
3+ klassifiziert. Als positiv wird der Hercep-Test ab einer schwachen bis missigen
Féarbung bei mehr als 10% der Tumorzellen gewertet; dies entspricht einem Hercep-
Score von 2+.

2.3.4. Abgleich mit Datenbank Tumorcharakteristik

Die erhobenen Daten wurden mit den Befunden der Routinediagnostik
verglichen, die ein anderes immunhistochemisches Verfahren (mAb A45-B/B3,
APAAP, Neufuchsin) nutzt, und den Ergebnissen der rt- PCR fur Her-2/neu.
AulBerdem wurden die erhobenen Daten mit der Tumorcharakteristik des

Primartumors der einzelnen Patientinnen verglichen.

2.3.5. TNM-Klassifikation

Eingeschlossen wurden Patientinnen der Stadien pT4- pT4, pNo- pN4, Mo und
dem Grading G4- G3 entsprechend der UICC-Einteilung. Die klinischen und

pathologischen Angaben zu den Patienten finden sich in Tabelle 3.
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2.3.6. Statistische Methoden

Zur Evaluation der Beziehung zwischen den disseminierten Tumorzellen und
dem klinischen Profil des Primartumors wurde der X*- Test oder Fishers exact
Test verwendet. Die statistische Analyse wurde mit SPSS (Version 11.5)

durchgefuhrt. Als signifikant wurden p-values unter 0.05 bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

Bei Patientinnen mit primarem, nicht- metastasietem Mammakarzinom wurde
im Rahmen des operativen Primareingriffs an der Universitatsfrauenklinik
Tudbingen praoperativ eine Knochenmarkaspiration an der Spina iliaca anterior
superior zur immunhistochemischen Untersuchung auf hamatogene
Tumorzelldissemination durchgefuhrt. Per definitionem versteht man unter
primar die Erstmanifestation eines Malignoms, nicht- metastasiert bezeichnet
das Fehlen solider Absiedlungen des Primartumors. Untersucht wurde
gewonnenes Zellmaterial von 137 Patientinnen aus einem Zeitraum von
Februar 2002 bis Januar 2005. Die klinischen und klinisch- pathologischen
Daten der Patientinnen, deren Zellmaterial untersucht wurde, finden sich in
Tabelle 3.

Aus ihr wird ersichtlich, dass es sich um uUberwiegend postmenopausale
Patientinnen mit einem Durchschnittsalter von 57 Jahren handelt; die Alteste
war 83 Jahre und die Jingste 24 Jahre alt. Die TumorgréRe war bei der
Mehrzahl der Patientinnen kleiner als 2 Zentimeter (55,5% der Falle pT1). Bei
den Ubrigen Patientinnen war die TumorgrélRe 2 Zentimeter und groRer. Bei
ungefahr 40 % der Patientinnen fand sich eine Beteiligung axillarer
Lymphknoten. Keine der Patientinnen zeigte bei Diagnosestellung und
Zellentnahme eine Metastasierung (MO0). Bei jeder Patientin wurde zum
Ausschlul® einer Filialisierung die Ubliche praoperative Diagnostik (Roéntgen
Thorax, Oberbauchsonographie, Skelettszintigraphie) durchgefuhrt.
Histologisch fanden sich bei dem groften Teil der Patientinnen malig
differenzierte Tumorzellen (80% der Falle), entsprechend einem Grading von 2.
Dabei handelte es sich in der Mehrzahl um duktale Formen (58%), aber auch
lobuléare  (17%) und duktulo-lobulare (21%) Formen. Ein positiver
Hormonrezeptorstatus fand sich fiir Ostrogen bei 80 % und fiir Progesteron bei
65% der Patientinnen. Der Her-2/neu- Status des Primartumors war bei 79%
der Patientinnen negativ, einem Score von 0 oder +1 im HercepTest™

entsprechend.
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Tabelle 3: Klinische Daten der Patientinnen

Kriterien Differenzierung Anzahl [%]
Menopausenstatus pramenopausal 37 27
postmenopausal 100 73
TumorgroBe pT1 76 55,5
pT2-4 59 43
pTx 2 1,5
Lymphknotenstatus Negativ (pNp) 83 60,5
Positiv (pN.3) 54 39,5
Grading I 13 10
11 109 82,5
I 10 7,5
Histologie duktal 79 58
lobular 23 17
duktulo-lobular 29 21
andere 6 4
ER- Status negativ 27 20
(ER=Ostrogenrezeptor) positiv 107 80
PR- Status negativ 47 35
(PR=Progesteronrezeptor) positiv 87 65
Her-2/neu negativ (0/+1) 106 79
positiv (+2/+3) 29 21

3.2. Knochenmarkbefund
3.2.1. Knochenmarkbefunde bei Patientinnen

Nach Zellentnahme und - praparation wurde die mononukleare Zellfraktion
immunhistochemisch gefarbt. Verwendung fanden Antikérper zum Nachweis
von Zytokeratin und Her-2/neu, wobei sich sowohl hinsichtlich Zellmorphologie

als auch Farbeverhalten deutliche Unterschiede unter den Zellen zeigten.
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Zur Klassifizierung wurden diese Zellen in 3 Kategorien unterteilt, die im
Material/ Methoden- Teil anhand typischer Vertreter eingehend erlautert sind
(siehe Abbildung 14).

Basierend auf dieser Einteilung wurden Patientinnen nur dann als positiv im
Sinne einer Tumorzelldissemination gewertet, wenn Zellen der Kategorie 1 in
ihrem Knochenmarkaspirat gefunden wurden.

So konnten 3 Tumorzelltypen (Zytokeratin- positiv, Her-2/neu- positiv, doppelt-
positiv) gefunden werden. Der Farbeerfolg wurde mit den Zelllinien SKBr-3 und
MCF-7 dokumentiert und kontrolliert (siehe Abschnitt 3.2.2.).

Abbildungen 16 bis 20 zeigen entsprechende Zellen.

Tumorzelle: zytokeratin-positiv

Abbildung 17:
Disseminierte Tumorzelle bei 40-facher VergroBerung unter 1.00 Olimmersion zeigen die Bilder

A)-D) denselben Bildausschnitt unter den verschiedenen Sperrfiltern. Bild A) zeigt unter dem
DAPI- Filter die Kernmorphologie, B) zeigt Zytokeratin- Antigene iiber die Anreicherung des
FITC-markierten Pan-Zytokeratin-Antikorper, C) zeigt die Her-2/neu-Expression iiber die
Anreicherung des Texas Red markierten Her-2/neu- Antikorpers und D) zeigt die Filter FITC/
TexasRed/ Dapi zusammen (Triple bandpass-filter).
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Beurteilung: Bei vergroBertem Zellkern (A) zeigt sich eine deutliche zytoplasmatische
Anreicherung des FITC-markierten Pan-Zytokeratin- Antikdrpers (B), wobei die Her-2/neu-
Reaktion negativ ist (C). Bild (D) zeigt somit eine disseminierte rein zytokeratin-positive

Tumorzelle.

Tumorzelle: Her-2/neu-positiv

.
-
Abbildung 18:

Disseminierte Tumorzelle: Bei 40-facher VergroBerung unter 1.00 Olimmersion zeigen die
Bilder A)-D) denselben Bildausschnitt unter den verschiedenen Sperrfiltern. Bild A) zeigt unter
dem DAPI- Filter die Kernmorphologie, B) zeigt Zytokeratin- Antigene iiber die Anreicherung
des FITC- markierten Pan- Zytokeratin- Antikorper, C) zeigt die Her-2/neu- Expression iiber
die Anreicherung des Texas Red markierten Her-2/neu- Antikorpers und D) zeigt die Filter
FITC/ TexasRed/ Dapi zusammen (Triple bandpass- filter).

Beurteilung: Bei (gering) vergroBertem Zellkern (A) zeigt sich bei einer negativen Reaktion auf
den FITC- markierten Pan-Zytokeratin- Antikorper (B) eine deutliche ringférmige,

zellmembranstidndige Anreicherung des Texas red-markierten Her-2/neu- Antikorpers (C). Bild

(D) zeigt somit eine disseminierte, rein Her-2/neu- positive Tumorzelle.
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Tumorzelle: zytokeratin-positiv und Her-2/neu-positiv

Abbildung 19:

Disseminierte Tumorzelle: Bei 40-facher VergroBerung unter 1.00 Olimmersion zeigen die
Bilder A)-D) denselben Bildausschnitt unter den verschiedenen Filtern. Bild A) zeigt unter dem
DAPI- Filter die Kernmorphologie, B) zeigt Zytokeratin- Antigene iiber die Anreicherung des
FITC- markierten Pan- Zytokeratin- Antikorper, C) zeigt die Her-2/neu- Expression iiber die
Anreicherung des Texas Red markierten Her-2/neu- Antikorpers und D) zeigt die Filter FITC/
TexasRed/ Dapi zusammen (Triple bandpass- filter).

Beurteilung: Bei vergroertem Zellkern (A) zeigt sich eine deutliche zytoplasmatische
Anreicherung des FITC-markierten Pan- Zytokeratin- Antikorpers (B); gleichzeitig zeigt sich
eine deutliche ringférmige, zellmembranstidndige Anreicherung des Texas red- markierten Her-
2/neu- Antikorpers (C). In Bild (D) wird deutlich sichtbar, dass verschiedene Epitope der Zelle
durch die unterschiedlichen Antikdrper besetzt sind und somit eine spezifische Anfarbung

vorliegt. Somit zeigt (D) eine disseminierte zytokeratin- und Her-2/neu- positive Tumorzelle.
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3.2.2. Kontrollfarbung anhand tumorspezifischer Zelllinien

Kontrollfarbung: MCF-7-zelllinie

Abbildung 20:
MCF-7-Zellen als Positivkontrolle: Bei 40-facher VergroBerung unter 1.00 Olimmersion zeigen

die Bilder A)-D) denselben Bildausschnitt unter den verschiedenen Filtern. Bild A) zeigt unter
dem DAPI- Filter die Kernmorphologie, B) zeigt Zytokeratin- Antigene iiber die Anreicherung
des FITC-markierten Pan- Zytokeratin- Antikorper, C) zeigt die Her-2/neu- Expression iiber die
Anreicherung des Texas Red markierten Her-2/neu- Antikdrpers und D) zeigt die Filter FITC/
TexasRed/ DAPI zusammen (Triple bandpass- Filter ).

Beurteilung: Cluster von MCF-7 Zellen mit charakteristischer Zytokeratin- Anfarbung im
Zytoplasma- Bereich und unspezifischer Reaktion fiir Her-2/neu bei Darstellung mit TexasRed.

Die Zellkerne sind deutlich vergroBert.
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Kontrollfarbung: SKBR-3-Zelllinie

Abbildung 21:
SKBR-3-Zellen als Positivkontrolle: Bei 40-facher VergroBerung unter 1.00 Olimmersion

zeigen die Bilder A)-D) denselben Bildausschnitt unter verschiedenen Filtern. Bild A) zeigt
unter dem DAPI- Filter die Kernmorphologie, B) zeigt Zytokeratin- Antigene iiber die
Anreicherung des FITC- markierten Pan- Zytokeratin- Antikorper, C) zeigt die Her-2/neu-
Expression iiber die Anreicherung des Texas Red markierten Her-2/neu- Antikorpers und D)
zeigt die Filter FITC/ TexasRed/ DAPI zusammen (Triple bandpass- Filter).

Beurteilung: Die Abbildung zeigt charakteristische SKBR-3-Zellen mit deutlich vergroBerten
Zellkernen, einer deutlichen Zytokeratin-Féarbung tiber FITC im Bereich des Zytoplasma und
eine ringformige Anreicherung im Bereich der Zellmembran fiir Texas red- markierte Her-

2/neu- Antikorper.
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3.3. Nachweis disseminierter Tumorzellen

Unter den 137 Patientinnen dieses Kollektivs konnte bei 34% eine
Tumorzelldissemination in Form eines positiven Knochenmarkbefundes gezeigt
werden.

Die Anzahl der nachgewiesenen disseminierten Tumorzellen variierte zwischen
einer und 15 Zellen pro Patientin. Bei 17 der 46 (37%) Patientinnen mit
positivem Knochenmarkbefund wurde mehr als eine positive Tumorzelle
gefunden.

Innerhalb dieses Kollektivs erwies sich das Auftreten von disseminierten
Tumorzellen als unabhangig von herkdmmlichen etablierten prognostischen
Faktoren. So konnte keine Korrelation zwischen einem positiven
Knochenmarkbefund und der TumorgrofRe (p = 0,17), dem Lymphknotenstatus
(p = 0,75) und dem Grading (p = 0,81) gefunden werden. Auch bei den
Faktoren, die der Tumorbiologie zuzurechnen sind, fand sich keine Korrelation
zu einem positiven Knochenmarkbefund. Hier ergab sich fur disseminierte
Tumorzellen und den Her-2/neu-Status des Primartumors eine p- value von
0.14 (p = 0,14), fur disseminierte Tumorzellen und den Ostrogenrezeptorstatus
eine p- value von 0.60 (p = 0,60) und fur disseminierte Tumorzellen und den
Progesteronrezeptorstatus eine p- value von 0,58 (p = 0,58). Einzelheiten zeigt
Tabelle 4.
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Tabelle 4: Klinische Daten der Patientinnen und Tumorzelldissemination

Anzahl Patientinnen mit disseminierten p- Werte
Tumorzellen (%)
Anzahl Gesamt 137 46 (34)
Menopausenstatus
-pramenopausal 37 14 (38) 0.52
-postmenopausal 100 32(32)
Tumorgrdfle
pTI 76 29 (38) 0.17
pT2-4 59 16 (27)
Lymphknotenstatus
-negativ 83 27 (33) 0.75
-positiv 54 19 (35)
Histologie
-duktal 79 28 (35) 0.57
-lobulér 23 8 (35)
-duktal-lobulir 29 7 (24)
-sonstige 6 3 (50)
Grading
I 13 5(39) 0.81
-0 109 35332)
10 10 4(40)
Ostrogenrezeptor
-negativ 27 10 (37) 0.60
-positiv 107 34 (32)
Progesteronrezeptor
-negativ 47 14 (30) 0.58
-positiv 87 30 (35)
Her-2/neu
-negativ (0/+1) 106 32 (30) 0.14
-positiv (+2/+3) 29 13 (45)
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3.4. Her-2/neu-Expression disseminierter Tumorzellen

Bei 25 der 46 (54%) Patientinnen mit einem positiven Knochenmarkbefund
zeigte sich keine Her-2/neu-Expression der disseminierten Tumorzellen. Her-
2/neu positive Zellen konnten bei 21* (46%) der Patientinnen gefunden werden.
(‘Aufgrund unvollstandiger histologischer Parameter musste eine Patientin fiir
die anschliessende Auswertung ausgeschlossen werden). Tabelle 5 zeigt die
Einzelheiten der Immunphanotypisierung der disseminierten Tumorzellen,

Abbildung 22 zeigt dazu Beispielbilder.

Tabelle 5: Immunphanotyp der disseminierten Tumorzellen

Immunphé&notyp Anzahl Patienten (%)
gesamt 46 (100)

Ck+/ Her2- 25 (54)

Ck-/ Her2+ 1(2)

Ck+/ Her2+ 11 (24)

Ck+/ Her2- und Ck+/ Her2+ 3(7)

Ck-/ Her2+ und Ck+/ Her2+ 1(2)

Ck-/ Her2+ und Ck+/ Her2- 5(11)"

Ck+/ Her2- , Ck+/ Her2+ und Ck-/ Her2+ 0(0)

Aufgrund unvollstidndiger histologischer Parameter musste eine Patientin fiir die anschliessende

Auswertung ausgeschlossen werden
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Her-2/neu-Expression der disseminierten Tumorzellen

a) Zytokeratin-positive Gruppe: b) Her-2/neu-positive Gruppe

25 Patientinnen (54%) hatten nur 21 Patientinnen (46%) hatten mindestens 1
zytokeratin-positive Tumorzellen im Her-2/neu -positive und/oder 1 zytokeratin-
Knochenmark positive/Her-2/neu-positive Tumorzelle

Abbildung 22: Die Patientinnen mit disseminierten Tumorzellen sind in 2 Gruppen aufgeteilt:
Gruppe (A) stellt Beispiele disseminierter Tumorzellen der Patientinnen mit rein zytokeratin-
positiven Zellen dar. In Gruppe (B) werden Patientinnen mit Her-2/neu- positiven
disseminierten Tumorzellen, darunter Zytokeratin-negativ/ Her-2- positiv, Zytokeratin- positiv/

Her-2- positiv und Mischformen, zusammengefasst.

Die Her-2/neu- Expression der disseminierten Tumorzellen zeigte keine
Korrelation zu den herkdmmlichen etablierten prognostischen Faktoren wie
Menopausenstatus (p = 0,35), TumorgroRe (p = 0,07), Lymphknotenstatus

(p = 0,38), Ostrogenrezeptorstatus ( p = 1) und Progesteronrezeptorstatus

(p = 1). Es zeigte sich auch keine Korrelation hinsichtlich des Her-2/neu- Status
des Primartumors (p = 0,17) und dem Auftreten einer Her-2/neu-
Uberexpression an den disseminierten Tumorzellen. Einzelheiten dazu zeigen
Tabelle 5 und Tabelle 6.
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Tabelle 6: Klinische Daten der Patientinnen mit disseminierten Tumorzellen und

Charakterisierung hinsichtlich Her-2/neu-Expression

Anzahl Anzahl Patientinnen mit Her- | p- Wert
Patientinnen | 2/neu-positiven disseminierten
Tumorzellen (%)
Gesamt 46 20 (43) -
Menopausenstatus
-prémenopausal 14 8(57) 0.35
-postmenopausal 32 13 (41)
Tumorgrdfle
Tl 29 16 (55) 0.07
-pT2-4 16 4 (25)
Lymphknotenstatus
“negativ 27 14 (52) 0.38
-positiv 19 7 (37)
Ostrogenrezeptor
-negativ 10 4 (40) 1
-positiv 34 15 (44)
Progesteronrezeptor
-negativ 14 6 (43) 1
-positiv 30 13 (43)
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3.5. Heterogenitat der Her-2/neu-Expression unter
disseminierten Tumorzellen

Es konnten Abweichungen in der Antigenexpression disseminierter Tumorzellen
gezeigt werden. Bei einem Teil der Patientinnen lag eine heterogene
Expression vor; das bedeutet, dass die bei einer Patientin gefundenen
Tumorzellen sich in ihrem Farbeverhalten untereinander unterscheiden.

Die einzelnen gefundenen disseminierten Tumorzellen zeigten untereinander
Abweichungen in der Antigenexpression, beschrieben Uber Zytokeratin und
Her-2/neu. Hier konnte eine heterogene Expression von Her-2/neu unter
disseminierten Tumorzellen bei 7 von 17 (41%) Patientinnen gesehen werden;
dies zeigen Tabelle 7 und Abbildung 23.

Maoglichkeiten der heterogenen Her-2/neu-
Expression der disseminierten Tumorzellen

a) Gleichzeitiges b) Gleichzeitiges ¢) Gleichzeitiges Vorkommen
Vorkommen von Vorkommen von von Ck+/Her2-, Ck-/Her2+
Ck+/Her2- und Ck- Ck+/Her2- und und Ck+/Her2+

/Her2+ disseminierten Ck+/Her2+ disseminierten disseminierten Tumorzellen:
Tumorzellen: Tumorzellen: 0 Patientinnen

4 Patientinnen 3 Patientinnen

Abbildung 23: Die Her-2/neu-Expression unter den disseminierten Tumorzellen erwies sich bei
7 der 17 Patientinnen (41%) mit mehr als einer Tumorzelle als heterogen. Die genaue Einteilung
zeigt die Abbildung. Dabei fallen 4 Patientinnen in Gruppe (a), 3 in Gruppe (b) und 0
Patientinnen in Gruppe (c¢). 10 Patientinnen (59%) zeigten eine homogene Her-2/neu-

Expression.
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Tabelle 7: Heterogenitat der Her-2/neu- Expression

Immunphéanotyp Anzahl Patientinnen (%) mit >2
disseminierten Tumorzellen

Gesamt 17 (100)

Ck+/ Her2- 6 (35.3)

Ck+/ Her2+ 2 (11.8)

Ck-/ Her2+ 1(5.9)

Ck-/ Her2+ und Ck+/ Her2+ 1(5.9)

Ck+/ Her2- und Ck+/ Her2+ 3(17.6)

Ck+/ Her2- und Ck-/ Her2+ 4 (23.5)

Ck+/ Her2- , Ck+/ Her2+ und Ck-/ Her2+ 0 (0)

3.6. Heterogenitat der Her-2/neu-Expression zwischen
disseminierten Tumorzellen und dem Primartumor

Daraus ergab sich als weitere Frage, ob sich Her-2/neu- Uberexprimierende,
disseminierte Tumorzellen auch bei Patientinnen mit einem negativen Befund
des Primartumors in Bezug auf Her-2/neu-Expression finden lassen.
Der Her-2/neu- Status des Primartumors wurde immunhistochemisch mit dem
HERCEP®- Test (Dako Co., CA) bestimmt. Die Her-2/neu- Expression wurde
nach dem ublichen Score von 0 bis 3+ klassifiziert. Tumoren mit einem
HERCEP®-Score von +2/+3 werden (blicherweise als Her-2/neu-positiv
eingestuft.
Von 46 Patientinnen, die disseminierte Tumorzellen aufwiesen, konnten bei 45
Patientinnen histologische und immunologische Daten des Primartumors
erhoben werden. Bei 32 der 45 (71%) Patientinnen konnte der Primartumor als

Her-2/neu-negativ bewertet werden, welches einem HERCEP®- Score von 0 bis
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1+ entspricht. Bei 20 von diesen zeigte sich auch an den disseminierten
Tumorzellen ein negativer Her-2/neu- Status.
Bei 13 der 45 (29 %) Patientinnen wurde der Primartumor als Her-2/neu positiv
gewertet, welches einem HERCEP®- Score von 2+ und 3+ entspricht. Von
diesen zeigten 8 Patientinnen auch einen positiven Her-2/neu- Status bei den
disseminierten Tumorzellen.
Die Konkordanzrate zwischen disseminierten Tumorzellen und Primartumor lag
bei 62% (p = 0.17).
Abweichende Ergebnisse zeigten sich dagegen bei 12 der 32 (38%)
Patientinnen, die einen negativen Her-2/neu- Status am Primartumor
aufwiesen: Hier konnte bei den disseminierten Tumorzellen eine positive Her-
2/neu- Expression nachgewiesen werden. Bei 5 von 13 (38%) Patientinnen mit
Her-2/neu- positivem Primartumor zeigten sich nur Her-2/neu- negative
disseminierte Tumorzellen.
Tabelle 8 zeigt den Vergleich der Her-2/neu- Expression zwischen Primartumor
und den disseminierten Tumorzellen.

Tabelle 8: Korrelation zwischen dem Her-2/neu- Status des Primartumors

und dem Her-2/neu- Status der disseminierten Tumorzellen (DTC)

Her-2/neu-Status Her-2/neu Her-2/neu Gesamt (%)
disseminierter positiv (%) negativ (%)
Tumorzellen
Primértumor Her-2/neu- negativ 12 (27) 20 (44) 32 (71)
Score 0 7 16 23
Score +1 5 4 9
Her-2/neu- positiv 8 (18) 5(11) 13 (29)
Score +2 1! 2’ 3
Score +3 7 3 10
Gesamt 20 (44) 25 (56) 45 (100)

'Her-2/neu nicht iiber Fluoreszenz-in-situ (FISH) amplifiziert;

*Her-2/neu iiber FISH amplifiziert (Anzahl n = 1), FISH nicht durchgefiihrt (n = 1).
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4. Diskussion

Einleitung und Fragestellung

Die Mehrzahl der Krebsneuerkrankungen und der malignombedingten
Todesfalle in den westlichen Industrielandern wird durch maligne epitheliale
Tumoren verursacht. Bei sich immer weiter fortentwickelnden Mdglichkeiten der
chirurgischen Lokaltherapie werden die Mortalitatsraten zunehmend durch
Tumorzellstreuung beeinflusst, die mit den derzeitigen bildgebenden Verfahren

nicht erfasst werden kann.

Das Verbleiben einzelner versprengter Tumorzellen im Knochenmark aufert
sich dann haufig erst Jahre spater in Form eines Rezidivs und/oder einer
Spatmetastasierung; diese ist insbesondere fur das Mammakarzinom geradezu

charakteristisch.

Die Prognose des Mammakarzinoms in der adjuvanten Situation konnte durch
ausgedehnte  Friherkennungs- und modifizierte  Therapiemallnahmen
gebessert werden. Das metastasierte Mammakarzinom ist bei heute besseren
5-Jahres-Uberlebensraten nach wie vor unheilbar, die Therapie folgt einem

palliativen Regime.

Anfangliche radikale TherapiemaRnahmen in Form der verstimmelnden
Operation nach Rotter-Halsted (1898) sind heute obsolet und wurden von
einem multimodalen Therapiekonzept ersetzt. Dieses umfasst stadienabhangig
neben einer zwingenden Tumorresektion, meist in brusterhaltender Form mit
Nachbestrahlung, eine  Sentinellymphknotenbiopsie, eine  adjuvante
Chemotherapie, eine Immuntherapie und eine Hormontherapie; denn heute
wird Brustkrebs weniger als lokale Erkrankung gesehen, sondern vielmehr als
eine chronisch- systemische Tumorerkrankung mit lokaler Komponente und

frihem systemischen Befall betrachtet.

Das primare, nicht- metastasiete Mammakarzinom kann mit diesem
Therapieansatz in den meisten Fallen als zumindest lokal geheilt betrachtet
werden. Ein grof3er Teil der Patientinnen weist allerdings zu diesem Zeitpunkt
bereits eine hamatogene Streuung auf, die sich den herkdmmlichen

diagnostischen Verfahren entzieht.*® So erkranken trotz fehlendem Nachweis
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neoplastischer Residuen mittels der modernen bildgebenden Verfahren 30 bis
40% der Patientinnen innerhalb der ersten 10 Jahre nach der Primartherapie an

einer Metastase.

Warum adjuvant therapierte Patientinnen noch 10 bis 20 Jahre nach kurativer
Primartherapie eine Metastasierung entwickeln konnen, ist weitgehend
ungeklart. Fur dieses Ereignis sind einerseits allgemeine Risiko-, Prognose und
Pradiktionsfaktoren definiert; andererseits lassen diese allgemeinen Faktoren,
die neben dem Ausbreitungsstadium des Tumors (pTNM) auch das
Wachstumsmuster (Grading, histopathologischer Befund ) und andere
biologischen  Kriterien  (Steroidhormonrezeptoren, Proliferationskinetik,
Expressionsmuster tumorassoziierter Antigene etc.) berlcksichtigen, keine

Aussagen uber das individuelle Rezidivrisiko einzelner Patientinnen zu.

Erganzende Faktoren, die eine individuellere Einschatzung fur das Risiko eines
Rezidivs und/ oder einer (Spat-) Metastasierung erlauben, missen definiert und

etabliert werden; dafur mussen Diagnostik und Therapie erweitert werden.

Dabei wird insbesondere dem Vorkommen von hamatogen disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark Bedeutung beigemessen.
Tumorzelldissemination scheint ein Indikator flr systemischen Befall zu sein
und ist neuesten Erkenntnissen zufolge als ein unabhangiger Risikofaktor zu

sehen. 936

In der neuesten Auflage der TNM-Klassifikation wird das
Vorkommen von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark als pMO(i+)
berucksichtigt, sofern es sich um Tumoreinzelzellen oder Zellkomplexe kleiner

t.8  Tumorzelldissemination ist ein Stadium vor der

als 0.2mm handel
Mikrometastasierung, so dass eine Stromainfiltration ( noch ) nicht vorliegt; bei
der Mikrometastasierung ist das umgebende Gewebe bereits infiltriert, so dass
eine palliative Situation vorliegt. Die disseminierten Zellen gehen dagegen nicht
unbedingt in eine Metastasierung Uber. Somit ist in dieser Situation eine
kurative Therapie denkbar.?® Eine kurative Therapie, die sich gegen einzelne
Zellen richtet, ist in Form einer immunologischen Therapie denkbar. Daflr
mussen spezielle Tumor- Zell- Epitope als Angriffsziel fir eine Therapie mit

Antikdrpern gefunden werden.

Es war das Ziel der Analysen dieser Dissertationsschrift, die Bedeutung des
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Her-2/neu- Proteins exprimiert an den disseminierten Tumorzellen als
prognostischen und pradiktiven Faktor fir das Mammakarzinom weiter
abzugrenzen und seinen Stellenwert in der Her-2/neu- Diagnostik fur die
Selektion von Patientinnen zugunsten einer Herceptin- Therapie zu bestimmen.
Dabei sollte der Her-2/neu- Status der disseminierten Tumorzellen
insbesondere im Vergleich zu der Her-2/neu- Expression des Primartumors

untersucht werden.

Methodik

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte mittels einer immunhistochemischen
Doppelfarbung neben dem Tumorzellnachweis eine Charakterisierung der
disseminierten Tumorzellen hinsichtlich ihrer Her-2/neu- Expression. Ziele
waren dabei, eine Her-2/neu- Uberexpression disseminierter Tumorzellen

festzustellen und mit dem Her-2/neu-Status des Primartumors zu vergleichen.

Das Patientenkollektiv umfasste Patientinnen aller Altersgruppen, die sich in
einem frihen Krankheitsstadium befanden; denn insbesondere bei dieser
Population kommt dem Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark

grofite Bedeutung zu.

Das untersuchte Zellmaterial wurde durch Aspiration aus dem vorderen
Beckenkamm gewonnen.**® Dies entspricht der (iblichen Entnahmestelle zum
Nachweis einer hamatogenen Tumorzelldissemination. Maoglich ist der
Nachweis einer Tumorzelldissemination auch in anderen
Metastasierungskompartimenten wie Leber und peripherem Blut; Leberbiopsien
erwiesen sich in diesem Zusammenhang als zu komplikationstrachtig. Ein
weiterer Forschungsschwerpunkt ist der Nachweis disseminierter Tumorzellen
im Blut; durch Etablierung von Methoden zur Zellanreicherung kdnnen auch im
peripheren Blut disseminierte Tumorzellen nachgewiesen werden 8426679
Wegen der langen Uberlebenszeit der disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark sind sie fur die genaue Darstellung des Krankheitsverlaufs und
den Erfolg einer therapeutischen Intervention wenig hilfreich.’® Der Nachweis
von disseminierten Tumorzellen im Blut spiegelt aufgrund einer relativ kurzen

Uberlebenszeit einen dynamischen Prozess wider. Der Nachweis von
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disseminierten Tumorzellen im Blut konnte damit frihzeitig eine
Tumorrezidivierung anzeigen und zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs und der
Therapie eine Alternative zu der aufwendigen Knochenmarkpunktion sein.

Neben methodologischen Schwierigkeiten ist auch die Wertigkeit der auf diese
Weise detektierten Zellen fraglich, so dass diese Methode fur den Einsatz in der

Routine noch zu etablieren ist.®

Als Nachweismethoden stehen molekularbiologische (PCR, rt-PCR) und
immunologische Methoden (Immunzytologie, FISH, DurchfluRzytometrie) zur
Verfligung. Der Nachweis einer Zelldissemination solider Karzinome erfolgt
mangels (Mammakarzinom-) spezifischer Marker in der Regel Uber anti-
epitheliale Antigene, die in den Metastasierungskompartimenten -
Knochenmarkmesenchym beispielsweise- normalerweise nicht vorkommen. Die
mit Abstand wichtigste Nachweis- und Screeningmethode nach disseminierten
Tumorzellen ist die Immunzytochemie; sie gilt als die
Standardnachweismethode.'’ Falsch positive Ergebnisse kdnnen durch die
zusatzliche morphologische Charakterisierung der Zellen minimiert werden.
Zusatzlich sind durch die gleichzeitige Durchfuhrung mehrerer Immunfarbungen
und/oder die Kombination mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
verschiedene Aussagen auf Einzelzellbasis -zum Beispiel zum Vorhandensein
spezifischer Antigene wie Her-2/neu- maoglich.

Dearnaley et al. war eine der ersten Arbeitsgruppen, die sich mit dem Nachweis
von epithelialen Zellen im Knochenmark bei Mammakarzinompatientinnen
beschaftigt hatte.?® Die Detektion erfolgte immunhistochemisch mit einem
Antikorper, der gegen das epitheliale muzindse Oberflachenantigen (EMA)
gerichtet war.?*

Der Marker EMA erfilllte allerdings nur bedingt das Kriterium der Spezifitat.?°
Derzeit werden Zytokeratine zum Nachweis disseminierter Tumorzellen
epithelialer Genese als Marker eingesetzt, die eine hdhere Spezifitat
aufweisen.”

Auf dieser Grundlage erfolgte der Nachweis der disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark immunhistochemisch Uber fluoreszenzmarkierte Antikorper

gegen Zytokeratinbestandteile mittels des FITC- markierten
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Panzytokeratinantikrpers C11. Da Zellen der Hamatopoese normalerweise
keine Zytokeratinkomponenten auf ihrer Oberflache exprimieren, kdénnen die
detektierten zytokeratinpositiven Zellen bei hoher Spezifitat und Sensitivitat der
Nachweismethode als disseminierte Tumorzellen epithelialer Genese
angesehen werden.”*%?

Vor einem moglichen Routineeinsatz der Immunzytochemie mussen
immunzytochemische Assays weiter standardisiert und in prospektiven Studien
evaluiert werden. Schnellere Ablesbarkeit, bessere Reproduzierbarkeit und
objektivere Auswertung koénnen durch Automatisierung der Testmethoden
erreicht werden.

Neben dem immunhistochemischen Nachweis sind mittlerweile auch
molekularbiologische Verfahren zur Detektion von epithelialen Zellen im

%075 Neuere Methoden sollen

Knochenmark und Blut etabliert worden.
insbesondere dem Problem der geringen Inzidenz der disseminierten
Tumorzellen begegnen. In der Evaluation sind immunomagnetische
Anreicherungsverfahren, reverse-transkriptase Polymerase- Ketten Reaktion

(- PCR) und die DurchfluRzytometrie.?”"%% Die molekularbiologische
Detektion weist eine hohe Sensitivitdt mit 1-10 epithelialen Zelle(n) auf 10°
Leukozyten auf.*® Karzinomzellen weisen genetische Alterationen von
Onkogenen oder Tumorsupressorgenen -k-ras- Mutation beispielsweise- auf.
Diese kdnnen mit der Polymerasekettenreaktion auf DNA-Ebene nachgewiesen
werden.*

Im Gegensatz zu den hamatologischen Neoplasien liegen beim
Mammakarzinom allerdings keine spezifischen Mutationen, wie das
Philadelphia-Chromosom beispielsweise, vor, die alle Tumorzellen betreffen.
Aus diesem Grund wird die rt- PCR bevorzugt. Bei dieser Methode wird mit
Hilfe der reversen Transkriptase mRNA von tumorassoziierten Proteinen
amplifiziert und damit die Prasenz von Tumorzellen nachgewiesen. Zu den
bisher untersuchten mMRNA- Markern zahlen Zytokeratin (CK), das
Carcinoembryonale Antigen (CEA), und der Rezeptor des Epithelialen
Wachstumsfaktor (EGFR).

Der wesentliche limitierende Faktor im klinischen Einsatz der Methode liegt an
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der illegitimen Amplifikation, die durch das Vorhandensein niedrig exprimierter
Tumor- assoziierter Gene auch in gesunden Zellen entsteht. Da sich mit der
PCR jede noch so geringe mRNA amplifizieren lasst, ist die Unterscheidung in
Einzelfallen schwierig, ob es sich um Amplifikation von mRNA aus einer
Tumorzelle oder um eine illegitime Amplifikation einer gesunden Zelle handelt.
Auch bestehen Unterschiede in der Transkriptmenge sowohl von Tumorzelle zu
Tumorzelle als auch von Patient zu Patient, so dass aufgrund unterschiedlicher
Expressionsraten keine sichere Aussage uber die tatsachliche Tumorzellzahl

mdglich ist.

Die gefarbten Praparate wurden manuell unter einem Fluoreszenzmikroskop
auf das Vorkommen disseminierter Tumorzellen und deren Her-2/neu-
Expression hin untersucht. Neben der geringen Inzidenz und den
Schwierigkeiten beim Auffinden der disseminierten Tumorzellen stellte deren
Klassifikation ein weiteres Problem dar. Da zytologische Praparate in erster
Linie nach subjektiven Kriterien beurteilt werden, konnen sich hier
untersucherabhangige Unterschiede in der Klassifizierung von Tumorzellen
ergeben. Um diese Probleme weitgehend zu meiden, folgte die Klassifikation
Kriterien, die eine objektive Auswertung ermoglichen sollen. Diese Kriterien sind
von der European ISHAGE Working Group =zur Standardisierung des

Tumorzellnachweises definiert worden."

Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Knochenmarkaspirate von 137 Patientinnen
mit einem primaren, nicht metastasierten Mammakarzinom auf disseminierte
Tumorzellen und deren Her-2/neu- Expression hin untersucht.

Bei 46 (34%) der 137 untersuchten Patientinnen konnten disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark gefunden werden. 20 von diesen zeigten Her-
2/neu-positive Tumorzellen, wobei sich nur bei 8 dieser Patientinnen Her-2/neu-
positive Primartumoren finden lie3en.

Diskutiert werden verschiedene Hypothesen dieser Diskrepanz zwischen dem
Primartumor und seinen disseminierten Tumorzellen hinsichtlich der Her-2/neu-

Expression. Ein mogliches Erklarungsmodell ist, dass eine kleine Population
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Her-2/neu positiver Tumorzellen innerhalb des Primartumors existiert und
Ausgangspunkt der Streuung dieser Her-2/neu positiven disseminierten
Tumorzellen ist. Per definitionem wird ein Primartumor namlich erst dann als
Her-2/neu- positiv bewertet, wenn der Anteil an Her-2/neu- positiven Zellen in
der feingeweblichen Untersuchung mehr als 10% des untersuchten
Tumorgewebes ausmacht. Bei einem geringeren Anteil gilt der Tumor als Her-

t.57 Weiterhin wird vermutet,

2/neu- negativ und wird entsprechend behandel
dass Her-2/neu positive Tumorzellen einen Vorteil bei Wachstum und
Uberleben haben und deshalb haufiger in Blut und Knochenmark gefunden
werden konnen.'? Ein anderes Erklarungsmodell ist, dass bei disseminierten
Tumorzellen im Verlauf ihrer Dissemination und/oder ihres Wachstums eine
Amplifizierung des Her-2/neu- Gens entstanden sein konnte, was ebenfalls eine
Uberexpression von Her-2/neu zur Folge hatte.®’

Gemal den derzeitigen Behandlungsstandards waren 12 Patientinnen unserer
Studie, die Her-2/neu- positive disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
aufwiesen, fur eine Behandlung mit Trastuzumab nicht geeignet gewesen, da
der Primartumor als Her-2/neu- negativ gewertet wurde.

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die
zirkulierenden ~ Tumorzellen bei Patientinnen mit  metastasiertem
Mammakarzinom durch eine Therapie mit Trastuzumab eliminiert werden
kénnen.*®®" Diesen Erkenntnissen zufolge wére es sinnvoll, den Her-2/neu-
Status der disseminierten Tumorzellen in die Therapieentscheidung mit
einzubeziehen, da dies eine verbesserte und individuellere Behandlung erlaubt,
die Uber die gangige Adjuvanz hinausgeht.

5 von 13 Patientinnen mit Her-2/neu- positivem Primartumor hatten Her-2/neu-
negative disseminierte Tumorzellen. Diese Abweichung hat keine grofRere
therapeutische Konsequenz, da diese Patientinnen als Her-2/neu- positiv
gewertet werden und folglich Trastuzumab erhalten wurden. Der Effekt von
Trastuzumab bei Patientinnen mit Her-2/neu- positivem Primartumor und Her-
2/neu- negativen disseminierten Tumorzellen ist nicht bekannt, da bei der
HERA (Herceptin Adjuvant) - Studie weder das Vorhandensein disseminierter

Tumorzellen (Knochenmarkstatus) noch ihre Charakterisierung hinsichtlich Her-
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2/neu- Expression als Behandlungskriterien verwendet wurden.

Bei 7 der 17 Patientinnen, die mehr als eine positive Tumorzelle hatten, war die
Her-2/neu- Expression heterogen. Dies konnte durch Heterogenitat der Her-
2/neu- Expression innerhalb des Primartumors verursacht sein. Bei diesen
Patientinnen koénnte Trastuzumab nicht ausreichen, die gestreuten Zellen
vollstandig zu zerstoéren. Erforderlich ist also, weitere Molekile als Angriffspunkt
zu finden, die es - nach erfolgter adjuvanter Therapie - ermoglichen,
verbleibende Tumorzellnester zu zerstoren. Vielversprechende Objekte einer
Zweitlinientherapie sind hierbei zum Beispiel der EGF- Rezeptor und

tumorassoziierte Glykoproteine.

Literatur

Durchschnittlich weisen je nach Studie 15 bis 50% der Patientinnen mit einem
primaren, nicht- metastasierten Mammakarzinom bei Diagnosestellung
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark auf.”? 15 % dieser Patientinnen
zeigen auch nach erfolgter kurativer Therapie in Form von chirurgischer
Tumorresektion und adjuvanter Chemotherapie weiterhin disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark.*® Die Persistenz disseminierter Tumorzellen
trotz adjuvanter Chemotherapie ist mit einer schlechten Prognose hinsichtlich
Rezidiv und Uberleben assoziiert.*?

Als Ursache fur die Ineffektivitat konventioneller Chemotherapieprotokolle sieht
man biologische Besonderheiten einiger disseminierter Tumorzellen; diese
befinden sich zum grof3en Teil in der Gy - Phase des Zellzyklus und entgehen
somit einer antiproliferativen Chemotherapie. Dieses Phanomen ist in der
Literatur als ,tumor cell dormancy* beschrieben.®®®* Eine Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dal® nur ein geringer Prozentsatz proliferiert und somit einer
antiproliferativen Therapie zuganglich wird.”* Eine andere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dald auch nach einer hochdosierten Chemotherapie bei 44% der
Patientinnen weiterhin disseminierte Tumorzellen im Knochenmark zu finden
waren."®

Die klinische Bedeutung des Tumorzellnachweises im Hinblick auf eine

verschlechterte Prognose ist in den letzten Jahren mit zunehmender Haufigkeit
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beschrieben worden.'®?33%%989 pie Prognoseverschlechterung beruht auf dem
metastatischen Potiential, welches in den disseminierten Tumorzellen gesehen
wird. Dieses metastatische Potential scheint jedoch nicht bei allen Tumorzellen
gleichermallen vorhanden zu sein. In Langzeitstudien konnte namlich gezeigt
werden, dass nicht alle Patientinnen mit nachgewiesenen disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark auch solide Metastasen entwickeln.*® Basierend
auf diesen Studien sowie experimentellen Tierversuchen wird vermutet, dass
disseminierte Tumorzellen nach Entfernen des Primartumors bei einem Teil der
Patientinnen aus Blut und Knochenmark eliminiert werden und absterben. Bei
einem anderen Teil ist dies nicht der Fall; dort persistieren die

Tumorzellen.?%°8%°

Wie oben angesprochen konnen diese schlafenden
Tumorzellen einer adjuvanten antiproliferativen Chemotherapie entgehen, da
sie sich zum Teil in der Gy- Phase des Zellzyklus befinden, und kénnen bis zu
20 Jahre spater zu proliferieren beginnen. Unklar bleibt, welche Faktoren die
Latenzzeit, die von der Tumorzelldissemination bis zur klinischen Manifestation
einer Metastase vergeht, bestimmen.

Als mutmalliche Ursache dieses Phanomens sind tumorbiologische
Unterschiede zwischen den einzelnen disseminierten Tumorzellen anzusehen,
die eine genauere Charakterisierung erfordern.

Da sich bisherige Therapieregime in minimal residualen Tumorstadien als
weitgehend wirkungslos gezeigt haben, kdnnte eine zusatzliche adjuvante
Immuntherapie ausgerichtet auf die disseminierten Tumorzellen sinnvoll sein.
Wie in vorangegangenen Studien beschrieben konnten die Patientinnen von
dieser profitieren.8%®

Her-2/neu ist das vielversprechendste Ziel einer solchen Therapie. In
verschiedenen klinischen Studien hat sich Trastuzumab, ein monoklonaler
Antikorper gegen Her-2/neu, bei der Tumorreduktion in der metastasierten
Situation als wirksam erwiesen.?"®* Die Wirkung von Herceptin in der
adjuvanten Situation wurde im Rahmen der HERA (Herceptin- Adjuvant)-Studie
und der NSABP-B31/NCCTG N9831- Studie untersucht.””®’

Die vor kurzem veroffentlichten Studienergebnisse zeigen, dass auch

Patientinnen mit primarem Brustkrebs schon in der adjuvanten Situation von
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einer Immuntherapie mit Trastuzumab enorm profitieren kdnnten.

Aktuell ist der Phanotyp des Primartumors der Goldstandard flr die Wahl einer

antikorpergestutzten Therapie.?® So wird der Her-2/neu- Status gewohnlich

anhand von Gewebsschnitten des Primartumors festgelegt. Der Her-2/neu-

Status des Primartumors ist nicht unbedingt reprasentativ fur den Her-2/neu-

Status der disseminierten Tumorzellen oder mdglicher Metastasen. In diesem

Zusammenhang sind Unterschiede im Antigenprofil von Primartumor und

seinen disseminierten Tumorzellen bzw. seinen Metastasen in 5 bis 20% der

Falle beschrieben; Tabelle 9 zeigt entsprechende Daten.

7:18;31;37;61;91

Tabelle 9: Korrelation des Her-2/neu- Status von Priméartumor und

Metastasen zu disseminierten Tumorzellen ( DTC)

Autoren Anzahl Primértumor Disseminierte Metastasen Uberein-
Her2- Tumorzellen Her2- stimmung
positiv Her2-positiv positiv in

(%) (%) (%) %

Bachmann 45 14 (29) 20 (44) n.u.’ 63

Becker 105 26 (25) 22 (21) nu.’ 77

Braun '° 24 7(29) 15 (63) nu.’ 58

Meng é1 33 15 (46) 11 (33) n.u.’ 88

Ganzberg >’ 107 13 (12) n.u’ 19 (18) 93

Edgerton 31 93 nv.' n.u’ n.v.' 74-84

Tanner ¥ 46 n.v.' n.u.’ n.v.' 100

"keine Daten verfiigbar, > nicht untersucht
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Schlussfolgerung

Den gewonnenen Erkenntnissen zufolge ware es sinnvoll, den Her-2/neu-
Status der disseminierten Tumorzellen in die Therapieentscheidung mit
einzubeziehen, da dies eine verbesserte und individuellere Behandlung erlaubt,
die Uber die gangige Adjuvanz hinausgeht.

Voraussetzung fur eine gelungene Selektion der Patientinnen zugunsten einer
dieser Therapieformen ist ein gut standardisierter, reliabler und valider
Nachweis von Her-2/neu. Im Allgemeinen wird Her-2/neu entweder als
membrangebundenes Protein durch die Immunhistochemie (IHC) oder durch
die Markierung des Uberamplifizierten Gens Uber die Fluoreszenz-in-situ-

47,55;78;80

Hybridisierung (FISH) nachgewiesen.
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5. Zusammenfassung

Die Persistenz von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark von
Patientinnen mit Brustkrebs ist mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Vorbereitende Studien lassen erkennen, dass diese Patientinnen von einer
gezielten, sekundar- adjuvanten Therapie profitieren kdnnen. Das Her-2/neu-
Protein wird als eines der wichtigsten Targets angesehen. Ziele dieser Studie
waren zum einen, den Her-2/neu- Status von disseminierten Tumorzellen aus
dem Knochenmark festzustellen, und zum anderen, den Her-2/neu- Status der
disseminierten Tumorzellen mit dem des Primartumors zu vergleichen. Hiermit
kann die Bedeutung einer Her-2/neu- Expression bei disseminierten
Tumorzellen hinsichtlich Prognose und Pradiktion beim Mammakarzinom
gezeigt werden; mdoglich wird dadurch auch eine feinere Selektion von
Patientinnen hinsichtlich einer Therapie mit dem monoklonalen Antikérper
Trastuzumab. Der Her-2/neu- Status der disseminierten Tumorzellen sollte
dabei im Vergleich zu den klassischen Prognosefaktoren wie beispielsweise der
TNM- Klassifikation und der Tumormorphologie untersucht werden. Die Her-
2/neu- Expression des Primartumors sollte dabei besondere Beachtung finden.

Tumorzelldissemination ist der entscheidende Schritt im komplexen Prozess
der Metastasierung. In den von einem Primarius gestreuten Zellen wird eine
frihsystemische Komponente der Tumorausbreitung gesehen. Diese Zellen
werden als mogliche Ursache einer Rezidivierung nach kurativer Resektion des
Primartumors diskutiert. Mit den Methoden der modernen Bildgebung ist das
Vorkommen von disseminierten Tumorzellen nicht nachweisbar. Die Detektion
wird Uber die Immunzytochemie geflhrt, indem in mesenchymalen
Korperkompartimenten wie beispielsweise dem Knochenmark zellspezifische
Srukturen des Zytoskeletts epithelialer Zellen, Zytokeratin- Antigene,
nachgewiesen und auf Einzelzellbasis dargestellt werden. Der Nachweis
disseminierter Tumorzellen bei Patientinnen mit Mammakarzinom ist zu jedem
Zeitpunkt mit einer schlechteren Prognose assoziiert.

Nach oft jahrzehntelangem krankheitsfreien Intervall wird insbesondere beim
Mammakarzinom in diesen Zellen die mdgliche Ursache der (spaten)

Fernmetastasierung gesehen; deshalb ricken diese in das Zentrum
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weitergehender Uberlegungen zur Optimierung bisheriger therapeutischer
Strategien. Trotzdem ist der alleinige Nachweis disseminierter Tumorzellen
prognostisch nicht ausreichend, da nicht alle Patientinnen mit disseminierten
Tumorzellen ein Rezidiv und/ oder Metastasen entwickeln. Mogliche Erklarung
sind interindividuelle Unterschiede im tumorbiologischen Profil unter den
disseminierten Tumorzellen. Dies erfordert deren genauere Charakterisierung;
dem Her-2/neu- Rezeptor wird dabei neben anderen aufgrund aggressiveren
Tumorverhaltens bei Uberexpression am Primartumor besondere Bedeutung

Zugemessen.

In dieser Arbeit wurden Knochenmarkaspirate von 137 Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom angefertigt und mit einer immunhistochemischen
Doppelfarbung auf zytokeratin- positive und/ oder Her-2/neu- positive
Tumorzellen hin untersucht. Der Her-2/neu- Status des Primartumors wurde mit
dem HERCEP- test™ immunhistochemisch an bioptisch und/oder chirurgisch

gewonnenem Untersuchungsmaterial festgestellt.

Bei 46 (34%) Patientinnen wurden zytokeratin-positive Tumorzellen im
Knochenmark gefunden. 20 (43%) dieser Patientinnen hatten Her-2/neu-
positive disseminierte Tumorzellen. Bei 7 (41%) von 17 Patientinnen mit mehr
als einer zytokeratin- positiven Tumorzelle war die Her-2/neu- Expression der
disseminierten Tumorzellen heterogen. Bei 13 der 45 Primartumoren fand sich
eine Her-2/neu- Uberexpression (+2/ +3). Die Konkordanzrate zwischen
Primartumor und disseminierten Tumorzellen lag bei 62 %. Bei 12 der 20 Her-
2/neu- negativen Primartumoren fanden sich Her-2/neu- positive disseminierte

Tumorzellen.

Die Erkenntnis, dass Her-2/neu- positive disseminierte Tumorzellen bei
Patientinnen mit Her-2/neu- negativen Primartumoren gefunden werden
konnen, kann  durch Erweiterung  der  etablierten  adjuvanten
Behandlungsschemata therapeutische Relevanz gewinnen. So kann es sinnvoll
sein, die Antigenstruktur der disseminierten Tumorzellen bei der
Therapieplanung in Form einer sekundaren, Antikorper- gestutzten Therapie zu

berucksichtigen. Dadurch kdnnen auch Tumorzellen, die sich in der Gy - Phase
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Zusammenfassung

des Zellzyklus (,Dormancy“) befinden und eine Her-2/neu- Uberexpression
aufweisen, gezielt bekampft und die Erkrankung auch im Stadium der
Tumorzelldissemination kontrolliert werden.

Weiter konnte gezeigt werden, dass die Auspragung der Her-2/neu-
Uberexpression bei den disseminierten Tumorzellen der einzelnen Patientinnen
heterogen ist und damit bei diesem Subkollektiv neben Her-2/neu-
uberexprimierenden auch Her-2/neu- negative Tumorzellen zu finden sind. Dies
kann die Wahl der geeigneten Therapie erschweren, da eine Immuntherapie -
selektiv ausgerichtet auf die bei einem Teil der disseminierten Tumorzellen
nachgewiesene Her-2/neu- Uberexpression- in ihrer Effektivitat beeintrachtigt
sein konnte. Um in solchen Fallen den Effekt der Immuntherapie zu steigern, ist
es erforderlich, zusatzliche Proteine zu finden, die sich als Angriffsziel fur eine
Therapie mit Antikdrpern eignen.

Bisher wird die Therapie mit dem monoklonalen Antikorper Trastuzumab, der
seit einiger Zeit fur die metastasierte Situation und in letzter Zeit auch fur die
adjuvante Situation zugelassen ist, ausschlieBlich anhand der Her-2/neu-
Expression des Primartumors festgelegt. Diese Dissertationsschrift sollte die
Vorteile aufzeigen, die sich durch die Berucksichtigung der Her-2/neu-
Expression der disseminierten Tumorzellen bei der Therapiewahl ergeben.
Zusammenfassend ist durch Berlcksichtigung tumorbiologischer Faktoren der
disseminierten Tumorzellen eine scharfere Selektionierung der Subkollektive
mdglich. Inwiefern dadurch zusatzliche therapeutische Moglichkeiten gewonnen
werden, muss noch in Studien Uberpruft werden. Therapeutische
Konsequenzen sind bei der Wahl einer geeigneten, dann individualisierten
Therapie des Mammakarzinoms denkbar, indem klarer wird, welche Patientin

von welcher Therapie am meisten profitieren kann.
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