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1. Einleitung

1.1. Das Mammakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist in Deutschland und in den anderen Industrielandern

die haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau (**

). Derzeit muss jede
zehnte Frau damit rechnen im Laufe ihres Lebens ein Mammakarzinom zu

entwickeln.

Schatzungen der Dachdokumentation Krebs des Robert Koch Instituts gehen
von jahrlich 55.000 Brustkrebsneuerkrankungen in Deutschland aus. Brustkrebs
hat damit einen Anteil von 27% bei den Krebsneuerkrankungen der Frauen und
ist im Alter von 40 bis 50 Jahren die haufigste Krebsneuerkrankung. Die
Zunahme der Inzidenz ist vermutlich in grokem Male auf die intensivierten

Screeningprogramme der meisten westlichen Lander zurickzuflhren.

Auch bei der Krebssterblichkeit belegt Brustkrebs mit 27 Todesfallen pro
100.000 Einwohner den ersten Rang bei den Frauen. Im Jahr 2005 verstarben
laut Todesursachenstatistik der Gesundheitsberichterstattung des Bundes
17.475 Frauen an Brustkrebs. Bei steigender Inzidenz zeigte die absolute
Mortalitat der Patientinnen mit Mammakarzinom in der letzten Dekade jedoch
eine fallende Tendenz um 20 bis 30% (*°). Diese Beobachtung wird
insbesondere auf Fortschritte in der adjuvanten Therapie und — in geringerem

Male — auf Durchfihrung der Friiherkennungsuntersuchungen zurickgefihrt.

1.1.2. Risikofaktoren

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist weitgehend unbekannt. Heutzutage wird
angenommen, dass bei der Krankheitsentstehung viele verschiedene Einflisse
gemeinsam mitbeteiligt sind. In der Literatur wird auf eine Reihe von
Risikofaktoren eingegangen. Zu den etablierten gehoren das Alter, hormonelle
Situation, benigne Brusterkrankungen und die genetische Disposition (Mutation
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der Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCAZ2). Aber auch zivilisatorische
Faktoren wie Alkoholkonsum, Rauchen, Diat, geringe korperliche Aktivitat und
Strahlenbelastung werden als Risikofaktoren diskutiert (*°, 1). Tab. 1 zeigt eine

Ubersicht von etablierten Risikofaktoren (7).

Tab. 1. Etablierte Risikofaktoren (")

Risikofaktor Relatives Risiko
Alter (= 50 Jahre vs. < 50 Jahre) 6,5
Familidre Belastung (Verwandtschaft ersten Grades) 1,4-13,6
Gutartige Brusterkrankung: atypische Hyperplasie 40-4.4
Alter bei Menopause (= 55 Jahre vs. < 55 Jahre) 15-20
Gutartige Brusterkrankung: Biopsie (mit jedem histol. Befund) 15-18
Familidre Belastung (Verwandtschaft zweiten Grades) 15-18
Alter bei erster Lebendgeburt (> 30 Jahre vs. < 20 Jahre) 1,3-2,2
Alter bei Menarche (< 12 Jahre vs. = 14 Jahre) 12-15
Hormonersatztherapie 1,0-15

1.1.3. Prognostische und pradiktive Faktoren

Die Prognosefaktoren haben das Ziel, den Verlauf der Erkrankung individuell
abzuschatzen. Sie unterscheiden sich von pradiktiven Faktoren, die ein

Therapieansprechen vorhersagen.

Zu den weltweit anerkannten (,klassischen”) Prognosefaktoren mit gesicherter
klinischer Relevanz gehoéren das Ausbreitungsstadium des Tumors (TNM-
Klassifikation), der histopathologische Typ, Grading und Hormonrezeptorstatus.
Weitere Kriterien bertcksichtigen morphologische, biochemische, zellkinetische
und genetische Aspekte. Dazu gehoren andere tumorassoziierte
Proteolysefaktoren (Kathepsine, Matrixmetalloproteinasen), zellkinetische
Marker (S-Phase, Ploidie, Ki-67, MIB1, Proliferating Cell Nuclear Antigen) und
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Genexpressionsprofile/ Microarrays. Ihre Validierung in klinischen Studien steht

noch aus.

Nach heutigem Kenntnisstand werden folgende Faktoren als evidenz-basierte
pradiktive Faktoren betrachtet: Ostrogen-/Progesteronrezeptorstatus und HER-

2/neu-Status.

1.1.4. Therapie des Mammakarzinoms

Die Behandlung des Mammakarzinoms ist heutzutage durch ein
individualisiertes Vorgehen gekennzeichnet. Mdglichst frlh wird ein
Gesamtkonzept erarbeitet, zu dem nicht nur die Operation, sondern auch eine
Chemo-, Hormon- oder Antikorpertherapie und eventuell die Bestrahlung
gehoren. Brusterhaltende Therapie ist bei angemessener Indikation und
Technik der eingeschrankt radikalen Mastektomie sowohl in Bezug auf
Rezidivfreiheit sowie auf Uberlebenszeit gleichzusetzen (°*). Standard der
brusterhaltenden Behandlung ist die Kombination von Tumorexzision mit
Sentinel-Lymphknoten-Biopsie oder Axilladissektion und Bestrahlung des

142

Restparenchyms (~"9). Bei vorliegenden Kontraindikationen ist die modifiziert

radikale Mastektomie Therapie der Wahl.

1.1.4.1. Adjuvante Systemtherapie

Grolle Metaanalysen unterstreichen die Bedeutung der postoperativen
Systemtherapie fir die Senkung der Rezidivraten und Todesfille (**). Die
aktuellen Empfehlungen richten sich nach den Ergebnissen der Konsensus-
Konferenzen zur Therapie des friihen Brustkrebs von St.Gallen (*°) und den
Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie (°) und beinhalten
Chemo- und Hormontherapie. Daruber hinaus hat sich der monoklonale
humanisierte Antikorper Trastuzumab in der metastasierten Situation
ausgezeichnet bewahrt und wird im Rahmen groRRer Studien als adjuvante

Therapie eingesetzt (***, *%). Eine weitere Therapieoption in der adjuvanten

Situation stellen Bisphosphonate dar (*'*, #3).
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1.1.4.2. Neoadjuvante Therapie

Die neoadjuvante, oder primar systemische Therapie, wird vor Durchfihrung
der operativen Malinahmen verabreicht. Als etablierte Indikationen gelten das
inflammatorische und das primar weit fortgeschrittene Mammakarzinom,

welches zunachst als nicht sinnvoll operabel beurteilt wird.

1.1.43. Radiotherapie

Der Brustkrebs im frihen Stadium ohne Risikofaktoren kann durch eine
operative Therapie mit anschlieRender Radiotherapie geheilt werden. Eine
lokoregionare Nachbestrahlung nach brusterhaltender Therapie ist in jedem Fall

erforderlich (***

). Die Indikationen zur postoperativen Radiotherapie wurden von
der Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie, sowie in der
interdisziplinaren S3-Leitlinie flr die Diagnostik, Therapie und Nachsorge des

Mammakarzinoms festgelegt (%').

1.1.4.4. Therapie des metastasierten Mammakarzinoms

Der metastasierte Brustkrebs gilt als nicht heilbare Erkrankung. Die Behandlung
setzt sich aus der hormonellen, zytostatischen und/oder Antikérperbasierten
Therapie und Bisphosphonaten bei ossaren Metastasen zusammen. Einzig bei
Mammakarzinompatientinnen mit langem therapiefreien Intervall, isolierter
hepatischer bzw. pulmonaler Metastasierung, gutem Allgemeinzustand und
Moglichkeit der RO-Resektion scheint die hepatische bzw. pulmonale

Metastasektomie in Einzelfallen eine Therapieoption darzustellen.

1.2. Klinische Bedeutung von Tumorzelldissemination
1.2.1. Mammakarzinom als eine systemische Erkrankung

Die Mehrzahl der Krebsneuerkrankungen und der dadurch bedingten Todesfalle
in den westlichen Industrielandern wird durch maligne epitheliale Tumoren
verursacht. Studien mit langer Nachbeobachtungszeit konnten zeigen, dass ca.

30% der Patientinnen mit Mammakarzinom, die sich einer chirurgischen
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Therapie unterzogen und bei denen keine Metastasen in den axillaren Lymph-
knoten oder an anderer Stelle zum Zeitpunkt der Operation nachgewiesen
wurden, trotzdem mit einer Reaktivierung der Erkrankung in Form eines
Rezidivs oder einer Fernmetastasierung rechnen miissen (%, %, ™). Diese
Beobachtung legt nahe, dass einzelne Tumorzellen aulerhalb der Brust
persistieren und sich dem adjuvanten Therapieregime entziehen kénnen ("3, ).
Aus diesem Grund wird das Mammakarzinom zunehmend als eine systemische
Erkrankung angesehen, die ein alleiniger lokaler bzw. regionarer Therapie-

ansatz nicht bewaltigen kann.

Es bleibt weitgehend ungeklart, welche Faktoren zur Entstehung von Meta-
stasen jahrelang nach erfolgreich abgeschlossener Primartherapie flihren. Trotz
allgemein anerkannter klinisch-pathologischer prognostischer Marker, die
sowohl die TNM-Klassifikation, als auch Differenzierung und biologische
Faktoren berucksichtigen, ist eine zuverlassige Abschatzung des individuellen
Rezidivrisikos heutzutage nicht méglich. Aus diesem Grund ist die Suche nach
neuen prognostischen und pradiktiven Faktoren von hochster Bedeutung, was
eine weitere Unterteilung der Patientinnen in Subkollektive mit individuell

angepassten Therapiestrategien ermoglichen wirde.

1.2.2. Tumorzelldissemination

Fehlender Nachweis von Lymphknotenmetastasen ist einer der wichtigsten
unabhangigen prognostischen Marker. Trotzdem bleiben nicht alle nodal-
negativen Patientinnen metastasenfrei. Diese Tatsache fuhrt zu der Annahme,
dass in solchen Fallen ein anderer Ausbreitungsweg der Tumorzellen als Uber

die Lymphbahn vorhanden war.

Hamatogene Tumorzelldissemination gilt als ein wichtiger Schritt im komplexen
Prozess der Metastasierung. Nach Invasion in ein Gefal® geht der Grofteil der
Tumorzellen durch mechanische Krafte und Immunabwehrfaktoren zugrunde.

Die Adhasion an der GefalRwand ist Voraussetzung fur die weitere Ausbreitung.
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Nach Emigration aus dem Gefald liegen die Zellen als isolierte disseminierte

Tumorzellen vor.

1.2.3. Knochenmark als Indikator der hamatogenen Streuung

Als Indikator hamatogener Streuung gilt der Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im peripheren Blut oder im Knochenmark. Bereits im Jahr 1889
beschrieb Paget einen Zusammenhang zwischen Mammakarzinom und dem

100
)-

Auftreten von Knochenmetastasen ( Die Theorie der hamatogenen

Streuung wurde 1936 durch Nachweis von metastatischen Zellen im
Knochenmark unterstiitzt (**°).

Das Knochenmark stellt aus verschiedenen Grinden ein Kompartiment zur
Suche nach Anzeichen einer generalisierten Erkrankung dar. Die Vorteile der
Detektion im Knochenmark liegen einerseits in der relativ leichten
Zuganglichkeit und der Moglichkeit, zu verschiedenen Zeitpunkten Material zu
gewinnen (Repunktionen), andererseits in der gesicherten prognostischen
Relevanz von DTZ im Knochenmark (Level-1-Evidenz, 3Y). In der aktuellen
TNM-Klassifikation wird der morphologische und nicht-morphologische
Nachweis von DTZ im KM beriicksichtigt (**°, **’, ®’). Einige Studien weisen
zwar darauf hin, dass zirkulierende Tumorzellen (ZTZ) im Blut mit verkurzter
Uberlebenszeit assoziiert sein kénnen, allerdings gilt diese Beobachtung nur fiir
ein metastasiertes Kollektiv (*®). Anhand von FisH- (Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung-) Analysen wurde gezeigt, dass ZTZ eindeutig maligne sind (%3,
). Welche prognostische Bedeutung dem Nachweis zirkulierender
Tumorzellen im peripheren Blut von nicht-metastasierten Patientinnen

zukommt, bleibt unklar (110, 139, 153 154 136y

1.2.4. Inzidenz disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und Blut von

Mammakarzinompatientinnen

Die von verschiedenen Forschungsgruppen berichtete Inzidenz der DTZ im
Knochenmark variiert zwischen 10% und 43% aller Mammakarzinom-

patientinnen. Im peripheren Blut konnten bei 25-71% epitheliale Zellen
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nachgewiesen werden (3, 12, 110 60 08 149 27 80 "46 140y pje Positivititsraten

konnen aufgrund der unterschiedlichen Methodik und des Patientenkollektivs
nicht direkt miteinander verglichen werden. Mehrere Studien konnten bis jetzt
belegen, dass der Nachweis von Tumorzellen mit der Tumorlast wie z. B.
TumorgréRe und Lymphknotenstatus korreliert (28, *, ¥, 1%8). Eine im Jahr 2005
durchgefuhrte Metaanalyse von Uber vier Tausend Patientinnen demonstrierte
eine signifikante Korrelation zwischen Vorhandensein von DTZ und Alter,
Menopausalstatus, Tumorgrofie, Nodalstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus

und histologischem Tumortyp (3%).

1.2.5. Biologische Eigenschaften von disseminierten Tumorzellen
1.25.1. Phanotypisierung von DTZ

Das metastatische Potential der DTZ scheint zu differieren. Diagnostisch und
therapeutisch ist wichtig, welche Unterschiede zwischen disseminierten
Tumorzellen bestehen und diesen Selektionsvorgang beeintrachtigen. Zur
weitergehenden  Charakterisierung  mittels  Doppelfarbungen  werden
verschiedene Antikérper gegen z. B. Proliferationsmarker, Wachstums-

rezeptoren, Adhasionmolekule oder Proteasen verwandt.

Die Frage nach dem Proliferationsverhalten der disseminierten Zellen ist
heutzutage noch nicht ausreichend geklart. Manche Studien konnten zeigen,
dass die DTZ nur zu einem geringen Anteil Proliferationsmarker Ki-67 und p120
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exprimieren (7). Aus diesem Grund ist eine gegen sich teilende Zellen

gerichtete Chemotherapie zur kompletten Eliminierung von DTZ nicht geeignet
(**, #). Diese Beobachtung erklart auch die z. T. sehr lange Latenz bis zum
Auftreten Kklinisch manifester Metastasen. Ob die epithelialen Zellen im
Knochenmark sich tatsachlich jahrelang im Ruhezustand befinden oder ob der
Proliferationsprozess kontinuierlich, aber sehr langsam, stattfindet, ist noch

unklar.

Durch Doppelfarbungen wurde eine verminderte Expression von MHC-Klasse-|
Oberflachenantigenen festgestellt, was eine Erklarung flr das lange vom
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Immunsystem unbehelligte Uberleben dieser Zellen im Knochenmark bietet
(). DTZ weisen eine niedrige Ostrogenrezeptor(ER)-Expression auf, die
mdglicherweise das Phanomen des Nicht-Ansprechens auf Hormontherapie
trotz ER-positiven Primartumors erklart (>°).

Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (UPA) mit seinem entsprechenden
membranstandigen Rezeptor (UPA-R), Kathepsin D und EMMPRIN
(extrazellulares Matrixmetalloproteaseinducer Protein) gelten als Marker fur
Invasivitat, da sie eine Rolle bei der Auflésung der extrazellularen Matrix
spielen. Isolierte Tumorzellen mussen Uber eine hohe Proteaseaktivitat

verfiigen, um Matrixproteine und Basalmembranstrukturen zu degradieren (**,

135 113
).

Auch das Zellkontakt-vermittelnde E-Cadherin korreliert mit der
Fahigkeit zur Metastasenbildung im Knochenmark und wird auf DTZ von
Mammakarzinompatientinnen haufig exprimiert (*°).

In den letzten Jahren war der Nachweis des Wachstumsfaktorrezeptors Her-
2/neu sowie des epithelialen Zelladhasionsmolekils EpCAM von grolem
Interesse. Diese Marker sind vor allem von Bedeutung, da bereits
Antikdrperbasierte zielgerichtete Therapieoptionen wie z. B. Trastuzumab

(Herceptin®) oder Edrecolomab (Panorex®) eingesetzt werden kénnen (**2, °°).

1.2.6. Prognostische Bedeutung der Tumorzelldissemination

Zahlreiche Studien zeigten in univariaten Uberlebensanalysen, dass
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom und positivem
Knochenmarksbefund ein sowohl signifikant kirzeres rezidivfreies Uberleben
als auch Gesamtuberleben im Gegensatz zu knochenmarksnegativen
Patientinnen aufweisen (34, 3%, 41 88 27y 2005 wurde eine Metaanalyse aus den
bislang publizierten groRen Studien erstellt, die das Follow-Up von uber 4700
Patientinnen erfasst (*'). Diese Daten belegen mit Level-1-Evidenz, dass der
Nachweis von DTZ im Knochenmark die Prognose — sowohl hinsichtlich des
Gesamtiiberlebens als auch des krankheitsfreien Uberlebens — beeintrachtigt

und als ein unabhangiger Risikofaktor betrachtet werden sollte. Trotzdem
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erleiden auch im Langzeitverlauf nicht alle Patientinnen mit positivem
Knochenmarkstatus eine Fernmetastasierung (**, 2, 88). Aufgrund dieser Daten
und experimenteller Tierversuche wird angenommen, dass die DTZ nach
operativer Entfernung des Primartumors bei einem Teil der Patientinnen aus
dem Blut und Knochenmark eliminiert werden bzw. absterben (°"). Manche
Studien weisen darauf hin, dass der Knochenmark-Status moglicherweise zum
Therapie-Monitoring beitragen konnte (*®). Die jahrelange Persistenz der
Tumorzellen im Blut oder Knochenmark wird als Phanomen des
Tumorzellschlafs oder ,Tumor cell dormancy’” beschrieben ("3, %°). Die
unterschiedlichen Schicksale disseminierter Tumorzellen werden in der Abb. 1

dargestellt.

Mammakarzinom
/ O - Apoptose
f
Ruhestadium
. "Dormancy"
~— '
. —
l Metastase
O

benigne epitheliale Zelle disseminierte Tumorzellen

Abb. 1. ,Schicksale” disseminierter epithelialer Zellen von Mammakarzinom-
patientinnen (mod. nach: Fehm, Onkologie 2006 ,*")

Der morphologische Nachweis von DTZ im Knochenmark wird in der aktuellsten
TNM-Klassifikation als pMO(i+) beriicksichtigt (¢, %, **'). Falls die verwendete
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Methode keine morphologische Beurteilung ermoglicht, wie z. B.
molekularbiologische Verfahren, wird der Befund als pMO(mol+) dokumentiert.
Es wird auf den Unterschied zwischen einer Mikrometastase und isolierten

Tumorzellen (ITN) hingewiesen (Tab. 2).

Die prognostische Bedeutung von epithelialen Zellen im Blut bleibt nach wie vor
unklar (*3°, 13, 110 154 136 pie vorliegenden Studien beschrénken sich vor
allem auf ein metastasiertes Patientenkollektiv. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass der Nachweis von mehr als 5 Tumorzellen im Blut mit einem signifikant

kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert ist (*°).

Tab. 2. Isolierte Tumorzellen vs. Mikrometastasen (von: Hermanek et al., ®")

Isolierte Mikrometastasen
(disseminierte oder (okkulte Metastasen)
zirkulierende)
Tumorzellen

Gréfe Einzelne Tumorzellen =0,2 cm im grofiten
oder kleine Zell-Cluster Durchmesser

Kontakt mit Gefal oder Sinuswand

des Lymphknotens Nein Ja

Extravasation (Invasion und
Penetration des GefalRes oder der Nein Ja
Sinuswand des Lymphknotens)

Extravaskulare (extrasinusoidale)

stromale Reaktion Nein Meistens ja

Extravaskulare (extrasinusoidale)

Tumorzellproliferation Nein Ja




Einleitung

1.3. Methoden zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen

1.3.1. Anreicherung der Zellen

Ein bedeutendes Problem beim Nachweis von DTZ in Knochenmark oder ZTZ
im Blut ist deren geringe Anzahl. Durchschnittlich weisen Karzinompatientinnen

nur ca. 10 Tumorzellen pro 1 ml Blut auf (**

). Unabhangig davon, welche
Detektionsmethode gewahlt wurde, stehen zahlreiche Verfahren zur
Anreicherung der Tumorzellen zur Verfilgung. Die Dichtegradienten-
zentrifugation beruht auf der unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeit
der Blutbestandteile. In den meisten Studien wird zur Isolierung der epithelialen
Zellen diese Separationsmethode ausgewahlt (**, *° % %) Des Weiteren
werden immunomagnetische  Anreicherungsverfahren eingesetzt. Hier
unterscheidet man zwei Methoden, die positive und negative Selektion. Im
Rahmen der positiven Selektion werden disseminierte Tumorzellen mit
magnetischen Partikeln (,Beads”) gegen Zytokeratine oder epitheliale
Membranantigene (z. B. EpCAM, HEA) markiert und anschlieend mit einem
Magneten von der Losung getrennt (8, ®). Die negative Selektion hingegen
beruht auf der Verwendung von Antikdrpern gegen Leukozytenantigene (z. B.
CD45). Auf diese Weise kdnnen CD45-negative Tumorzellen abgetrennt und in

Kultur gebracht werden (**9).

1.3.2. Detektionssysteme

Derzeit gibt es zwei grundlegenden Methoden zum Nachweis von DTZ. Zum
einen werden Antikdrper-basierte Verfahren (Immunzytochemie,
Immunfluoreszenz, Flowzytometrie), zum anderen molekularbiologische
Methoden (PCR, RT-PCR, In-Situ-Hybridisierung) eingesetzt (°**). Die einzelnen
Verfahren werden in Tab. 3 und Abb. 2 erklart.
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Tab. 3. Methoden zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen

Antikorper-basierte Verfahren

Immunzytochemie Anfarbung von Zielproteinen mit Farbstoff-
markierten Antikdrpern

Immunfluoreszenz Diagnostische Methode aus dem Bereich der
Immunhistochemie, bei der Fluoreszenz-Farb-
stoff-konjugierte Antikorper eingesetzt werden

Flowzytometrie Inkubation der Zellsuspension mit Antikdrpern
gegen Leukozytenantigene/epitheliale Antigene
und anschlieRende Messung von Signalen an
einem gebundelten Lichtstrahl

Molekularbiologische Verfahren

PCR Nachweis von DNA-Sequenzen mit Hilfe des
Enzyms Polymerase
RT-PCR Nachweis von spezifischen RNA-Sequenzen.

Umschreibung von RNA in cDNA mit Reverser
Transkriptase und anschlielende PCR

FisH Nachweis von Chromosomenaberrationen mit
Hilfe Fluoreszenz-markierter DNA-Sonden

1.3.2.1. Antikoérper-basierte Detektionsmethoden
Immunzytochemie

Die Immunzytochemie ist der Goldstandard zum Nachweis von DTZ. Die
Mehrheit der Studien, die sich mit dem Thema der Tumorzelldissemination im
Knochenmark befassen, verwendet eine immunzytochemische Detektion von
Zytokeratinen als Methode der Wahl.

Der Nachweis beruht auf der Affinitat von Antikdrpern (AK) zu einem
bestimmten Epitop. Bei der direkten Methode wird das zu untersuchende
Antigen mit einem spezifischen Antikbrper zusammengebracht, der direkt mit
einem Enzym oder Fluorochrom konjugiert ist. Heutzutage wird oft die indirekte
Methode bevorzugt. Bei diesem Verfahren wird zunachst ein Primarantikdrper
an entsprechendes Epitop gebunden. In einem zweiten Schritt werden auf die
Zellen/Gewebe die mit einem Enzym gekoppelten Sekundar-AK aufgebracht,
die sich gegen den Primar-AK richten. Durch die Enzym-Substrat-Reaktion
entsteht ein sichtbarer Farbstoff.
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Abb. 2. Nachweis von disseminierten Tumorzellen Uiber verschiedene
Detektionsverfahren:

(A) Immunzytochemisch gefdrbte  Tumorzelle  (Anti-Zytokeratin(CK-)-
Antikérper(AK))
(B) Immunfluoreszenz geférbte Tumorzelle (Anti-CK-AK)

(C) Immunfluoreszenz, Doppelfarbung (Anti-CK-AK: griin, Leukozyten-
marker: Anti-CD45-AK: rosa)

(D) Fluoreszenz-markierte DNA-Sonden in der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridi-
sierung

(E) Signale der Zellsuspension bei der Flowzytometrie
(F)  Amplifikationskurven der RT-PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die APAAP-Methode verwendet, die ihren
Namen vom Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex
ableitet. Wie in Abb. 3 dargestellt, fungiert bei der APAAP-Methode ein fertig
I6slicher Immunkomplex, bestehend aus anti-Alkalische Phosphatase
Antikdrpern mit Alkalische Phosphatase-Molekulen, als Nachweisreagenz. Der
Sekundar-AK wird als Bricke zwischen Primar-AK und APAAP-Komplex

eingesetzt, der hier nach dem Sekundar-AK aufgetragen wird. Anschliel3end
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wird durch eine Enzym-Substrat-Reaktion eine Farbung zum sichtbaren
Nachweis erreicht. Diese Methode zeigt erhdohte Sensitivitat und geringere

Hintergrundanfarbung als die direkte Immunzytochemie.

Enzym-immunkomplex
= APAAP-Komplex

__$\ Sekundér-Antikorper

Primar-Antikdrper

Zelle

Abb. 3. Prinzip der APAAP-Methode

Immunzytochemie ist der Goldstandard zum Nachweis von DTZ. Der
zweifelsfreie Vorteil dieser Methode liegt in der Moglichkeit einer
morphologischen Beurteilung. Auf diese Weise konnen falsch-positiv angefarbte
hamatopoetische Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
Im Jahr 2006 wurden von Fehm et al. Konsensusempfehlungen eines
internationalen Experten-Panels zum immunzytochemischen Nachweis von
DTZ veréffentlicht (*°). Grundlage fiir die Identifikation der Tumorzellen sind
zum einen die Zytokeratin-Farbung, zum anderen die morphologischen Kriterien

der ISHAGE sowie des Konsensus zur Tumorzelldetektion (Tab. 5, S. 29).

Der immunzytochemische DTZ-Nachweis ist allerdings mit Schwierigkeiten
behaftet. Obwohl mehrere Kriterien, wie die Morphologie der Zellen oder der
Anfarbungstyp zur Einordnung als Tumorzelle angewendet werden, kann die
Maoglichkeit einer fehlerhaften Einordnung der Zellen nicht komplett
ausgeschlossen werden. Diese Problematik wurde im Rahmen eines

Ringversuches der International Society of Hematotherapy and Graft
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Engineering (ISHAGE) untersucht (%). Die Beurteilung derselben
Knochenmarkaspirate lieferte je nach Zentrum unterschiedliche Ergebnisse.
Trotz definierter Kriterien ist die zweifelsfreie Identifikation von Tumorzellen
bedingt durch Falschpositivitat bzw. unspezifische Anfarbung hamatopoetischer
Zellen erschwert. In Anbetracht dieser Problematik scheint die Suche nach

alternativen Verfahren zur Detektion von DTZ wiinschenswert.

1.3.2.2. Molekularbiologische Verfahren zum Nachweis von disseminierten

Tumorzellen

Neben den Antikorper-basierten Detektionsmethoden stehen
8 21

molekularbiologische Verfahren zur Verfugung (%, ). Bisherige Studien konnten
zeigen, dass DTZ von Mammakarzinompatientinnen haufig Mutationen von
Onko- und Tumorsuppressorgenen aufweisen, es wurden aber bis jetzt keine
Mammakarzinom-spezifischen genetischen Alterationen identifiziert, die alle

108

Zellen betreffen (). Aus diesem Grund wird die RT-PCR zum Nachweis von

zellularer mRNA bevorzugt. Hierbei wird epithel- oder gewebsspezifische

mRNA amplifiziert (*°, 138, 164,

Im nachfolgenden Kapitel werden die grundlegenden Kenntnisse Uber die

molekularbiologischen Techniken vermittelt.

Prinzipien der molekularbiologischen Diagnostik

Grundlage der RT-PCR ist zunachst die PCR. Diese Methode ist eine der
empfindlichsten biologischen Techniken Uberhaupt. Die PCR beruht auf einer
enzymatischen in-vitro Replikation einer Zielsequenz mit Hilfe hochspezifischer
Primer und auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten:
Denaturierung, Hybridisierung und Verlangerung. Durch die standige
Wiederholung dieser drei Schritte verdoppelt sich jedes Mal die Anzahl an
kopierten DNA-Molekulen, so dass aus einem DNA-Strang nach zwanzig
Zyklen etwa eine Million Molekule entstehen, die anschlieRend mit traditionellen

Methoden nachgewiesen werden konnen.
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Klassische RT-PCR

Um die Transkription eines Genes zum Zeitpunkt der RNA-Isolation
nachzuweisen, muss die abgelesene RNA untersucht werden. Bei der
Amplifikation von DNA durch die Polymerasekettenreaktion werden spezifische
DNA-abhangige DNA-Polymerasen verwendet, die nicht in der Lage sind, RNA
zu amplifizieren. Daher muss der erste Schritt die Umschreibung der mRNA in
cDNA sein. Dies erfolgt mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, der
Reversen Transkriptase (RT). Die cDNA kann im Anschluss als
Ausgangsmaterial in einer klassischen PCR verwendet werden, um spezifische
Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. In der ,klassischen” PCR-Methode wird
das PCR-Produkt anschlielend durch Agarose-Gelelektrophorese anhand

seiner Grofle und somit unterschiedlicher Wandergeschwindigkeit identifiziert.

Real-time RT-PCR

Die real-time RT-PCR erlaubt hingegen eine Quantifizierung in Echtzeit des RT-
PCR-Produktes Uber die Messung von laserinduzierten Fluoreszenzsignalen
am Ende oder wahrend eines Zyklus. Zum Ansatz wird eine spezifische
TagMan™-Sonde, ein interkalierender fluoreszierender Farbstoff (z. B. SYBR-
Green) oder — wie in dieser Arbeit — eine auf der FRET-Technologie
(Fluoreszenzresonanz-Energietransfer)  basierende  Hybridisierungssonde
zugegeben. Dadurch ist es mdglich, die Menge der amplifizierten RT-PCR-
Produkte im Verlauf der RT-PCR zu bestimmen und somit Rickschlisse auf die

Menge der im Material vorhandenen mRNA zu ziehen.

PCR-Produkte werden somit in Echtzeit durch direkte Visualisierung am Monitor
wahrend der Amplifikationsphase detektiert. Sie kénnen anschlielend qualitativ
oder relativ und absolut quantitativ ausgewertet werden. Somit entfallt die
Elektrophoresetechnik, die ohnehin weitaus weniger sensitiv als die real-time
PCR ist, und aufwandige Aufarbeitung des Agarosegels zur Detektion und

Verifikation der entstandenen Endprodukte der PCR beinhaltet.


http://de.wikipedia.org/wiki/Transkription_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/DNA-Polymerase
http://de.wikipedia.org/wiki/Agarose-Gelelektrophorese
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1.4. Problemstellung

Die Tumorzelldissemination im Knochenmark gilt als Beweis einer minimalen
residualen Tumorerkrankung und ist mittlerweile als ein unabhangiger
prognostischer Faktor anerkannt. Da der Tumor im Rahmen von operativen
MaRnahmen komplett entfernt werden kann, wird die Eliminierung von DTZ zu
einem idealen Ziel der systemischen Therapie. Aus diesem Grund ist es von

grolier Bedeutung, die Nachweismethoden der DTZ weiterhin zu optimieren.

Methode der Wahl ist heutzutage die immunzytochemische Detektion mittels
Zytokeratin-Antikorper. Die zweifelsfreie Einordnung der Zellen als Tumorzellen
bereitet Schwierigkeiten. Zwar wird die Morphologie der Zellen berlcksichtigt,
dennoch bleibt der Nachweis weitgehend subjektiv. Diese Beobachtung und
methodologische Unterschiede erklaren die zum Teil sehr variierenden
Inzidenzen von DTZ. Ein anderes Problem stellt eine gewisse Falschpositivitat
der Gesunden und Patienten mit benignen Erkrankungen dar. In Anbetracht
dieser Problematik erscheint die Suche nach alternativen oder erganzenden

Methoden winschenswert.

1.4.1. Etablierung eines RT-PCR-Assays zur Detektion von Tumorzellen

In unserer Arbeitsgruppe wurde ein RT-PCR-basiertes Verfahren zum

%Y. Im Rahmen zahlreicher

Nachweis disseminierter Tumorzellen etabliert (
Vorexperimente wurden folgende Fragestellungen geklart: Wahl des optimalen
Markers, eventuelle Anreicherung der Tumorzellen, geeignete RNA-Isolierung
und Wahl der optimalen RT-PCR-Methode. In den Vorversuchen wurden unter-
schiedliche Anreicherungsmethoden und RNA-Isolierungsmethoden am Modell
einer Verdunnungsreihe mit MCF-7-Zellen verglichen. Im nachsten Schritt
wurde die Wichtigkeit des Zeitfaktors bei RT-PCR-Analysen am Modell von 15
Positivkontrollen evaluiert, die zu unterschiedlichen Zeiten nach Proben-

abnahme analysiert wurden (*%).
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Das Verfahren wurde als ,One-Step” real-time RT-PCR durchgeflhrt und
beruhte auf der Amplifikation von Zytokeratin 19-mRNA. In den Vor-
experimenten mit Tumorzelllinien konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat detektiert werden (Tab. 4). Die ausflhrliche
Erklarung der Methodik und die detaillierte Vorgehensweise werden im Kapitel
2.2.3 erlautert.

Tab. 4. Vergleich der Immunzytochemie mit dem neu etablierten RT-PCR-
basierten Verfahren zum DTZ-Nachweis

Immunzytochemie RT-PCR
Zielantigen / Ziel-mRNA CK 8, 18, 19 CK19-mRNA
Target Protein, stabil MRNA, instabil
Sensitivitat 1-5 Zellen pro 10° MNC | 5 Zellen pro 10° MNC
ca. 99%; ca. 99%;
Spezifitat Epithel-spezifischer Sequenz-spezifische
Antikérper Primer

Bis dato wurde die RT-PCR-basierte Methode nicht in der klinischen Routine
eingesetzt. Da basierend auf umfangreichen Versuchsreihen mit Tumorzell-
linien die Methode Uber hohe Sensitivitdt und Spezifitat verfligt, sollten im
Rahmen einer prospektiven Studie Uber den Zeitraum von vier Jahren alle
Knochenmarksproben mit beiden Verfahren untersucht werden. Folgende

Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

1. die Evaluation eines neu etablierten RT-PCR-basierten Verfahrens zum
Nachweis der Tumorzelldissemination bei Mammakarzinompatientinnen
in der klinischen Diagnostik, hinsichtlich Zeit, Durchfihrbarkeit und

Kosten im Vergleich zur Immunzytochemie;

2. der Vergleich der molekularbiologischen Methode mit dem
antikdrperbasierten Standardverfahren (Immunzytochemie) hinsichtlich

Positivitatsraten:
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3. die Bestimmung der Korrelation der Positivitatsraten der beiden
Verfahren in der Routine. Daneben sollte in diesem grof3en Kollektiv die

Korrelation von DTZ-Nachweis mit etablierten Kklinisch-pathologischen
Faktoren untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Untersucht wurden Knochenmarkaspirate von 405 Patientinnen, die im
Zeitraum von Januar 2003 bis Juni 2006 wegen Diagnose Mammakarzinom im
zertifizierten Brustzentrum der Universitats-Frauenklinik Tubingen therapiert
wurden. In die Studie wurden auch Patientinnen aufgenommen, die sich zur
Repunktion und Reevaluation des Knochenmarkstatus im Rahmen einer
Follow-Up Studie in der Klinik befanden. Eine schriftliche Einverstandnis-
erklarung der Patientin, die Einwilligung zur Knochenmarkspunktion sowie ein

positives Votum der lokalen Ethikkommission lagen vor.

2.2. Methoden
2.2.1. Knochenmarkaspiration

Die Knochenmarkentnahme erfolgte nach der Jamshidi-Technik ("°). Aus der
Punktion an der Spina iliaca anterior superior wurde jeweils 10-20 ml Material
unter sterilen Bedingungen in eine Spritze entnommen, die zwecks
Antikoagulation mit 1000 IE Heparin versetzt war (Abb. 4). Das Aspirat wurde
anschlieBend in das immunzytologische Labor der Universitats-Frauenklinik
ubersandt und halbiert, wobei die eine Halfte mittels Immunzytochemie, und die
andere Halfte mittels RT-PCR untersucht wurde. Die Verarbeitung der Aspirate

begann innerhalb von 30 Minuten nach der Entnahme.
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Abb. 4. Knochenmarkaspiration mittels Jamshidi-Nadel
2.2.2. Immunzytochemie
2.2.2.1. Zytokeratine

Zum Nachweis von DTZ werden monoklonale AntikGrper eingesetzt, die gegen
epitheliale Antigene gerichtet sind und nicht bei hamatopoetischen Zellen
vorkommen. Antikdrper, die nur Karzinomzellantigene detektieren, stehen als
Alternative nicht zur Verfligung. Heutzutage werden in Studien zum Thema
Tumorzelldissemination fast ausnahmslos  Anti-Zytokeratin-Antikdrper

verwendet.

Zytokeratine sind epithelspezifische Strukturen des Zytoskeletts. Durch
Untersuchung der CK-Expression kann die epitheliale Herkunft eindeutig
nachgewiesen oder ausgeschlossen werden. Dies gilt auch fur maligne
Tumoren epithelialer Genese. Da epitheliale Zellen im Normalfall nicht zu
mesenchymalem Gewebe wie Knochenmark oder Blut gehoren, wird
angenommen, dass die detektierten CK-positiven Zellen vom Primartumor oder

— in metastasierter Situation — Metastase gestreut wurden. Darlber hinaus
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wurde durch aufwendige molekulare Charakterisierungsmethoden
nachgewiesen, dass es sich bei den CK-positiven Zellen im Knochenmark um

Tumorzellen handelt (°, ', 119).

Bisher wurden Uber 20 verschiedene Zytokeratine in humanen Epithelien
identifiziert und je nach isoelektrischem Punkt und Molekulargewicht zwei
Gruppen zugeordnet, namlich dem sauren Subtyp | und dem neutralen/
basischen Subtyp 1 (°, ®?). CK 1 bis 8 (Molekulargewicht von 52 kD bis 68 kD)
gehoren der Subtypfamilie Il an. Typ | beinhaltet die restlichen CK 9 bis 20 mit
einem Molekulargewicht von 40 kD bis 64 kD. Die Grundeinheit des CK-
Interfilaments ist ein Tetramer aus jeweils zwei sauren und zwei
neutral/basischen Zytokeratinen. Da individuelle CK-Proteine in Karzinomzellen

150y kommen vor allem

zum Teil sehr heterogen exprimiert werden (
klassenspezifische Antikorper oder Gemische von Antikérpern, die mehrere CK-

Proteine erkennen, zum Einsatz.

2.2.2.2. Aufarbeitung der Knochenmarksuspension
Dichtegradientenzentrifugation

Diese Methode gehort zu den physikalischen Trennverfahren und beruht auf
der unterschiedlichen Dichte der einzelnen Blutkérperchen und des Serums.
Ficoll-Hypaque (Biochrom AG, Berlin) hat mit 1,077g/cm? eine groRere Dichte
als Lymphozyten und Monozyten, jedoch kleinere als die von Erythrozyten und

Granulozyten.

Das Knochenmarkaspirat wird in ein 50 ml Falcon-Réhrchen tberflhrt, mit PBS
(PBS = phosphate buffered saline, SIGMA Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Hannover) auf 30 ml aufgefillt und auf das Separiermedium (15 ml Ficoll-
Hypaque) sorgfaltig aufgetragen, sodass sich die zwei Lagen nicht vermischen.
Danach wird die Zellsuspension 30 Minuten lang bei 1600 U/min ohne Bremse
zentrifugiert (Biofuge primo, Heraeus Instruments, Hamburg). Wahrend der
Zentrifugation bilden sich die in Abb. 5 dargestellten Phasen. Die

mononukledaren Zellen (MNC) aus der Interphase-Schicht werden mit einer
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Pipette vorsichtig abgenommen und in einem neuen Falcon-Réhrchen mit PBS-
Losung resuspendiert. Die Zellen werden durch erneute Zentrifugation Uber 7
Minuten bei 1600 U/min gereinigt. Nach dem Abkippen des Uberstandes erfolgt
die Auftrennung der MNC von restlichen Erythrozyten, indem die
Zellsuspension mit 10-20 ml Erythrozyten-Lysepuffer aufgefullt wird und 8 min
bei 4-8°C inkubiert. Nach der anschlieBenden Zentrifugation (7 min, 1600
U/min) wird der Uberstand verworfen und das Sediment mit mononuklearen

Zellen in 10 ml PBS-L&sung resuspendiert.

Fett

Plasma

MNC-Interphase

Ficoll-Hypaque

7 ol

Restliche Leukozyten

. 5~ e m
Erythrozyten *

Abb. 5. Schematische wund fotografische Darstellung der Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation (MNC — Mononukleére Zellen)

Zellzdhlung

Zur Bestimmung der absoluten Zellzahl wird 1 pl der mit Trypanblaulésung 1:1
verdinnten KM-Suspension in eine Neubauer-Zahlkammer gefullt und
anschliefend in vier Kleinquadraten unter Lichtmikroskopie auf MNC hin
ausgezahlt. Die Zellzahl pro ml wird nach entsprechender Formel ausgerechnet
(die durchschnittliche Zellzahl pro Quadrat x 2 [Verdiinnungsfaktor] x 10*
[Kammerfaktor]). Nach erneuter Zentrifugation (7 Minuten, 1600 U/min) wird der
Uberstand abgekippt und entsprechend der Verdiinnung fiir 1,5 x 10° Zellen /
ml mit PBS resuspendiert.
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2.2.2.3. Zytospin-Praparation

FiUr die Anfertigung der Zytospins wird jeweils 1 ml Zellsuspension verwendet,
was einer Zellzahl von 1,5 x 10° Zellen entspricht. Nachdem die SuperFrost
Plus-Objekttrager  (Langenbrinck,  Emmendingen) entsprechend den
Herstellervorschriften von Zentrifuge (Universal 16A, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen) mit Filterkarten und speziellen Halterungen bestuckt werden, wird
die Zellsuspension auf Objekttrager aufgetragen. Anschlieend erfolgt eine 5-
minttige Zentrifugation (1600 U/min). Nach Abziehen des Uberstandes wird die
Halterung der Zytospins entfernt und die Filterkarte belassen. Nach erneuter
Zentrifugation (1 Minute bei 1600 U/min) werden die Filterkarten aus
getrockneten Objekttragern entfernt. Die Zytospins werden Uber Nacht weiter
luftgetrocknet. Falls die Zytospins nicht anschliefend immunzytochemisch
gefarbt werden, erfolgt die Langzeitlagerung in Plastikbehaltnissen bei -20 °C
bis zur weiteren Aufarbeitung. In Abb. 6 wird die Aufarbeitung des

Knochenmarkaspirates einschlieBlich der Zytospin-Anfertigung dargestellt.
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Abb. 6. Einzelne Schritte der Dichtegradientenzentrifugation und der Zytospin-
Préparation

(A)  Vorbereitung des Knochenmarkaspirates und PBS-L&sung zur Auffiillung
auf 30 ml
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(B)  Auftragung des mit PBS vermischten Knochenmarks auf Ficoll-Hypaque
(Separiermedium)

(C)  Zentrifugation (30 Minuten, 1600 U/min, ohne Bremse)

(D)  Phasen der zentrifugierten Zellsuspension (mononukleére Zellen in der
Interphase)

(E) Vorsichtige Abnahme der Interphase-Zellen, Resuspendieren mit PBS

(F)  Nach erneuter Zentrifugation Abkippen des Uberstandes (Zellpellet),
Waschen mit Erythrozyten-Lysepuffer, Resuspendieren mit PBS

(G)  Zellzdhlung mit Neubauer-Kammer

(H) Bestiicken der SuperFrost Plus-Objekttrdger mit Filterkarten und
speziellen Halterungen, Auftragung der Zellsuspension

() Zentrifugation (5 Minuten, 1600 U/min)

(J)  Farbung am Autostainer

(K)  Geférbte Préparate

(L)  Auswertung am Automated Cell Imaging System (Clarient Inc., Aliso
Valley, CA, USA)

2.2.2.4. Immunzytochemische Farbung

Die Farbung der Zytospins findet automatisiert am Autostainer (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) statt. Die Praparate werden nach
Anfeuchtung der Zellen mit 1 x TBS mit 0,5% Formalin fir 10 Minuten fixiert.
Nach einem Waschschritt werden die Antigene mit Antibody Diluent flr 10
Minuten demaskiert. Anschlielend wird der Panzytokeratin-Antikorper A45-
B/B3 (1:400) (Mikromet AG, Muinchen) aufgetragen und fur 15 Minuten
inkubiert. Nach der Inkubation erfolt ein Waschschritt mit 1 x TBS und
anschlieBend die Bindung mit dem Sekundar-AK (ChemMate Kit Bottle A) flr
15 Minuten. Immunkomplexe, die ungebunden blieben, werden mit 1 x TBS-
Puffer entfernt. Die APAAP Komplex Suspension (ChemMate Kit Bottle B) wird
anschlieBend flr 15 Minuten aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit 1 x
TBS-Puffer werden die Praparate mit dem Substrat Neufuchsin (ChemMate Kit
Mix Bottle C, D, E, F exakt nach Anweisungen des Herstellers) zweimal
inkubiert (jeweils 6 Minuten). Die Substratreaktion wird mit Puffer abgestoppt.
Eine schematische Darstellung des Prinzips der APAAP-Methode ist in Abb. 3
ersichtlich (S. 14).



Material und Methoden

Anschliel3end erfolgt die Gegenfarbung mit Hamatoxilin (Verdinnung 1:3) far 1
Minute. Die Objekttrager werden mit destilliertem Wasser gewaschen und zur
Trocknung bei Raumtemperatur ~ belassen. Zur  anschliellenden
mikroskopischen Auswertung werden die Zytospins mit dem wasserloslichen

Eindeckmedium Aquatex (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.

2.2.2.5. Mikroskopische Auswertung am ACIS-System

Die Detektion von disseminierten Tumorzellen erfolgt ausschlieBlich unter
Verwendung des Automated Cell Imaging System, ACIS (Clarient Inc., Aliso
Valley, CA, USA). Das System automatisiert die Aufgaben des Pathologen und
verbessert damit Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Bild-basierenden
Untersuchungen. Die Vorteile automatisierter Mikroskopie gegeniber manueller
Auswertemethoden konnten in einer Studie von ca. 300 Proben bestatigt
werden. Die Verwendung automatisierter Systeme ergab eine deutliche
Uberlegenheit beziiglich Detektionsrate und Qualitatssicherung, sowie

Reproduzierbarkeit (3, &, 3.

Das ACIS-System besteht aus einem Computer-gesteuerten Mikroskop,
welches Uber eine digitale Kamera an einen Computer mit einer Image
Processing Software, version 2.4.4.7 ausgestattet ist. Das Gerat kann pro Lauf
ca. 100 Praprate analysieren. Die Analyse besteht aus drei Schritten: a)
Fokussieren, b) Detektion von dissseminierten Tumorzellen und c) Erstellung

eines Reports.

Fokussierung

Das ACIS-System sucht in einem ersten Schritt nach 3 Fokuspunkten bei
niedriger VergroRerung (10x) (Abb. 7). Diese werden zufallig selektiert und als
Bilder gespeichert. Nur bei erfolgreicher Fokussierung kann das Scanning der
Zellen beginnen. Die Fokuspunkte dienen zum Ausschluf® ungeeigneter
Praparate, die z. B. eingeschlossene Luftblaschen enthalten oder durch zu altes

Probenmaterial oder fehlerhafte Aufbereitung ein schlechtes Zellbild darstellen.



Material und Methoden

? |

o | Reject | Mark | Accept Al | Reject All ||Jelnir:Hr:im:t:;l Comment | [ ]‘

olzm3nN |~8e 8 e

Aci

Abb. 7. Fokussierung

Drei Fokuspunkte eines Préparats. Zelldichte und Farbintensitdt werden
beurteilt.

Scanning

Nach der Fokussierung werden die Praparate bei niedriger VergrofRerung
gescannt und verdachtige Tumorzellen selektiert. Bildverarbeitungsalgorithmen
analysieren jedes Bild. Ausschlaggebend ist eine zuvor erstellte individuelle
Minimal Residual Disease Applikation, welche morphologische Eigenschaften
und Farbgebung der Tumorzellen definiert. So werden diese Zellen von
Artefakten, Luftblaschen, unspezifischer Farbstoffanlagerungen oder anderen
atypischen Zellen selektiert. Wird bei der Verarbeitung verdachtige Zellbilder
erkannt, dann schaltet die Mikroskopoptik auf eine héhere Vergrofierung und
die Kamera erfasst dann weitere Bilder fur die Analyse. In diesem Schritt der
ACIS-Analyse werden die tumorverdachtigen Zellen mit einer 40x oder 60x

VergrofRerung dargestellt und gespeichert.

Erstellung eines Reports

Nachdem die Analyse abgeschlossen ist, werden die gespeicherten Bilder in
Form eines Slide Reports angezeigt und kdnnen hier nochmals von einem

Experten beurteilt werden.
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2.2.2.6. Auswertungskriterien

Die Beurteilung immunzytochemischer Farbungen erfolgt immer im
morphologischen Kontext. Die Zytomorphologie der Zelle, unter anderem Grole
und Form des Zellkerns, die Auspragung der Antikérperanreicherung, die
Intensitat des Farbstoffs und die Eindeutigkeit der Anreicherung werden in die
Beurteilung miteinbezogen, um Zytokeratin-positive hamatopoetische oder
epidermale Zellen von epithelialen Tumorzellen abzugrenzen. Abb. 8 zeigt

einige Beispiele der im Knochenmark aufzufindenden Zellen.

Die Identifikation von disseminierten Tumorzellen richtet sich nach den
Konsensusempfehlungen der Deutschen, Osterreichischen und
Schweizerischen Gesellschaften fiir Senologie (°?). Die Kriterien werden in Tab.

5 aufgelistet.

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

Zytomorphologie und Phanotyp disseminierter Tumorzellen

» vergroRerter Zellkern

Verhaltnis Zellkern/Zytoplasma > 1

Granulierter Zellkern (unregelmafige Struktur des Zellkerns)

Groflde Nukleoli

Zellkluster

Starkes und/oder unregelmaRig gefarbtes Zytoplasma

Immunzytologische Farbung bedeckt zumindest partiell Zellkern

evtl. perinukldere Farbverdichtung

Einzelne Zytokeratinfilamente sind erkennbar (netzartige Struktur)

V|V |V |V |V |V |V |V |V

Tumorzellen gréfler als hamatopoetische Zellen
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Abb. 8. Beispiele der im Knochenmark aufzufindenden Zellen

(A-C) Tumorzellen mit typischer Morphologie und eindeutigem Staining
(D-E) Tumorzell-Cluster

(F)  Unspezifisches Staining, hdmatopoetische Zelle

Die fehlerfreie Auswertung potentieller DTZ bereitet Schwierigkeiten. Aus
diesem Grund soll eine Objektivierung der Auswertungskriterien angestrebt
werden (Tab. 5). Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden
Zytospinpraparate immer durch 2zwei unabhangige erfahrene Zytologen

ausgewertet. Die Patientendaten waren den Untersuchern nicht bekannt.

2.2.2.7. Kontrollen

Die Nachweisgrenze dieser Methode wurde mit Hilfe von Verdlinnungsreihen
mit MCF-7 Zellen bestimmt. Unterschiedliche Praparationen von MCF-7 Zellen
(10°, 10° 10% 10° 10? 10! Zellen) wurden jeweils mit 10 ml Blut von einem
gesunden Spender vermischt und anschlie®end wie Patientenproben
verarbeitet. Die Nachweisgrenze fur dieses Verfahren betragt 1 MCF-7-Zelle in
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1,5 x 10° MNC. Jeder Lauf beeinhaltete zusitzlich positive und negative

Kontrollpraparate zur Sicherung der Sensitivitat und Spezifitat.

Positivkontrollen

Positivkontrollen bestanden aus Praparaten mit peripheren mononuklearen
Zellen, die mit 10% MCF-7 Zellen gespikt wurden. Die Zellkulturzellen wurden
geerntet und mehmals mit PBS-Puffer gewaschen und in 10 ml PBS
resuspendiert. Eine Konzentration von 1,5 x 10° MNC-Zellen / ml wurde
eingestellt. Die gewaschenen MCF-7 Zellen wurden in entsprechender Menge
zu der Suspension mit MNC zugeflgt, so daf3 die Endkonzentration von MCF-7
Zellen 10% betrug. Die hergestellten Zystospins wurden bei -20 °C eingefroren

und vor jedem Lauf aufgetaut.

Negativkontrollen

Die Praparation von Negativkontrollen erfolgte analog zu den Positivkontrollen,
nur ohne Beimengung von Tumorzellen. Negativkontrollen bestanden
ausschlieBlich aus mononuklearen Zellen vom gesunden Spender und wurden

bei jedem Farbelauf wie Patientenproben behandelt.

Isotypenkontrolle

Zur Sicherung der Spezifitdt wurde eine Isotypenkontrolle durch Klon MOPC21
(#555746, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) mitgefuhrt. Die
Isotypenkontrolle beeinhaltete eine Positivkontrolle mit MCF-7 Zellen, die aber
nach einem geanderten Farbeprotokoll bearbeitet wurde. Der Sekundar-AK

wurde mit dem Anti-Maus-Immunglobulin 1IgG1, K ersetzt.
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2.2.3. RT-PCR
2.2.3.1. Stabilisierung der mRNA

Knochenmarkaspirate werden sofort nach Ankunft im klinischen Labor mit dem
RNA/DNA Stabilization Reagent for Blood/Bone Marrow (Roche Diagnostics,
Mannheim) auf 50 ml aufgefullt und bei -20 °C eingefroren. Das
Guanidinisothiocyanat und Detergenz enthaltende Reagenz inhibiert die
RNAsen und verhindert somit die Degradierung von Nukleinsduren. Sobald 5-6
Proben vorhanden waren (,Batching”), werden sie bei Raumtemperatur

aufgetaut.

2.2.3.2. Isolierung der RNA

Die mRNA Extraktion und Aufreinigung erfolgt mit dem mRNA Isolation Kit for
Blood/Bone Marrow (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) exakt nach
Gebrauchsvorschrift. Dieses Kit enthalt alle erforderlichen Reagenzien fur die

Isolierung der mRNA aus der Blut-/Knochenmarkprobe.

Das Prinzip der mRNA-Isolation mit Hilfe dieses kommerziell erhaltlichen Kits
basiert auf der magnetischen Separation von Nukleinsauren und wird in Abb. 9
dargestellt. Im ersten Schritt werden alle Nukleinsauren (DNA, RNA) von
ubrigen Lysatbestandteilen getrennt. AnschlieRend erfolgt die Extraktion von

MRNA aus dem Nukleinsauregemisch.
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—

Abb. 9. Schematische Darstellung der mRNA-Isolation mit dem mRNA Isolation
Kit for Blood/Bone Marrow (Roche Molecular Biochemicals)

Quelle: Instruction Manual, Firma Roche

(1) Lyse und Stabilisierung des Knochenmarkaspirates mit Hilfe des
RNA/DNA Stabilization Reagent (Roche Molecular Biochemicals)

(2)  Zugabe der magnetischen Glaspartikel (MGPs). MGPs binden an
Nukleinsduren (DNA, RNA) wéhrend der Inkubation

(3) MGPs und damit die DNA/RNA werden magnetisch oder durch
Zentrifugation von den (lbrigen Lysatbestandteilen getrennt und
gewaschen

4) Nukleinséduren werden von den MGPs eluiert

(5) Zugabe von oligo(dT) und Streptavidin-markierten Magnetpartikeln
(SMPs). mRNA wird gebunden

(6) SMPs und damit mRNA werden von dem (ibrigen Nukleins&uregemisch
(DNA, rRNA, tRNA) magnetisch getrennt und gewaschen

(7)  mRNA wird eluiert
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Isolierung der Nukleinsduren

60 mg MGPs (magnetische Glaspartikel) werden zu der mit dem RNA/DNA
Stabilization Reagent for Blood/Bone Marrow geflllten KM-Probe
hinzugegeben. Es folgt eine Inkubationszeit von 30 Minuten auf einem
Rolleninkubator (Dynal Sample Mixer, Dynal, Hamburg) bei Raumtemperatur
und anschliel3end eine Zentrifugation fur 2 Minuten bei 1100 x g (Biofuge primo,
Heraeus Instruments). Nach dem AbgieRen des Uberstands wird das Pellet
(MGPs und Nukleinsauren) in 1 ml Waschpuffer gelést und in ein 2 ml
Reaktionsgefal® (Eppendorf, Hamburg) uberfuhrt. Mit Hilfe eines magnetischen
Separators werden die MGPs mit den gebundenen Nukleinsauren abgetrennt

und der Uberstand abpipettiert und verworfen.

Die MGPs werden mit 1 ml Waschpuffer resuspendiert und anschlielend
magnetisch separiert. Der Uberstand wird verworfen. Der Waschschritt wird
dreimal wiederholt. AnschlieBend wird die Probe mit 1 ml Elutionspuffer
vermischt und 5 Minuten bei 70 °C in einem Thermoschuttler (Thermomixer
comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert (1400 U/min). Die nicht mehr an
DNA/RNA gebundene MGPs werden durch magnetische Separation von den
Nukleinsauren getrennt und verworfen. 100 pl Streptavidin-markierte

Magnetpartikel (SMPs) werden in ein frisches Reaktionsgefal’ tberfuhrt.

Isolierung der mRNA

Nach der magnetischen Abtrennung vom Aufbewahrungspuffer wird 0,5 ml
Hybridisierungsreagenz zu den SMPs hinzugefugt und durch Auf- und

Abpipettieren vermischt.

Das Hybridisierungsreagenz enthalt Biotin-markierte oligo(dT), die sowohl an
die SMPs (Biotinanteil), als auch spezifisch an die mRNA binden kénnen. Das
Gemisch wird fir 5 Minuten bei 37 °C und anschlieRend 3 Minuten bei
Raumtemperatur im magnetischen Separator inkubiert. Nach dem Verwerfen
des Uberstandes werden die verbliebenen SMPs mit der gebundenen mRNA in
einem Waschpuffer resuspendiert und anschlie®end durch magnetische
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Separation erneut abgetrennt. Der Uberstand wird abpipettiert und verworfen.
Dieser Waschschritt wird zweimal wiederholt. Zu der Probe werden 20 ul
,DEPC-treated” Wasser hinzugegeben. Es folgt eine Inkubation flr 2 min bei 70
°C, um die Bindung der mRNA mit den SMPs zu I6sen. Nach der erneuten
magnetischen Separation wird der Uberstand mit der eluierten mRNA sofort in
ein frisches Reaktionsgefal® uberfuhrt. Die im ,DEPC-treated” Wasser geloste
MRNA wird sofort weiter verarbeitet. Alternativ erlaubt das Protokoll auch die

Aufbewahrung der mRNA-Proben bei -20 °C zur weiteren Aufarbeitung.

2.2.3.3. ,One-Step” RT-PCR

Die real-time RT-PCR erfolgt mit dem LightCycler RNA Master HybProbe Kit
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim). Die im Kit erhaltene thermostabile
Tth- (Thermus Thermofilus-) DNA-Polymerase fungiert sowohl als RNA-
abhangige Reverse Transkriptase, als auch DNA-abhangige DNA-Polymerase
und erlaubt somit die Durchfihrung beider Schritte der RT-PCR in einem

Reaktionsgefal} (,One-Step”).

Die Hybridisierungssonden-Technologie basiert auf dem Fluoreszenzresonanz-
Energietransfer (FRET-Phanomen). Zwei spezifisch markierte Oligonukleotid-
sonden (Donor und Akzeptor) binden am amplifizierten Fragment wahrend der
Verlangerungsphase des PCR-Zyklus. Die am 3'-Ende mit Fluoreszein
markierte Sonde fungiert als Donor-Fluorophor und wird mit der Lichtquelle des
LightCycler-Systems angeregt. Das Donor-Fluorophor Ubertragt seine Energie
auf das Akzeptor-Fluorophor (am 5-Ende mit LightCycler Red markierte
Sonde), wenn dieses sich in unmittelbarer Nahe befindet. Der Akzeptor-
Farbstoff emittiert Licht mit einer langeren Wellenlange, wobei die Lichtquelle
den Akzeptor-Farbstoff nicht direkt anregen kann. Die Lichtemission des
Akzeptor-Fluorophors wird im LightCycler-System wahrend jedes PCR-Zyklus
gemessen (Abb. 10).
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@ Donor
@ Akzeptor

gemessene Emission

Abb. 10. Fluoreszenzresonanz-Energietransfer-Phdnomen (FRET-Ph&nomen)

Das LightCycler RNA Master HybProbe Kit enthalt alle zur Durchfihrung von
,One-Step” RT-PCR bendtigten Reagenzien: Tth-DNA-Polymerase, Reaktions-
buffer, Nukleoside, Mn(OAc), und PCR-geeignetes Wasser. Es wird nach den
Anweisungen des Herstellers ein MasterMix vorbereitet, das spezifische Primer
und Sonden in entsprechender Konzentration enthalt (Tab. 6). Das Design der
Sequenzen der Primer und Sonden wurde von TIB Molbiol, Berlin erstellt
(Sense-Primer: AGATC CTGAG TGACA TGCGA A; Anti-Sense-Primer:
CCCAG CTGGG CTTCA ATAC; Donor-Sonde: CCCTT CAGGG GTCTT
GAGAT GAGC-FL; Akzeptor-Sonde: LC-Red-640-GCAGT CACAG CTGAG
CATGA AAGC). Das Amplifikationsprodukt ist etwa 308bp lang. Die
unspezifische Primerelongation wird durch die Verwendung von Aptameren
verhindert, die im aktiven Zentrum der Polymerase binden und jegliche
enzymatische Reaktion unterhalb des Temperaturoptimums des Enzyms
inhibieren. Die optimale Mn(OAc),-Konzentration wurde in vorgeschalteten

Experimenten ermittelt.
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Tab. 6. Herstellung des MasterMix fiir die ,One-Step” RT-PCR mit Hilfe des
LightCycler RNA Master HybProbe Kits (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim)

Reagenz Volumen Konzentration im
MasterMix

H.,O, PCR-grade 6,2 ul -

Mn(OACc)2, 50 mM 1,3 pl 3,25 mM

PCR Primer Mix, 10x konz. 2,0 ul 0,50 uM

HybProbe Sonden Mix , 10x konz. 2,0 ul 0,25 uM

LightCycler RNA Master HybProbe, 7,5 ul 1x

2.7% konz.

Gesamtvolumen 19 ul

Die LightCycler-Kapillaren (Roche Diagnostics, Mannheim) werden jeweils mit
19 pl MasterMix und 1 yul mRNA aufgefullt und in LightCycler Zentrifuge-Adapter
platziert (Roche Diagnostics, Mannheim) und herunterzentrifugiert. Die
Kapillaren werden in das LightCycler Proben-Karussell Ubertragen und in das
LightCycler 1.2.-Instrument eingesetzt. Reverse Transkription wird bei 61 °C fur
20 min durchgefuhrt und ist direkt der PCR vorgeschaltet (Hotstart bei 95 °C fur
30 sec). Es werden anschlielend 50 Zyklen durchgefuhrt, die jeweils aus drei
Phasen bestehen: 1 sec bei 95 °C, 15 sec bei 55 °C, 13 sec bei 72 °C. Abb. 11
zeigt schematisch einzelne Schritte der PCR-Reaktion. Die Aufarbeitung des
Knochenmarkaspirates einschliefdlich der mRNA-Isolation und RT-PCR wird in
Abb. 12 veranschaulicht.
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Abb. 11. Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der
Polymerasekettenreaktion

Quelle: Instruction Manual, Firma Roche

(1) Die Erhitzung der Reaktionslésung (Original-DNA, Polymerasen, zwei
Primer, Desoxynukleosidtriphosphate, Mg?*-Jonen, Pufferlésungen) auf
ca. 92-96 °C erzeugt eine Trennung der beiden komplementdren DNA-
Strénge (Denaturierung).

(2) Nach dem Herabsetzen der Temperatur auf ca. 55-65 °C lagern sich die
beiden Primer (,upstream” und ,downstream”) an der Ausgangmatrize an
(Hybridisierung). So wird der Startpunkt fiir die Polymerasen definiert.

(3) Beider optimalen Temperatur von ca. 68-72 °C beginnt die Verldngerung
des DNA-Strangs durch die Polymerasen.
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Abb. 12. Einzelne Schritte der mRNA-Isolation und RT-PCR

(A) mRNA Isolation Kit for Blood/Bone Marrow (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim)

(B)  Zugabe der an Nukleinsduren bindenden magnetischen Glaspartikel
(C) Inkubation auf dem Rotator (30 Minuten)
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(D)  Zentrifugation (2 Minuten, 1100 x Q)
(E) Das Pellet der magnetischen Glaspartikel und Nukleinséuren
(F)  AbgieBen des Uberstands

(G) Waschen mit dem Waschpuffer und Trennung von Glaspartikeln mittels
magnetischen Separators

(H)  Auffilung der LightCycler-Kapillaren (Roche Diagnostics, Mannheim) mit
MasterMix und mRNA

() Zentrifugation im LightCycler Zentrifuge-Adapter (Roche Diagnostics,
Mannheim)

J) Platzierung der Proben im LightCycler-Probenkarussell (maximal 32
Proben)

(K)  Das LightCycler-System fiir ,,One-Step” RT-PCR
(L)  Analyse der Amplifikationskurven

Schmelzkurvenanalyse

Um zu beweisen, dass ausschlieBlich das gewilinschte PCR-Produkt amplifiziert
wurde, wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, anhand derer der GC-
Gehalt des Produktes und somit indirekt die Fragmentlange und dadurch die
Spezifitat bestimmt werden kann. Dazu wird nach abgelaufener PCR das
Reaktionsgemisch langsam kontinuierlich auf 95 °C erhitzt. Bei einer fur das
Fragment spezifischen Schmelztemperatur wird der aufgeschmolzene
Doppelstrang wieder ein einzelstrangiges Molekul. Der Fluoreszenzabfall wird
vom LightCycler-Instrument als Schmelzgipfel angezeigt. Die Abwesenheit von
zusatzlichen Schmelzgipfeln beweist, dass die PCR nur ein einziges

Amplifikationsprodukt hervorgebracht hat.

Etablierung einer Standardkurve

MCF-7 Zellen (ATCC®-Nr. HTB-22 von American type culture collection)
wurden mit Trypsin geerntet und nach mehrmaligem Waschen ausgezahlt. 10°
Zellen wurden isoliert. 60 ml Blut von gesunden Spendern wurde mit MCF-7

Zellsuspensionen in einer geometrischen Verdunnungsreihe zugemischt. Die
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Proben wurden anschlieliend nach dem RT-PCR-Protokoll aufgearbeitet und
eine Standardkurve wurde erstellt (Abb. 13).

Die Patienten-PCR-Produkte werden mit der Fit Points Method der LightCycler
Quantifizierungs-Software 3.5 analysiert, wobei die ermittelten Crossing Points

mit der importierten und zuvor etablierten Standardkurve verglichen werden.

mRNA from
5%10% MCF-cells
Ba0—
mRMNA from
| 5x%10" MCF-cells
D 25—
-g 35 mRNA from
s 4 5x102 MCF-cells
rt
S
=3 30— mRNA from
o 5%10% MCF-cells
25—
I . I A | 4 I 1 I ! I 2 I A |
05 1 1 2 25 3 35 4

Log Concentration

Abb. 13. Standardkurve der ,One-Step” RT-PCR. Eine geometrische
Verdiinnungsreihe der MCF-7 Zellen wurde analysiert.

Der Arbeitsplatz wird taglich mit RNAse Zap (Ambion) abgewischt und es
werden nur spezielle Pipetten und Filterpipettenspitzen verwendet. Handschuhe
werden zu jeder Zeit getragen und haufig gewechselt, um die Gefahr der RNA-

Degradierung durch kontaminierende RNAsen zu minimieren.

Herstellung einer Positivkontrolle

Jeder Lauf beinhaltet sowohl Negativ- als auch Positivkontrolle, wobei die
Negativkontrolle statt Patienten-mRNA PCR-geeignetes Wasser enthalt. Als
Positivkontrolle wird 10 ml Blut eines gesunden Spenders mit zugegebenen 103
MCF-7 Zellen (in PBS suspendiert) verwendet. Die Proben wurden mit dem
RNA/DNA Stabilization Reagent for Blood/Bone Marrow auf 50 ml aufgefullt und
wie Patientenproben behandelt. Auf diese Weise hergestellte mMRNA-

Positivkontrollen werden bei -20 °C eingefroren, vor jedem Lauf aufgetaut und
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Proben-Batch zugefugt. Da durch repetitives Auftauen die mRNA degradieren
konnte, werden aliquotierte Testrohrchen der MCF-7 Kontrollen nicht haufiger

als 5-mal verwendet.

2.2.4. Statistik

Die statistische Analyse der Patientendaten wurde mit SPSS 15.0 und JMP 5.1

fur Windows XP vorgenommen.

Wir untersuchten Assoziationen zwischen immunzytochemischen bzw. RT-
PCR-basierten Nachweis von Tumorzellen und anderen klinisch-pathologischen
Faktoren (Chi-Square-Test). Kategorische Variablen mit mehr als zwei
Kategorien wurden bezuglich eines Trends untersucht. Die Irrtums-

wahrscheinlichkeit wurde mit o = 0,05 festgelegt.

Die Positivitatsraten von Immunzytochemie und RT-PCR wurden mittels des

Fisher’s Exact-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95% verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Daten der Patientinnen

Im Rahmen der Kklinischen Studie wurden beide Verfahren an 405
Knochenmarkaspiraten eingesetzt. Davon wurden 331 Patientinnen bei
primarem Mammakarzinom im Rahmen der Operation intraoperativ punktiert
(Tab. 7). Eine neoadjuvante Chemotherapie war zu diesem Zeitpunkt bei 29
Patientinnen bereits durchgefihrt worden. Weitere 19 Mammakarzinom-
patientinnen wurden bei Rezidiv oder Metastasierung wahrend ihres
Klinikaufenthalts punktiert. Bei 55 Frauen mit Mammakarzinom in der
Anamnese wurde eine sekundare Kontrollknochenmarkspunktion durchgefiuhrt.
Bei diesen Patientinnen bestand zum Zeitpunkt der Punktion kein Hinweis auf

das Vorliegen eines Rezidivs oder einer Metastasierung.

Tab. 7. Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Anzahl der Patientinnen N=405
Primares Mammakarzinom 331
Primare operative Therapie / keine neoadjuvante Chemotherapie 302
Stadium | 207
Stadium I 50
Stadium Il 33
Stadium IV 12
Nach der neoadjuvanten Therapie 29
Rezidiv / Metastasiert 19
Kontrollpunktion 55
Total 405

3.1.1. Altersverteilung

Die Anzahl der zu unserem Kollektiv gehdrenden Falle liegt bei 405. Das

mediane Alter der Patientinnen betrug 57 Jahre (Abb. 14). Die jungste Patientin



Ergebnisse

war zur Zeit der Knochenmarkspunktion 22 Jahre, die alteste 87 Jahre alt
(Mitelwert 57, Standardabweichung 11 Jahre).

Anzahl der Patientinnen

Alter

Abb. 14. Altersverteilung des Patientenkollektivs
3.1.2. Klinisch-histologische Daten der primar operierten Patientinnen

Bei 302 Patientinnen wurde eine primare Operation durchgefuhrt. Klinisch-

histologische Daten dieser Subgruppe sind in Tab. 8 dargestellt.

Wie das Balkendiagramm der Stadieneinteilung verdeutlicht (Abb. 15), stellen
207 Patientinnen mit Stadium | der Erkrankung die grote Subgruppe (69%)
des Kollektivs dar. Weitere 83 Patientinnen wurden mit Mammakarzinom im

Stadium II/11l diagnostiziert. Lediglich 12 Patientinnen wiesen Stadium IV auf.
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Tab. 8. Klinisch-pathologische Daten des primér operierten Patientenkollektivs

Merkmal Anzahl der Patientinnen
N
(N=302) G

Lokalisation des Tumors

Rechts 149 49%

Links 141 47%

Bilateral 12 4%
Grading

G1 24 8%

G2 226 79%

G3 36 13%
Histologie

Duktal invasiv 175 61%

Lobular invasiv 54 19%

Duktal-lobular 34 12%

Tubular 13 5%

Muzinos 4 1%

Medullar 4 1%

Anderer Typ 5 2%
Stadium

| 207 69%

1] 50 17%

" 33 11%

v 12 4%
TumorgroRe

T1 208 69%

T2 84 28%

T3 8 3%

T4 2 1%
Lymphknotenstatus

Neg 219 72%

Pos 83 28%
Metastasierung

MO 290 96%

M1 12 4%
Lymphangiosis carcinomatosa

LO 263 92%

L1 22 8%
ER Status

Neg 50 18%

Pos 234 82%
PR Status

Neg 93 33%

Pos 189 67%
Her-2/neu Status

Neg 237 87%

Pos 36 13%
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Abb. 15. Verteilung der Stadien im Kollektiv der primér operierten Patientinnen

3.2. Analyse des KM-Aspirates mittels Immunzytochemie

405 Knochenmarkaspirate wurden immunzytochemisch untersucht. In 139

(34%) Proben konnten Zytokeratin-positive Zellen nachgewiesen werden.

Abb. 16 zeigt eine disseminierte Tumorzelle aus dem Knochenmarkspunktat
einer Patientin mit primarem Mammakarzinom. In Abb. 17 sind angefarbte
Zellen in einer Ubersicht dargestellt; diese wurden durch einen Zytologen

anschlieRend bewertet.
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Abb. 16. Zytokeratin-positive Zelle aus dem Knochenmarkaspirat einer
Mammakarzinompatientin

Die Morphologie der Zelle und der Anfarbungstyp entsprechen den Kriterien der
Konsensus-Empfehlungen zur Tumorzelldiagnostik (positive Zytokeratin-
Anféarbung, groBer Nukleus, hohes Nukleus-Zytoplasma-Verhéltnis, Nukleus
teilweise durch Zytokeratin-Anféarbung bedeckt, *°).

Accept | Reject Mark | Accept All | Reject All |Ih:h:(r-)lx:|v:x,1u| Comment | [T |

Abb. 17. Mehrere Zellen aus dem Knochenmarkspunktat aufbereitet fir die
morphologische Beurteilung durch einen erfahrenen Zytologen
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3.2.1. Anzahl der Zytokeratin-positiven Zellen

Die Anzahl der disseminierten Zellen variierte zwischen 1 und 8 mit dem
Mittelwert von 2,17 und Standardfehler des Mittelwerts von 0,11 (Abb. 18).

60—

50—

40—

30—

Anzahl der Patientinnen

20

10

0 [ 1 [ 1

1 2 3 4 5 6 7 8
Anzahl der Zellen

Abb. 18. Verteilung der Anzahl immunzytochemisch positiver Zellen
3.2.2. Immunzytochemische Befunde in unterschiedlichen Subkollektiven

In Abb. 19 wird der immunzytochemische Knochenmarksbefund in Abhangigkeit
von der Klinischen Situation der Patientin dargestellt. Die hdchste
Positivitatsrate (58%) wurde in der Subgruppe der Patientinnen mit Rezidiv /
Metastasierung beobachtet. Hingegen blieben 20% der Patientinnen ohne
Hinweis auf Reaktivierung der Erkrankung (sekundare Kontrollpunktionen)

positiv.



Kontrollpunktion

Rezidiv / Metastasiert

Primédres Mammakarzinom nach
der neoadjuvanten Therapie

Primares Mammakarzinom /
keine neoadjuvante Therapie

Ergebnisse

Anzahl der Patientinnen

\
Knochenmarkstatus

W 20% (Immunhistochemie)

i neg ®Wpos

M 53%

M 55%

F 33%
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Abb. 19. Korrelation des immunzytochemischen Befundes mit der klinischen

Situation der Patientin

In Tab. 9 ist eine Ubersicht dargestellt, die einerseits die immunzytochemische

Positivitatsrate (ICC-positiv) der jeweiligen Patientinnen-Subgruppe darstellt,

andererseits die durchschnittiche Anzahl der disseminierten Tumorzellen

enthalt und auch Aufschluss darlber gibt, wie hoch im Vergleich dazu die

mittlere Anzahl bei den jeweils ICC-positiven Patientinnen war (p = 0,002).

Tab. 9. Korrelation des Knochenmarkstatus (ICC) und der Anzahl der
disseminierten Tumorzellen mit klinischen Faktoren

Anzahl der Patientinnen N ICC-positiv | Anzahl der DTZ
n %

Primares Mammakarzinom 331 | 117 | 35% 2,210,127
Primare operative Therapie / 302 | 101 | 33% 2,0(0,1)
keine neoadjuvante Therapie
Nach der neoadjuvanten Therapie 29 16 | 55% 3,6 (0,5)

Rezidiv / Metastasiert 19 11| 58% 2,1(0,3)

Kontrollpunktion 55 11| 20% 1,7 (0,3)

Total 405 | 139 | 34% 2,2 (0,1)

! Mittelwert

2

Standardfehler des Mittelwerts
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3.3. Analyse des Knochenmarkaspirates mittels RT-PCR
3.3.1. Korrelation mit klinisch-histologischen Daten

142 von 405 (35%) Knochenmarkaspiraten wurden mittels qualitativer RT-PCR

als positiv beurteilt. In Abb. 20 ist ein Beispiel einer real-time RT-PCR Analyse
abgebildet.

Step 1: Baseline | Step 2: Analysisl
Eome—

] P
|

0.015—

j I;j, \.\\.‘ |
0.014 1 / \
0013 =

0.012—

0.011—

positive Proben

negative Proben

25
Cycle Number

Abb. 20. LightCycler-Amplifikationskurven

Die x-Achse beschreibt den Zeitpunkt (PCR-Cycle Number), bei welchem die
PCR in die Amplifikationsphase (berging. Die y-Achse veranschaulicht die
Intensitéat der Fluoreszenz.

In diesem Beispiel werden 5 Proben amplifiziert (positiv). Bei weiteren 5 Proben
fiel das PCR-Ergebnis negativ aus (keine Amplifikation nachweisbar)

Abb. 21 und Tab. 10 veranschaulichen die Verteilung der Befunde innerhalb der
klinischen Patientinnengruppen. Die hochste Positivitatsrate ergab sich in der
Subgruppe neoadjuvant vorbehandelter Patientinnen (48%), gefolgt von
Patientinnen mit Rezidiv / Metastase (42%) und primar operierten Patientinnen
(37%). Die niedrigste Positivitatsrate wurde im Kollektiv der Patientinnen mit
Kontrollpunktion beobachtet (15%) (p = 0,004).



Kontrollpunktion :
4 B 5%

Rezidiv / Metastasiert . 42

Primares Mammakarzinom nach der
neoadjuvanten Therapie . 48%

Primares Mammakarzinom / keine

neoadjuvante Therapie 37% |
| | I

]
Knochenmarkstatus
(RT-PCR)

neg ®mpos

Ergebnisse

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Anzahl der Patientinnen

Abb. 21. Korrelation des mittels RT-PCR ermittelten Knochenmarkstatus mit

der klinischen Situation der Patientin

Tab. 10. Korrelation des Knochenmarkstatus (RT-PCR) mit klinischen Faktoren

Anzahl der Patientinnen N RT-PCR positiv

n %
Primares Mammakarzinom 331 126 38%
Primare operative Therapie / 302 112 37%

keine neoadjuvante Therapie

Nach der neoadjuvanten Therapie 29 14 48%
Rezidiv / Metastasiert 19 8 42%
Kontrollpunktion 55 8 15%
Total 405 142 35%
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3.4. Vergleich der RT-PCR mit Immunzytochemie
3.4.1. Korrelation der Positivitatsraten beider Methoden

Knochenmarksproben von 405 Patientinnen wurden mit Immunzytochemie und
RT-PCR untersucht. Bei 294 (73%) Knochenmarkaspiraten lieferten beide
Methoden das gleiche Ergebnis (p<0,001 mit Chi-Quadrat-Test; Tab. 11).

111 Befunde waren hingegen diskordant. Die Positivitatsraten von ICC und RT-
PCR waren 34% und 35%, respektive. 196 von 405 (48%) Aspirate waren bei

mindestens einem Verfahren positiv.

ICC positiv ICC negativ Total
RT-PCR positiv 85 (21%) 57 (14%) 142 (35%)
RT-PCR negativ 54 (13%) 209 (52%) 263 (65%)
Total 139 (34%) 266 (66%) 405 (100%)

Unter KM-Aspiraten von Patientinnen mit primarem Mammakarzinom lieferten
35% (ICC) und 38% (RT-PCR) ein positives Ergebnis (Tab. 9, Tab. 10).
Hingegen im rezidivierten / metastasierten Kollektiv und in der Gruppe von
Patientinnen nach neoadjuvanter Chemotherapie war die ICC-Positivitatsrate
hoher (Tab. 12).
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Tab. 12. Verteilung der Befunde in Abhéngigkeit von Methode und klinischer

Situation der Patientin

Anzahl der Patientinnen N ICC-positiv RT-PCR-positiv
N % n %
Primares Mammakarzinom 331 117 35% 126 38%
Primare operative Therapie / keine | 302 101 33% 112 37%
neoadjuvante Chemotherapie
Stadium | 207 71 34% 76 37%
Stadium I 50 13 26% 19 38%
Stadium 11l 33 14 42% 13 40%
Stadium IV 12 3 25% 4 33%
Nach der neoadjuvanten Therapie 29 16 55% 14 48%
Rezidiv / Metastasiert 19 11 58% 8 42%
Kontrollpunktion 55 11 20% 8 15%
Total 405 139 34% 142 35%

Abb. 22 veranschaulicht die Verteilung der Befunde in Abhangigkeit von

verwendeter Methode in verschiedenen Patientensubkollektiven.

Total

Primares Mammakarzinom / keine
neoadjuvante Therapie

Primares Mammakarzinom nach der
neoadjuvanten Therapie

Rezidiv/ Metastasiert

Sekundare Knochenmarkspunktion

—
e
—

1 1 ‘ |
\
| mIHC

W RT-PCR

0%

10% 20% 30% 40% 50% 60%

Prozentualer Anteil KM-positiver Patientinnen

70%

Abb. 22. Verteilung der Befunde in Abhéngigkeit von Methode und klinischer

Situation (in %)
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3.4.2. Korrelation mit etablierten klinisch-histologischen Faktoren

Die Ergebnisse beider Verfahren wurden innerhalb der Gruppe der primar
operierten Patientinnen unter Einbeziehung Kklinisch-pathologischer Daten
verglichen. 302 Patientinnen konnten in diese Analyse eingeschlossen werden.
In diesem Kollektiv wiesen 33% Tumorzellen in der Immunzytochemie auf.
Hingegen waren 37% in der RT-PCR positiv. Tab. 13 bietet eine Ubersicht der
Positivitatsraten beider Methoden und der Korrelation mit etablierten
prognostischen Faktoren wie TNM-Stadium, Grading, Hormonrezeptorstatus
und anderen. Es konnte keine Korrelation zwischen DTZ-Nachweis, sowohl
immunzytochemisch, als auch mittels RT-PCR, und den klinisch-histologischen

Faktoren festgestellt werden (p > 0,05).
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Tab. 13. Korrelation der Befunde mit Klinisch-pathologischen Daten des
Patientenkollektivs

ICC positiv RT-PCR positiv
Merkmal N n % p-value n % p-value
Total 302 101 33% 112 37%
Lokalisation des ns s
Tumors " e
Rechts 149 50 34% 55 37%
Links 141 49 35% 51 36%
Bilateral 12 2 17% 6 50%
Grading n.s. n.s.
G1 24 4 17% 7 29%
G2 226 79 35% 82 36%
G3 36 16 44% 17 47%
Histologie n.s. n.s.
Duktal invasiv 175 59 34% 66 38%
Lobular invasiv 54 18 33% 21 39%
Duktal-lobular 34 13 38% 11 32%
Anderer Typ 26 10 39% 10 39%
Stadium n.s. n.s.
I 207 71 34% 76 37%
Il 50 13 26% 19 38%
[-1v 45 17 38% 17 38%
TumorgroRe n.s. n.s.
Tl 208 67 32% 77 37%
T2 84 29 35% 30 36%
T3 8 5 63% 5 63%
T4 2 0 0% 0 0%
Lymphknotenstatus n.s. n.s.
Neg 219 71 32% 80 37%
Pos 83 30 36% 32 39%
Metastasierung n.s. n.s.
MO 290 98 34% 108 37%
M1 12 3 25% 4 33%
Lymphangiosis
cgrc?nomgtosa n.s. n-s.
LO 263 89 34% 98 37%
L1 22 9 41% 8 36%
ER Status n.s. n.s.
Neg 50 16 32% 19 38%
Pos 234 81 35% 88 38%
PR Status n.s. n.s.
Neg 93 36 39% 29 31%
Pos 189 60 32% 78 41%
Her-2/neu Status n.s. n.s.
Neg 237 83 35% 86 36%
Pos 36 9 25% 16 44%

Abkiirzungen: n.s. — nicht signifikant
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3.5. Einsetzbarkeit der RT-PCR in der klinischen Routine-
diagnostik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das neu etablierte RT-PCR-basierte
Verfahren im klinischen Setting an einem Kollektiv von 405 Patientinnen
evaluiert. Zu den wichtigsten Aspekten der Methodenevaluation gehorten:
Sensitivitat/Spezifitat, Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, Dauer (auch Dauer

der manuellen Verarbeitung), Kosten und Personalbeteiligung.

Sowohl die RT-PCR, als auch Immunzytochemie verfigten Uber vergleichbar
hohe Sensitivitat und Spezifitdt. Die Zeit der manuellen Aufarbeitung
unterschied sich nicht, jedoch die Zeit vom Anfang der Bearbeitung bis zum
Ergebnis war fur die RT-PCR wesentlich kurzer als fir ICC (5 Stunden vs. 2
Tage). Dies wird durch nétiges Auftrocknen der Objekttrager bei der
Immunzytochemie bedingt. Die Kosten pro Probe waren niedriger bei der
Immunzytochemie (13 € vs. 35 €), darunter werden aber die Personalkosten
nicht berlcksichtigt. Durch Moéglichkeit der Proben-,Batching” bei der RT-PCR
wird die Personalbelastung reduziert.

In der Tab. 14 werden die beiden Verfahren hinsichtlich der relevanten Aspekte

der Routinediagnostik verglichen.
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Tab. 14. Methodologischer Vergleich der Standard-Immunzytochemie und RT-

PCR am LightCycler

Immunzytochemie RT-PCR
Zielantigen / Ziel-mRNA CK 8, 18, 19 CK19-mRNA
Target Protein, stabil MRNA, instabil
Sensitivitit 1-5 Zellen pro 10° MNC | 5 Zellen pro 10° MNC
Falsch-positive Falsch-positive
I Ergebnisse: 1/ 100; Ergebnisse: 1/ 100;
Spezifitat i - »
Epithel-spezifischer Sequenz-spezifische
Antikérper Primer
Anreicherung Ja (Dichtegradienten- Nein
zentrifugation)
Dauer 2 Tage 5h
Hand-on Zeit 3h 25h
Kosten € 13,- / assay € 35,- / assay
Mogllct\ke,l,t der Proben- Nein Ja
»Batching
I\Pllogllchkelt dgr langfristigen Nein (nur Zytospins) Ja
robenasservierung
Angeschlossenes
Computerprogramm zur Ja Ja
Auswertung
Moglichkeit der wiederholten
Ja Ja
Auswertung
Auswertung subjektiv Ja Nein

Ergebnis

Visuelle Darstellung der
Zellen

Amplifikationskurven

Morphologische Kriterien in die
Auswertung einbezogen

Ja

Nein

Abkiirzungen: MNC — mononukleédre Zellen; CK - Zytokeratin
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4. Diskussion

Die hamatogene Tumorzelldissemination ist ein wichtiger Schritt in der
metastatischen Kaskade. Trotz negativen Nodalstatus und ausreichenden
Sicherheitsabstandes bei der chirurgischen Entfernung des Primartumors
mussen ca. 30% der Patientinnen aus dieser Gruppe mit einem Rezidiv oder
einer Metastase rechnen. Eine prazise Abschatzung der Prognose ist somit
anhand herkommlicher klinisch-pathologischer Faktoren nicht moglich. Zur
Suche nach Generalisierung der Erkrankung wird der Nachweis von DTZ im
Knochenmark verwendet. DTZ kdnnen nicht nur bei Mammakarzinom, sondern
auch bei anderen soliden Tumoren nachgewiesen werden (%, >, %3, % 1) Es
stehen zahlreiche Verfahren und Protokolle zur Verfigung, wobei aufgrund der
gesicherten prognostischen Relevanz (**) heutzutage die immunzytochemische

Detektion als Goldstandardmethode gilt.

4.1. Probleme der DTZ-Detektion

Der Nachweis von DTZ im Knochenmark und Blut ist mit methodischen
Problemen behaftet. Kritische Punkte und mégliche Lésungen werden in Tab.

15 zusammengefasst.

Die zweifelsfreie Einordnung der Zellen als Tumorzellen/hamatogene Zellen
bereitet Schwierigkeiten. Obwohl mehrere Kriterien, wie Morphologie der Zellen
oder Anfarbungstyp zur Einordnung als Tumorzelle angewendet werden,
besteht die Gefahr der Subjektivitat. Diese Beobachtung und methodologische
Unterschiede erklaren die zum Teil sehr variierenden Inzidenzen von DTZ.
Diese Problematik wurde im Rahmen eines Ringversuches der International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) untersucht (*3). Die
Beurteilung derselben Knochenmarkaspirate lieferte je nach Zentrum
unterschiedliche Ergebnisse (Tab. 16). In Anbetracht dieser Diskrepanz
erscheint die Suche nach alternativen oder erganzenden Methoden

wuiunschenswert.



Diskussion

Tab. 15. Kritische Aspekte der Detektion von disseminierten Tumorzellen

Problem Losungsmoglichkeit

Konsensusempfehlungen zum standardisierten

Fehlende Standardisierung Nachweis von DTZ (*°)

Keine karzinomspezifischen Marker Doppelfarbungen

Falsch-positive Ergebnisse Kontrollen, Mehrfachfarbungen

Verwendung von Primern, die eine
Pseudogene Differenzierung zwischen DNA und cDNA
ermdglichen (Introns Uberspannend etc.)

Kontamination zwischen RT-

Schritt und PCR ,One-Step” RT-PCR

Geschlossene Systeme (z. B. LightCycler),

Andere Kontamination llen
dere Kontaminationsquelle Schmelzkurvenanalyse

Kontamination mit epithelialen KM - Beckenkammpunktion erst nach
Zellen Stichinzision; Blut — sog. Mittelstrahlblut

Gute Markerauswahl (keine oder extrem
lllegitime Expression niedrige Expression des Markers von
hamatopoetischen Zellen)

Falsch-negative Ergebnisse Kontrollen

evtl. Anreicherung (cave: Zerstérung von

Extrem niedrige Zahl von DTZ MRNA bei langen Anreicherungsverfahren) (

14)

Antigen/Marker- Beginn der Verarbeitung max. 30 Minuten nach
Abschwachung nach Zeit der KM-Punktion

Molekularbiologische Methoden; Auswertung

Subjektivitat der Auswertung durch min. 2 unabhangige Zytologen (falls ICC)

Tab. 16. Ergebnisse des Ringversuches, ISHAGE (mod. nach Borgen et al., %)

Es wurden 48 Knochenmarkaspirate in drei verschiedenen Laboratorien mit drei
Standardprotokollen auf DTZ untersucht. Die Aspirate wurden aufgrund der
Morphologie und des Anfarbungstyps der Zellen als KM-positiv bzw. KM-
negativ beurteilt. Keine Probe wurde von mehr als einem Zentrum als KM-
positiv eingeordnet.

Verwendeter Antikorper Zentrum Gesamtzahl der KM-positiven Aspirate

A45-B/B3 Hamburg 1 (2%)

CK2 Augsburg 4 (8%)

AE1AE3 Oslo 1 (2%)
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Ein anderes Problem stellt eine gewisse Falschpositivitat der Gesunden dar.
Mehrere Studien haben gezeigt, dass CK-positive Zellen bei einem
signifikanten Anteil der Kontrollpersonen immunzytochemisch nachgewiesen

werden kénnen (Tab. 17).

Tab. 17. Nachweis von Zytokeratin-positiven Zellen bei Kontrollpersonen
(Gesunden und Patienten mit benignen Erkrankungen)

Studie N | Material | Kontrolle Methode; Positiv (%)
Detektions-AK
Muller et al. (*°) 25 PB G ICC 4
CK 8, 18, 19
Naume et al. (*) 98 KM G ICC 4
CK
Kraeft et al. (¢) 57 PB G IF 17
CK
Molnar et al. (**) 20 PB G ICC 10
CK7,8
Krag et al. (%) 53 PB G ICC 0
BE CK 8, 18
Wang et al. (**) 43 PB G ICC 7°2
CK7,8
Miiller et al. (*%) 14 | PB, KM G IF 14
BE CK 8, 18
Braun et al. (*) 191 KM BE ICC 1
CK 8, 18, 19
Racila et al. (**?) 13 PB G FC 541
Cristofanilli et al. (**) 145 PB G IF 1°
200 BE CK 8, 18, 19 05*
Allard et al. (°) 145 PB G IF 6°
199 BE CK 8, 18, 19 83

Abkiirzungen: G — Gesund; BE — benigne Erkrankung; PB — peripheres Blut; KM —
Knochenmark; ICC — Immunzytochemie; IF — Immunfluoreszenz; FC - Flowzytometrie

! Bei 7 von 13 Kontrollen epitheliale Zellen mittels Flowzytometrie nachgewiesen
Mittels ICC nachgewiesene Zellen wiesen im FisH keine numerischen Aberrationen auf

Grenzwert in dieser Studie lag bei 2 Tumorzellen; bei diesem Grenzwert hatte keiner
der Gesunden und nur ein Patient mit benigner Erkrankung den Grenzwert
Uberschritten

Grenzwert: 2 epitheliale Zellen

2

3
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4.2. RT-PCR-basierte Verfahren

Molekulargenetische Diagnostik hat sich seit ihrer Einflhrung in mehreren
Bereichen als Methode der Wahl bewahrt und gehdéren zu den sensitivsten
heutzutage zur Verfiugung stehenden Verfahren. Zahlreiche Protokolle zur RT-
PCR-basierten Detektion von DTZ wurden in den letzten zwei Dekaden
vorgeschlagen (die genaue Ubersicht der verwendeten Marker und Inzidenzen
ist in Kap. 4.6, Tab. 26 zu finden). Die Prasenz von Tumorzellen wird dabei
durch die Amplifikation der mRNA von tumor-/gewebsassoziierten Proteinen
nachgewiesen. Allerdings lassen sich die Ergebnisse einzelner Arbeitsgruppen
aufgrund der methodologischen Diskrepanzen nur schwierig vergleichen.
Zudem setzen viele der etablierten Protokolle eine aufwendige Aufarbeitung
und erhebliche Personalbeteiligung voraus, sodass ihre Anwendung nur im

Rahmen von Studien madglich erscheint.

Die in dieser Arbeit beschriebene RT-PCR-basierte Methode wurde
hauptsachlich mit dem Ziel der klinischen Einsetzbarkeit als eine Alternative zur
Immunzytochemie etabliert. Das Protokoll musste daher maximal optimiert und
robust sein, um bei der ublicherweise hohen Auslastung des klinischen

Laboratoriums reproduzierbare Ergebnisse zu liefern.

4.2.1. Voraussetzungen fir eine effiziente Methode zur Detektion von

disseminierten Tumorzellen

Neben der methodologischen Problematik ist es essentiell fur eine Uberfiihrung
in die Routinediagnostik, ein einfaches und unkompliziertes Verfahren zu
etablieren. Mehrere Anforderungen mussen berucksichtigt werden, bevor es im
klinischen Alltag eingesetzt werden kann. Tab. 18 bietet eine Ubersicht (iber die
relevanten Aspekte, die bei der Evaluation einer neu eingefuhrten Methode
beachtet werden mussen. Gleichzeitig sollten eine adaquate Sensitivitat und

Spezifitat des Verfahrens angestrebt werden.
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Tab. 18. Voraussetzungen fiir ein effizientes Verfahren der Routinediagnostik

Die wichtigsten Aspekte der Methodenevaluation

Hohe Sensitivitat und Spezifitat

Kurze Dauer

,Hand-On” Zeit

Dauer Anfang der Aufarbeitung — Ergebnis

Robustheit

Niedrige Kosten

Wenig Storfaktoren, niedriges Kontaminationsrisiko

Wenig Personalbelastung

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Qualitatskontrolle / Qualitatssicherung

Moglichkeit der Proben-,Batching”

Kits / Reagenzien leicht verfugbar

Unterstutzung des Herstellers bei Problemen

Moglichkeit der langfristigen Probenasservierung

Maoglichkeit einer wiederholten Auswertung

4.2.2. Kritische Punkte des Etablierungsprozesses

Im Allgemeinen muss die RT-PCR als ein komplexes Verfahren angesehen
werden, dessen Etablierung eine Herausforderung darstellt und mit einigen
Schwierigkeiten behaftet ist. Kritische Punkte der Etablierung und Optimierung

wurden in Tab. 19 zusammengefasst.

Disseminierte Tumorzellen sind zum Teil bereits apoptotisch und sehr fragil und
kénnen somit durch mechanische Aufarbeitung leicht zerstért werden (°, 8¢, 14).
Insbesondere Anreicherungsverfahren und Zytozentrifugation sind potentiell mit
einem hohen Zellverlust verbunden. Daruber hinaus erfordert der Umgang mit
RNA auf Grund der sehr stabilen RNAsen wesentlich mehr Sorgfalt als der

Umgang mit der robusteren DNA oder Proteinstrukturen auf intakten Zellen.
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Becker et al. zeigten, dass sich die Menge an zellularer mRNA in den ersten
Stunden nach Probenentnahme signifikant verringert, was zu falsch-negativen
Ergebnissen fihren kann (Abb. 23).

Tab. 19. Optimierung des Verfahrens — kritische Aspekte

Schritte der Etablierung / Optimierung

Wahl des idealen Markers

Anreicherung von Zellen

Isolierung der mRNA

Auswahl der geeigneten RT-PCR-Methode

Klassich vs. Real-time

,One-Step” vs. ,Two-Step”

Verschiedene Detektionssysteme

Qualitativ vs. Quantitativ
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30

254

204

154

104

(o1 |

Oh 1h 2h 8h

Mittels RT-PCR nachgewiesene Zellen ("recovery rate")

Zeitintervall zwischen Entnahme
und Beginn der Aufarbeitung

Abb. 23. Durch Spiking-Experiments mit MCF7-Zellen ermittelte Nachweisrate
von Tumorzellen in Abhéngigkeit vom Zeitabstand zwischen Entnahme und
Beginn der Aufarbeitung

(mod. nach Becker et al., %)

4.2.2.1. Auswahl des optimalen Markers
Zytokeratine

In der Literatur wird eine Reihe RT-PCR-basierter Protokolle zum Nachweis von
DTZ beschrieben. Bei der Entwicklung einer neuen Methode erscheint es

zunachst sinnvoll, sich an dem etablierten ICC-Marker zu orientieren und die
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Genexpression entsprechender Proteine in Erwagung zu ziehen. Zur
immunzytochemischen Detektion DTZ haben sich Zytokeratine als integrale
Bestandteile des Zytoskeletts epithelialer Zellen als vielversprechend erwiesen

und wurden aufgrund der hohen Spezifitat und stabiler Expression zu dem mit

Abstand am haufigsten verwendeten Marker (*%, 119).

Daruber hinaus ist bekannt, dass CK-positive Zellen im Knochenmark zum
groRen Teil aullerhalb der Gefalle nachgewiesen werden, was zur Annahme
fuhrt, dass sie einen der letzten Schritte der Metastasierungskaskade
(Extravasation) erfolgreich durchlaufen haben mussen. Somit reprasentieren sie

nicht eine randomisierte Subpopulation der Tumorzellen, sondern eine

Subgruppe mit aggressiverem Phanotyp (**%).

Eine mogliche illegitime Zytokeratin-Expression und Amplifikation ihrer mRNA in

hamatopoetischen Zellen wurde zwar von manchen Autoren beobachtet (**°, %,

141y "jedoch berichten Studien mit einer groRen Anzahl von Kontrollpatienten mit

benignen Erkrankungen Uber eine aulderst niedrige Inzidenz CK-positiver

Knochenmarkzellen (*%, 195 118,

Dementsprechend analysieren die meisten RT-PCR-basierten Protokolle

verschiedene Zytokeratintypen. Davon wurde das Zytokeratin 19 von den

meisten Autoren getestet (37, 20, 18 114 128 120 1129 69 2y gaine Vorteile liegen

in der im Vergleich zu anderen CK-Typen hohen und konstanten Expressions-
spezifitdt (*!). Die weniger spezifischen Zytokeratine 8, 18 und 20 kénnen auch

in nicht-epithelialen Geweben nachgewiesen werden und fuhren zu falsch-

positiven Ergebnissen (*°, 141, 14° 34 8 39

Die Sensitivitat der RT-PCR fur CK19 variiert je nach Studie zwischen 1 und 10

Zellen pro 10° MNC und ist somit sensitiver als die Immunzytochemie (*3, ¥,

121 40)
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Alternativmarker

Zu den bisher untersuchten Markern zum Nachweis von DTZ zahlen auller
Zytokeratinen das humane Mammaglobin (hMAM), das Carcinoembryonale
Antigen (CEA) und der Rezeptor des Epithelialen Wachstumsfaktors (EGFR).

160 3 Einige Studien konnten

Allerdings bleibt ihre Spezifitat kontrovers (
zeigen, dass die Expression von hMAM und CEA in Blut- und KM-Zellen durch
manche Zytokine (vor allem Akutphase - Interferon und Tumornekrosefaktor)
induziert wird und somit zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kann (*°, %).
Daruber hinaus scheint die Expression des Mammaglobins von der jeweiligen
Brustkrebsart abhangig zu sein. Daher erlaubt seine Genexpression nicht

unbedingt den Riickschluss auf die hypothetische Anzahl der Tumorzellen (**°).

4.2.2.2. Anreicherung der Zellen

Mehrere  Anreicherungsverfahren,  sowohl  Selektionsmethoden  wie
Dichtegradientenzentrifugation, als auch positive und negative Selektion mittels
Antikdérper, kdnnen theoretisch die Sensitivitat der Detektion von DTZ erhdhen.
Aus diesem Grund werden sie oft mit Immunzytochemie kombiniert. Allerdings
beruht die RT-PCR im Gegensatz zu ICC nicht auf einer stabilen
Proteinexpression, sondern auf der Amplifikation instabiler mRNA. Nach der
Initiierung der Transkription ist die Regulation der Halbwertszeit einer mRNA
ein wichtiger Regulationsprozess. Die mRNA der Proteine, die konstant
exprimiert werden (wie z. B. Zytokeratine), scheint zwar im Vergleich zur
MRNA instabiler Proteine eine langere Halbwertszeit zu haben, es muss
aber trotzdem eine rasche Probenverarbeitung angestrebt werden, da der
rapide und fortschreitende Abbau durch die im menschlichen Gewebe
allgegenwartig vorhandenen RNAsen eine der wichtigsten Limitationen aller
RT-PCR-basierten Verfahren darstellt. Die Zeit zwischen Knochenmark-
aspiration und der RNA-Stabilisierung ist somit ein wichtiger Faktor fur die
Qualitat der anschlieBenden RT-PCR (**). Der von unserer Arbeitsgruppe
durchgefuhrte Vergleich verschiedener Anreicherungsverfahren ergab keine

zufriedenstellenden Resultate fir die Anreicherung, wobei sowohl
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Dichtegradientenzentrifugation, als auch positive Selektion getestet wurden.
Dies kann auf die sehr zeitaufwendige Aufarbeitung und die damit verbundene
Gefahr der RNA-Degradierung zurtickgeflhrt werden und entspricht auch den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen (*3).

Ein anderer Aspekt, der in diesem Kontext berlcksichtigt werden muss, ist die
Einsetzbarkeit in der klinischen Routine. Heutzutage wird die Labordiagnostik
mit dem Ziel der Chargierung (,Batching”) der Proben fur die spatere
Aufarbeitung optimiert. Ein individualisiertes Vorgehen im Fall von aufwendigen,
mehrere Stunden dauernden Protokollen ware kaum denkbar. Magnetische und
zentrifugationsbasierte Anreicherungsverfahren bedurfen mindestens 40-50
Minuten (manche Protokolle sogar bis einige Stunden), bevor sich das Material
in einem RNA-stabilisierenden Milieu befindet. Somit ist das Chargieren der

Proben zwar madglich, der tagliche Arbeitsaufwand aber sehr hoch.

Das in dieser Arbeit verwendete Protokoll verzichtet daher auf den
Anreicherungsschritt und beinhaltet das sofortige Hinzufligen einer mRNA-
stabilisierenden Reagenz. Auf diese Weise angefertigte Proben kdnnen bis zum

Erreichen einer genugenden Anzahl eingefroren bleiben (,Batching”).

4.2.2.3. MRNA-Isolierung

Wie oben bereits erwahnt, ist RNA im Gegensatz zu DNA sehr instabil. Aus
diesem Grund beruhen alle RNA-Isolierungsverfahren darauf, die Zellen in
einem RNA-stabilisierenden Milieu zu lysieren, in dem die RNAsen effektiv und
schnell denaturiert werden, um anschlieBend die RNA von zellularen
Bestandteilen zu trennen. Die bekannte Inhibition der Tag-Polymerase und
somit der PCR durch Ham-Derivate erfordert eine fehlerfreie Trennung der
Erythrozyten von RNA (%).

Von den unterschiedlichen Herstellern werden fertige Kits zur Isolierung von
Gesamt-RNA oder mRNA aus Blut/Knochenmark angeboten. In der Literatur

werden beide Verfahren beschrieben, wobei die meisten Autoren Isolierung der
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Gesamt-RNA bevorzugen (¥, 8, 1%9). Allerdings konnten Experimente unserer

Arbeitsgruppe zeigen, dass die direkte Isolierung von mRNA einige Vorteile
gegenuber der Gesamt-RNA-Isolierung bietet. Die erreichte Sensitivitat der
anschlieBenden ,One-Step” RT-PCR nach mRNA-Isolierung war hoher (5
Zellen pro 10° MNC vs. 50 Zellen pro 10° MNC nach Gesamt-RNA-Isolierung).
Auch aus der Arbeit von Burchill et al. lasst sich eine bessere Sensitivitat und
Reproduzierbarkeit von poly-A+ RNA-Isolierung im Vergleich zur Gesamt-RNA
behaupten. Dies kann auf hohe, die Effizienz der PCR vermindernde

Konzentrationen von unnétiger cDNA zuriickgefiihrt werden ().

4.2.2.4. Auswahl der geeigneten RT-PCR-Methode

Die real-time PCR ist eine neuartige Technologie, die zu Beginn der 1990er
Jahre eingefuhrt wurde und seit einer Dekade flir den kommerziellen Markt
verfugbar ist. Diese Methodik erlaubt den Nachweis von Genprodukten und
gleichzeitig die absolute bzw. relative Quantifizierung des PCR-Produkts. Das
Konzept der real-time Verfahren beruht auf einer visuellen ,live™-Verfolgung der
Veranderungen im ReaktionsgefaR. Die Amplifikation entsprechender
Nukleinsauren wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw.
wahrend jedes PCR-Zyklus quantifiziert und bietet somit einen wesentlichen
Vorteil gegenuber anderen PCR-Methoden, die erst nach Ablauf der PCR
quantitativ ausgewertet werden. Dazu beinhaltet die real-time PCR alle Vorteile
einer konventionellen PCR, namlich Schnelligkeit, hohe Sensitivitdt und
Reproduzierbarkeit. Dank des Entfallens einer langen und aufwendigen
Auswertung mittels Gelelektrophorese eignet sich die real-time RT-PCR

besonders fur die Routinearbeit eines klinischen Labors (siehe Tab. 20).

LightCycler-Technologie

Das LightCycler-System ist eines der kommerziell erhaltlichen real-time PCR
Systeme und wird zum Nachweis von DTZ bei soliden Tumoren von mehreren
Arbeitsgruppen weltweit eingesetzt (%, *¥’, 3°, °%). Das System besteht aus einer

karussellbasierten Thermocycler-Plattform mit sechs Detektionskanalen fur die
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Fluoreszenzdetektion und integriert  Hybridisierungssonden, Echtzeit-
Schmelzkurvenanalyse, automatisierte absolute Quantifizierung und relative
Quantifizierung mit Effizienzkorrektur. Vorteile der RT-PCR am LightCycler-
System gegenuber klassischer PCR werden in Tab. 20 zusammengefasst.
Demzufolge erfullt das LightCycler-System alle Anforderungen eines effizienten,
fur die Routine geeigneten real-time RT-PCR Systems, vor allem durch das
niedrige Kontaminationsrisiko, eine hohe Spezifitat, die enorme Zeitersparnis

und die Mdéglichkeit der Proben-,Batching”.
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Tab. 20. Vergleich der konventionellen RT-PCR und RT-PCR am LightCycler-

System

Konventionelle

RT-PCR am LightCycler

RT-PCR
Gelelektrophorese notig Ja Nein
Mogllqh_k_elt der relativen Ja (limitiert) Ja
Quantifizierung
Moglichkeit der
absoluten Nein Ja
Quantifizierung
Geschlossenes System Nein Ja (Glaskapillaren)
Kontaminationsrisiko Moglich Sehr gering
,»One-Step” Verfahren Nein Ja
Hand-on Zeit 20 min 20 min
1-1,5h
(Optimierung: Luft als
Dauer 4-5h Temperaturmedium,
kleines Volumen der
Kapillare)
Reproduzierbarkeit Mittelhoch Sehr hoch
Personalaufwand Hoch Niedrig
Sehr hoch
Spezifitat Hoch (Hybridisierungssonden-
und FRET-Technologie)
Real-time Auswertung Nein Ja
Moglichkeit einer
Multiplex-PCR Ja Ja
Maximale Anzahl der i dR. 96 32
Proben
Reduziert
) (guinstiges Signal-Rausch-
U_nerwurlschte Méglich Verhaltnis durch schnelle
Signalstérungen Aquilibrierung zwischen der
Luft und den Reaktions-
komponenten)
Méglichkeit der Proben- Ja Ja
»Batching”
Angeschlossenes
Computerprogramm zur Nein Ja

Auswertung

Abkirzungen: FRET - Fluoreszenzresonanz-Energietransfer
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4.3. Einsetzbarkeit der RT-PCR in der klinischen Routine-
diagnostik

Die RT-PCR und Immunzytochemie wurden an einem grof3en Kollektiv im
klinischen Alltag verglichen. Beide Verfahren verfigen Uber &hnliche Sensitivitat
und Spezifitat. Die RT-PCR ist aufwendiger, da sie als Target die instabile
MRNA statt stabilen Proteins hat. Die Vorteile der RT-PCR liegen in der
kirzeren Dauer und Mdglichkeiten der Proben-,Batching”. Nach der mRNA-
Isolation folgt die automatisierte ,,One-Step” RT-PCR. Das Ergebnis kann schon
nach 5 Stunden nach dem Anfang der Aufarbeitung erwartet werden.
Immunzytochemie liefert das Ergebnis erst am nachsten Tag (Abtrocknen der
Zytospins Uber Nacht). Die Auswertung der Amplifikationskurven ist weniger
subjektiv und die Proben koénnen langfristig asserviert werden. Zu den
Nachteilen der RT-PCR gehoéren hohere Kosten (13 € vs. 35 €). Dies wird
allerdings durch weniger Personalbelastung (Proben-,Batching”) relativiert. Die
RT-PCR erflllt somit die Anforderungen an ein effizientes Verfahren zum

Nachweis disseminierter Tumorzellen.

Die beiden Methoden wurden hinsichtlich relevanter Aspekte der klinischen
Routinediagnostik in der Tab. 14 verglichen (S. 57). Tab. 21 fasst die Vorteile

der beiden Verfahren zusammen.
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Tab. 21. Vorteile beider Methoden im Vergleich

Vorteile der RT-PCR

Hohe Sensitivitat und Spezifitat

Klrzere Dauer (5 h vs. 2 Tage)

Weniger Personalbeteiligung

Auswertung weniger subjektiv

Méglichkeit der Proben-,Batching”

Vorteile der Immunzytochemie

Hohe Sensitivitat und Spezifitat

Robustheit

Niedrigere Kosten (13 € vs. 35 €)

Madglichkeit der morphologischen Beurteilung

In mehreren Studien nachgewiesene Korrelation mit der Prognose

4.4. Korrelation beider Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Knochenmarkproben von insgesamt 405
Patientinnen mit dem Goldstandard-Verfahren Immunzytochemie und mit dem
neu etablierten RT-PCR-Protokoll untersucht. 48% der Aspirate wurden mit
mindestens einem Verfahren als positiv diagnostiziert. Die Ergebnisse beider
Methoden korrelierten in 73% der Falle (p<0,001 mit Chi-Quadrat-Test). Die
hoch signifikante Korrelation zwischen immunzytochemischem Befund und RT-
PCR-Ergebnis wurde bereits von einigen Arbeitsgruppen berichtet, allerdings

18y " Eine

basieren diese Studien auf kleineren Patientinnenzahlen (*8,
niedrigere Konkordanz bei primaren Mammakarzinompatientinnen und eine
etwas hohere im metastasierten Kollektiv wird von Slade et al. beschrieben
(*?®). Auch im peripheren Blut scheint die Korrelation hoch zu sein (*?°). Tab. 22
fasst die Studien zusammen, die anhand desselben Patientenkollektivs

Ergebnisse der Immunzytochemie und der RT-PCR vergleichen.
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4.4.1. Positivitatsraten

Die Positivitatsraten von ICC und RT-PCR waren vergleichbar (34% und 35%,
respektive). Die Untersuchung lieferte in 111 Knochenmarkaspiraten
diskordante Befunde. In 54 (13%) Proben konnten CK-positive Zellen im KM
nachgewiesen werden, die RT-PCR zeigte aber keine CK19-Amplifikation.
Hingegen waren 14% der Aspirate mittels RT-PCR positiv, die ICC lieferte aber
ein negatives Ergebnis.

In diesem Kontext missen verschiedene Aspekte der Sensitivitat und Spezifitat
der Methoden und mogliche Erklarungen dieser Diskrepanz besprochen

werden.
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Tab. 22. Konkordanzraten zwischen immunzytochemischen und RT-PCR-
basierten Verfahren zum Nachweis von Tumorzelldissemination

Studie Marker Patien | Material | Sensitivitat Positivitatsrate Konkordanz
ten- (pro 10’ rate
zahl MNC)

ICC RT-PCR ICC RT- ICC RT-PCR
PCR

Zippelius | A45-B/B3 | PSA, PSM, | 10 @, KM kKA. | 125 k.A. 28% @ k.A.

etal., CK18 | erb-B2,erb | 53@

1997 (**%) PSA -B3, CEA,

CK18,
EGP-40,
DPI |

Benoy et | A45-B/B3 CK19, 29 @ | KM 100 | 5-10 62% 40-80% | 75% (CK19)

?Jéi 2004 hMAM 70% (hMAM)

Smith et A45-B/B3 CK19 22® PB k.A. 1 42% 50% 65%

al,, 2000

)

Slade et A45-B/B3 CK19 60® | KM, PB | k.A. 1 PB:22% | PB:54% 5005 ¥

al., 1999 D) "gop (1) | (10) 1304

128 (1a)

) KM: 43%

aa) KM: 61%
(1a)

Bosma et CK19 CK19, 103 PB kKA. | kA. 16% 289 @ 63%

al., 2002 p1B, PS2, | @

@) EGP-2

Schroeder | EGP-2, EGP-2, 58 W PB 5 10 0% 10-11% 89-90%

etal., CK19 CK19 ©

2003 (*%)

Schoenfel CK19 CK19 78@ | KM,PB | 100 | 10 PB: 5% PB: 25% k.A.

detal, KM: 22% | KM: 35%

1997 (**9)

Abkiirzungen: ICC — Immunzytochemie; MNC — mononukleare Zellen; k.A. — keine Angaben;
KM — Knochenmark; PB — peripheres Blut; CK — Zytokeratin; hMAM — humanes Mammaglobin

@ Mammakarzinom (** — primares, *° — metastasiertes Mammakarzinom)
@ Prostatakarzinom (MO)
@ PSA bei Prostatakarzinompatienten

@ 145 Proben von 22 Patienten

® Vier Marker kombiniert

® 149 Proben von 58 Patienten

o CK19 — 5, hMAM - 10 Zellen pro 10’ MNC
® CK19 — 80%, hMAM — 40%

4.4.2. Sensitivitat des Tumorzellnachweises

Die Studien von Bostick et al. und Ko et al. beobachten eine schwache basale

CK19-Expression in hamatopoetischen Zellen (*, "), die zu falsch-positiven
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Ergebnissen fuhren kann. Somit wird die Spezifitat von der Sensitivitat direkt
beeinflusst, da eine verbesserte Sensitivitat des Verfahrens gleichzeitig die
Gefahr mit sich bringt, dass auch die extrem niedrige CK19-Expression der
nicht-epithelialen Zellen als positiver Befund gewertet wird. Die Festlegung
eines Cut-Off-Levels zur Vermeidung dieses Problems ware denkbar, allerdings
sind quantitative real-time RT-PCR Techniken aufgrund anspruchsvoller
Auswertung aulerst aufwendig und schwer in der klinischen Routine
einsetzbar. Aus diesem Grund hat unsere Arbeitsgruppe bei der Etablierung
des RT-PCR basierten Verfahren zum Nachweis von DTZ bewusst auf die

Quantifizierung verzichtet.

Die Mehrzahl der Studien beschreibt eine bis zu 20-mal héhere Sensitivitat der
RT-PCR verglichen mit Immunzytochemie (*®). Die im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse beider Methoden waren allerdings vergleichbar
hinsichtlich der Positivitatsrate (RT-PCR: 35%, ICC: 34%). Die Frage, ob eine
erhdhte Sensitivitdt zur besseren Einsetzbarkeit der Methode beitragt, bleibt
kontrovers. Wiedswang et al. zeigte anhand von 464 Knochenmarkaspiraten,
dass die Analyse von 6 x 10° anstelle von nur 2 x 10° MNC und die
Verwendung zusatzlicher Anreicherungsverfahren zwar die Sensitivitat des
Assays steigert, aber keineswegs die prognostische Relevanz im Hinblick auf

das erkrankungsfreie Uberleben verbessert (**

). Ein Erklarungsmodell fur diese
Beobachtung setzt voraus, dass bei der Mehrheit der Mammakarzinome
einzelne Tumorzellen in die Blutbahn gelangen kdnnen, und somit nicht die
alleinige Prasenz von DTZ, sondern vielmehr die Effizienz der Intravasation und
die damit verbundene Konzentration der im Knochenmark vorhandenen Zellen

prognostisch aussagekraftig ist (**?).

4.4.3. Diskordante Befunde

54 KM-Aspirate waren immunzytochemisch positiv, es wurde aber keine
Amplifikation von CK19-mRNA gemessen (Tab. 23). Dies wird auch von
anderen Arbeitsgruppen beobachtet (**°, *?°) und kann verschiedene Ursachen

haben. Erstens ist der fir die immunzytochemische Farbung verwendete
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Antikorper gegen die Zytokeratintypen 8, 18 und 19 gerichtet, wobei die RT-
PCR nur CK19-mRNA amplifiziert. Ferner liegt die Vermutung nahe, dass sich
zumindest manche von den ICC-gefarbten Zellen im Dormancy-Zustand
befanden, was einen herabgesetzten Metabolismus und dadurch eine
schwachere mRNA-Synthese bedingt hat. Auch apoptotische Zellen kdnnen
immunzytochemisch als positiv beurteilt werden, vor allem wenn die
morphologischen Kriterien in die Auswertung nicht strikt einbezogen werden.
Ferner koénnen die Expressionslevel von CK19-mRNA aufgrund der
Tumorheterogenitat innerhalb einer Patientin stark variieren. Es kann aber nicht
ausgeschlossen werden, dass die Amplifikation der CK19-mRNA trotz ihres
Vorhandenseins im Material aus verschiedenen methodologischen Grinden
misslang und auf diese Weise zu falsch-negativen Befunden beitrug. Bei jeder
PCR kdnnen beispielsweise Inhibitoren im Probenmaterial oder eine fehlerhafte
Basenpaarung (Mismatch) des Primers vorkommen, wodurch sich die
Polymerase nicht richtig anlagert. Weiterhin hangt die Detektion einer einzelnen
Tumorzelle direkt von der Menge des zu untersuchenden Materials ab. Eine
KM-Probe kann realistisch gesehen 10-20 ml nicht Uberschreiten, was einer
erwiinschten Sensitivitit von 1 Zelle pro 10° MNC entspricht. Jedes
Nachweisverfahren funktioniert also auch bei maximaler Optimierung an den
Grenzen der Mdéglichkeiten der Detektion. Ein weiterer Grund fur die Diskrepanz
liegt darin, dass die Expression des Proteins nicht unbedingt mit der Menge der

entsprechenden mRNA in der Zelle korrelieren muss.

Tab. 23. Zahl der positiven Knochenmarkaspirate mittels Immunzytochemie und
RT-PCR (diskordante Befunde — 27%)

ICC positiv ICC negativ Total
RT-PCR positiv 85 (21%) 57 (14%) 142 (35%)
RT-PCR negativ 54 (13%) 209 (52%) 263 (65%)
Total 139 (34%) 266 (66%) 405 (100%)
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Im Fall von 57 KM-Aspiraten wurden immunzytochemisch keine DTZ detektiert,
dennoch wurde mit RT-PCR eine CK19-Expression nachgewiesen. Neben
mdglichen Erklarungen, wie die niedrige Korrelation der Protein- und mRNA-
Expression und ein unterschiedliches Sensitivitatsspektrum, kdnnen auch
Grunde wie beispielsweise eine illegitime Expression verantwortlich sein. In
diesem Kontext mussen verschiedene Aspekte der falsch-positiven Ergebnisse
diskutiert werden. Drei prinzipielle Griinde falsch-positiver Ergebnisse scheinen
eine Rolle zu spielen: (1) illegitime Expression von CK19-mRNA in
hamatopoetischen Zellen, (2) Amplifikation von Pseudogenen und (3) Prasenz

kontaminierender epithelialer Zellen (*?).

4.4.3.1. lllegitime Transkription

Der Begriff ,illegitime Transkription* wurde 1989 von zwei Arbeitsgruppen
eingefuhrt und beschreibt den Nachweis von gewebespezifischen Markern in
gewebetyp-unspezifischen Zellen und somit die Fahigkeit einer jeden Zelle,
jede mRNA des gesamten Transkriptoms eines Organismus exprimieren zu
kénnen (%%, 7). Es wird vermutet, dass wahrend der DNA-Replikation jeder
Promotor durch ubiquitar vorhandene Transkriptionsfaktoren aktiviert werden
kann, was zu einer geschatzten Expression von einem Transkript in 500-1000
Zellen fiihrt (**Y). Diese niedrige basale Expression von mRNA stellt eine der
wesentlichen Limitationen beim Routineeinsatz der hochsensitiven RT-PCR-
basierten Verfahren zur Detektion einzelner DTZ dar. Trotzdem wurde dieses
Phanomen seit der ersten Beschreibung von Chelly et al. relativ wenig
erforscht. Einige Studien weisen darauf hin, dass chronisch-entzindliche
Erkrankungen, Stimulation mit Interleukinen und y-Interferon oder Mobilisation
von Stammzellen mit G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) eine
ektope Transkription der zum Nachweis von DTZ verwendeten Marker

induzieren kénnen (", ).

Eine illegitime Expression von CK19-mRNA kann man zwar nicht vollstandig

ausschliel3en, allerdings zeigten zahlreiche Studien, dass der Nachweis von
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CK19-mRNA den anderen Markern wie Muzin-1 oder polymorphes epitheliales
Muzin in der Spezifitat Uiberlegen ist (*°, 1, siehe auch Kap. 4.2.2.1).

4.4.3.2. Pseudogene

Pseudogene sind genomische DNA-Abschnitte, die hohe Ahnlichkeit mit
funktionellen Genen aufweisen, in der Regel aber selbst nicht transkribiert

werden kénnen (**%

. lhre Sequenz ahnelt der zellularen mRNA-Sequenz so
stark, dass sie zur Amplifikation von PCR-Produkten fuhrt, die von dem
Amplifikon aus cDNA kaum zu unterscheiden sind. Somit kénnen Pseudogene
zu Falsch-Positivitat beitragen. In der Literatur wurden vier CK19-Pseudogene
auf den Chromosomen 4, 6, 10 und 12 beschrieben. Ihre Sequenz ist mit der
CK19-mRNA in bis zu 85% identisch (**"). Diese Pseudogene konnten den
diagnostischen Erfolg vieler Protokolle zum Nachweis von DTZ beeintrachtigen
und erklaren auch teilweise die hohe Positivitatsrate unter gesunden
Kontrollpersonen, die manche Arbeitsgruppen berichteten (32, 8, **). Ruud et al.
zeigten, dass es sich in diesen Studien um Primer handelte, die sowohl CK19-
mRNA als auch die Pseudogensequenzen amplifizieren konnten (*'°). Aus
diesem Grund wurden die in unserer Studie verwendeten Primer mit dem Ziel
der Differenzierung zwischen DNA und cDNA und somit Vermeidung falsch-
positiver Ergebnisse aufgebaut. Dies wird durch das spezielle Primer- und
Sondendesign erreicht, in dem die Introns des CK19-Gens Uberspannt werden
und nur mRNA amplifiziert wird, ohne dass mdglicherweise vorhandene DNA
eine Fehlerquelle darstellt. In dieser Hinsicht ist es auch extrem wichtig, jegliche
DNA-Kontamination wahrend der Probenverarbeitung zu vermeiden, im Sinne
von Kreuzkontaminationen (Verschleppung der Nukleinsduren zwischen den
Proben) oder ,Carry-Over” (DNA aus vorangegangenen PCR-Laufen). Durch
den Einsatz der LightCycler ,One-Step” RT-PCR konnten in unserer Studie
diese potentiellen Kontaminationsquellen verhindert werden, da die cDNA-
Synthese und die anschlielende PCR in einem Gefald durchgefihrt wurden,
ohne das Gefald wahrend der Reaktion 6ffnen zu mussen. Auch die
Schmelzkurvenanalyse konnte keine DNA detektieren.
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4.4.3.3. Kontamination mit epithelialen Zellen

Wahrend der Knochenmarkpunktion kann es zur Verschleppung der Hautzellen
kommen. Da CK19 zu den gewebsspezifischen, nicht aber tumorspezifischen
Markern gehort, wirden diese Proben ein positives Ergebnis liefern. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit die Beckenkammpunktionen
erst nach einer Hautstichinzision durchgefuhrt. Beim Nachweis von DTZ im
peripheren Blut ist es stattdessen ratsam, das so genannte Mittelstrahlblut zu

untersuchen.

4.5. Korrelation mit etablierten klinisch-histologischen Faktoren

Knochenmarkaspirate von 405 Patientinnen wurden sowohl mittels ICC, als
auch RT-PCR untersucht. Die Positivitatsraten waren 34% in der ICC und 35%

mittels RT-PCR. Das Patientenkollektiv wurde in vier Subgruppen eingeteilt:

» Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom, bei denen eine primare
Operation durchgefuhrt wurde (302 Pat.);

» Patientinnen mit primarem Mammakarzinom, bei denen eine
neoadjuvante Chemotherapie und anschlieRende Operation durchgefuhrt
wurden (29 Pat.);

» Patientinnen mit Mammakarzinom in der Vorgeschichte, die zum
Zeitpunkt der Knochenmarkenthnahme mit Rezidiv / Metastase

diagnostiziert wurden (19 Pat.);

» Patientinnen mit Mammakarzinom in der Vorgeschichte, die zum

Zeitpunkt der Knochenmarkaspiration gesund waren (55 Pat.).

Die hochsten Positivitatsraten wurden in Kollektiven der Patientinnen mit
Rezidiv/Metastase und Patientinnen nach neoadjuvanter Therapie beobachtet.
In der Subgruppe mit Rezidiv/IMetastase waren 58% immunzytochemisch und
42% mittels RT-PCR Tumorzell-positiv. Die hohen Positivitatsraten im
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metastasierten Kollektiv wurden in zahlreichen Studien beobachtet (). Nach
der neoadjuvanten Chemotherapie wiesen hingegen 55% in der ICC und 48%

mittels RT-PCR Tumorzellen auf.

4.5.1. Tumorzelldissemination und neoadjuvante Therapie

Die neoadjuvante systemische Therapie ist eine etablierte Strategie zur
Reduktion der Tumormasse vor der geplanten chirurgischen Resektion.
Gleichzeitig kann die Chemosensitivitat des Tumors in vivo getestet werden und
eine genauere Aussage hinsichtlich der Prognose gestellt werden (**). Eine
komplette pathologische Remission lasst eine Eradikation der minimalen
residualen Erkrankung vermuten. Allerdings werden 15-25% dieser
Patientinnen innerhalb von 5 Jahren mit Metastasen diagnostiziert (*®). Das
Monitoring der Tumorzelldissemination im Knochenmark oder Blut kann zur
Uberwachung wahrend und nach der neoadjuvanten Therapie beitragen. Die
Inzidenz von DTZ nach der praoperativen Chemotherapie ist generell hher als
in der Gruppe der primar operierten Patientinnen, denen eine systemische
Therapie noch bevorsteht (*®). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit bestatigt
(Tab. 24). Beachtet man jedoch die klinisch-histologischen Merkmale dieser
zwei Kollektive, wird die unterschiedliche Zusammensetzung der beiden
Gruppen deutlich. Patientinnen, bei denen eine neoadjuvante Therapie
durchgefuhrt wurde, befanden sich zunachst in einem fortgeschrittenen Stadium
mit positivem Nodalstatus. Zum Anderen wies ein Hauptanteil der Patientinnen
einen Resttumor trotz Chemotherapie auf. BekanntermalRen sind nicht nur
progressiv. wachsende, sondern auch die sich in der Regressionsphase

befindlichen Tumore fihig, Tumorzellen zu streuen (*°).

Tab. 24. Anteil der Patientinnen mit disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark in unterschiedlichen Subkollektiven

Immunzytochemie RT-PCR

Primére operative Therapie 33% 37%

Nach der neoadjuvanten Therapie 55% 48%
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Die niedrigste DTZ-Positivitatsrate wurde in der Subgruppe der Patientinnen mit
Mammakarzinom in der Vorgeschichte ohne Hinweis auf Reaktivierung der
Erkrankung erfasst. Nichtsdestotrotz konnten im Knochenmark von 15%-20%
Patientinnen (je nach Methode) Tumorzellen detektiert werden. Moglicherweise
kann der DTZ-Nachweis solche Patientinnen identifizieren, die von einer

zusétzlichen oder aggressiveren Behandlungsstrategie profitieren wiirden (*°).

4.5.2. Tumorzelldissemination und klassische klinisch-histologische

Faktoren

Zwischen dem immunzytochemischen bzw. RT-PCR-basierten Tumorzell-
nachweis wurde keine direkte Korrelation mit Patientencharakteristika oder
klinisch-histologischen Faktoren (Lokalisation des Tumors, Grading, Histologie,
AJCC-Stadium, T-Stadium, Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung, Ostrogen-
und Progesteronrezeptorstatus und Her-2/neu-Status) gefunden. Dies steht
nicht im Gegensatz zu einer umfassenden Metaanalyse (*!), da diese Studie auf
einem wesentlich groReren Patientenkollektiv beruhte und dadurch Uber eine
héhere statistische Power verfiigte. Tab. 25 stellt eine Ubersicht der bisherigen
Publikationen zu diesem Thema dar. Funf von zehn genannten Originalarbeiten
weisen auf eine signifikante Korrelation zwischen KM-Status und Tumorgrofe,
Nodalstatus bzw. ER-Status hin. Einzelne Studien berichten uber die
Assoziation der Tumorzelldissemination mit Grading, PR- und HER2-Status.
Fehm et al. zeigten, dass Tumore mit hdherem Proliferationsindex (Ki-67) und

starkerer p53-Expression haufiger einen positiven KM-Status aufweisen.
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Tab. 25. Korrelation zwischen Tumorzelldissemination und tumorbiologischen /
klinisch-histologischen Faktoren des Primértumors

(mod. nach Fehm et al., *°)
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4.6. Korrelation mit Follow-Up

Einer der Vorteile der immunzytochemischen Verfahren zur Detektion von DTZ
ist, neben der morphologischen Beurteilung der Zellen, die nachgewiesene
Korrelation mit dem Uberleben. Zahlreiche Studien, deren Ergebnisse teilweise
in einer Metaanalyse mit Uber 4000 Patientinnen zusammengefasst wurden,
zeigten einen signifikanten Unterschied im Gesamtiberleben, Brustkrebs-
spezifischen Uberleben und Erkrankungsfreien Uberleben im Kollektiv mit DTZ
verglichen mit Knochenmark-negativen Patientinnen (*%).

Im Vergleich zur Immunzytochemie ist die prognostische Aussagekraft RT-
PCR-basierter Protokolle weniger erforscht. Einerseits wird RT-PCR zum
Nachweis von DTZ seit relativ kurzer Zeit verwendet, andererseits ware eine
retrospektive multi-center Metaanalyse mit hoher Patientenzahl aufgrund
methodischer Differenzen einzelner Verfahren nur schwer durchfihrbar. In Tab.
26 werden Studien dargestellt, die Tumorzelldissemination mit Hilfe von RT-
PCR untersuchten, allerdings wurden bis jetzt nur wenige mit einer adaquaten
Anzahl von Follow-Up Proben publiziert. Bis dato zeigten nur drei Studien eine
Korrelation zwischen dem molekularbiologisch ermittelten KM-Status und dem
Gesamt- bzw. krankheitsfreien Uberleben. Somit ist die Datenlage beziiglich
der prognostischen Bedeutung viel weniger klar als im Fall der Immun-

zytochemie.



Tab. 26. Prognostische Aussagekraft der RT-PCR-basierten
Nachweis von DTZ
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Verfahren zum

Studie Marker | Material | Patienten- Detektions- Prognostische
zahl rate Relevanz
Zach et al., hMAM PB 467 11% oS
2002 (**%)
Benoy et al., CK19, KM, PB 148 CK19: 28% im DFS, 0S*
2006 (*") hMAM KM; 15% im
PB.
hMAM: 20%
im KM und im
PB
Stathopoulou CK19 KM, PB 198 KM: 63% ?, DFS, 0S*
et al., 2002 74% 3
(**) PB: 30% 2,
52% °
Xenidis et CK19 PB 167 ° 22% DFS, OS
al., 2006 (***)
Ntoulia et al., | hMAM-A PB 140 15% DFS
2006 (*°)
Smith et al., CK19 PB 22° 50% Korreliert mit
2000 (**) Therapie-
ansprechen

Sienel etal., | MAGE-A KM 50 ' 52% DFS°
2007 (**%
Koch et al., CK20 KM, PB 908 - DFS
2006 ("8

Abkdirzungen: MNC — mononukleare Zellen; KM — _Knochenmark; PB — peripheres Blut;
DFS (disease-free survival) — krankheitsfreies Uberleben; OS (overall survival) —

Gesamtiberleben;

beides CK19 und hMAM, aber nur KM prognostisch signifikant

Stadium I-1l des Mammakarzinoms

metastasiert

Follow-Up wurde nur flir operables Mammakarzinom und PB durchgeflihrt
negatives Nodalstatus

145 Proben von 22 metastasierten Patienten

Bronchialkarzinom

kolorektales Karzinom
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4.7. Schlussfolgerungen

Der immunzytochemische Nachweis isolierter Tumorzellen im Knochenmark ist
die am besten etablierte Methode, um Tumorresiduen zu detektieren.
Immunzytochemie ist ein billiges, robustes Verfahren, das eine hohe Sensitivitat
und Mdoglichkeit einer morphologischen Beurteilung bietet. Das in dieser Studie
evaluierte RT-PCR-basierte Verfahren verfugt ebenfalls Uber hohe Sensitivitat
und Spezifitat, setzt jedoch weniger Personalbeteiligung voraus, ist schneller,
automatisiert, reproduzierbar und weniger subjektiv. Die RT-PCR stellt somit

eine Alternative zur Immunzytochemie dar.

Die Inzidenz der Tumorzellen in dem Patientengut betrug 34%
immunzytochemisch und 35% mit RT-PCR und ist mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen vergleichbar. Es zeigte sich eine hoch signifikante Korrelation
von 73% zwischen beiden Verfahren. Das lasst sich mit den Beobachtungen
der bis jetzt publizierten Studien vereinbaren, allerdings anhand eines groReren

Patientenkollektivs (Uber 400 Patientinnen).

Zahlreiche Studien zeigten, dass die Tumorzelldissemination einen
prognostischen Faktor darstellt. Es wurde auch beschrieben, dass die Prasenz
von DTZ ein unabhangiges Merkmal ist und erganzt somit die gangigen
diagnostischen Moglichkeiten. In der vorliegenden Arbeit wurde keine
Korrelation zwischen dem Nachweis von Tumorzellen und etablierten klinisch-
histologischen Faktoren beobachtet. Dies unterstitzt auch Erkenntnisse

anderer Studien.

Mittels RT-PCR ist es moglich, disseminierte Tumorzellen im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen zu identifizieren. Ziel kiinftiger Studien muss sein,
den prognostischen Wert molekularbiologischer Verfahren anhand eines

grofRen Patientenkollektivs mit entsprechend langem Follow-Up zu evaluieren.
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5. Zusammenfassung

Tumorzelldissemination ist ein wichtiger Schritt im komplexen Prozess der
Metastasierung. Die klinische Relevanz der disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark sowie ihr Einfluss auf die Prognose von Mammakarzinom-
patientinnen wurden in zahlreichen Studien und einer Metaanalyse demonstriert

(Level-1-Evidenz).

Zum Nachweis der disseminierten Tumorzellen stehen diverse Verfahren zur
Verfligung, wobei aufgrund der gesicherten prognostischen Relevanz
heutzutage die immunzytochemische Detektion als Goldstandard gilt. Die
Tumorzellen werden mittels Zytokeratinpositivitat und zytomorphologischen
Kriterien identifiziert. Nachteile dieser Methode liegen in ihrer Subjektivitat und
einer Falschposititivitat bei Gesunden. Im Hinblick auf diese Beobachtungen
erscheint die Suche nach alternativen oder erganzenden Verfahren

winschenswert.

Die Ziele der vorliegenden Studie waren einerseits die Evaluation einer neu
etablierten RT-PCR-basierten Methode zum Nachweis der Tumorzell-
dissemination in der klinischen Routine und andererseits ihr Vergleich mit dem
antikorperbasierten Goldstandard (Immunzytochemie). Die von uns verwendete
real-time ,One-Step” RT-PCR basiert auf der Hybridisierungssonden-
Technologie und amplifiziert die in epithelialen Zellen Ublicherweise vorhandene
Zytokeratin 19-mRNA.

Knochenmarkaspirate von 405 Mammakarzinompatientinnen wurden mittels
Immunzytochemie und RT-PCR untersucht. Davon wurden 331 bei primarem
Mammakarzinom intraoperativ punktiert. Bei 19 Patientinnen mit Rezidiv oder
Metastasierung wurde eine Knochenmarkaspiration durchgefuhrt. Bei den
restlichen 55 Patientinnen mit Mammakarzinom in der Anamnese wurde eine

Kontrollpunktion durchgefuhrt.
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Immunzytochemisch lielen sich bei 34% aller Patientinnen disseminierte
Tumorzellen nachweisen. Die hochste Positivitatsrate (58%) wurde in der
Subgruppe der Patientinnen mit Rezidiv / Metastasierung beobachtet. Hingegen
blieben 20% der Patientinnen ohne Hinweis auf Reaktivierung der Erkrankung

(Kontrollpunktionen) positiv.

142 von 405 (35%) Knochenmarkaspiraten wurden mittels qualitativer RT-PCR
als positiv beurteilt. Die hdchste Positivitatsrate ergab sich im Kollektiv der
neoadjuvant vorbehandelten Patientinnen (48%), gefolgt von Patientinnen mit
Rezidiv/IMetastase (42%) und primar operierten Patientinnen (37%). Die
niedrigste Positivitdtsrate wurde in der Subgruppe der Patientinnen mit
Kontrollpunktion beobachtet (15%).

48% der Aspirate wurden mit mindestens einer Methode als positiv
diagnostiziert. Bei 294 (73%) Knochenmarkaspiraten lieferten beide Methoden
das gleiche Ergebnis (p<0,001). Die Ergebnisse beider Verfahren wurden
innerhalb der Gruppe der primar operierten Patientinnen unter Einbeziehung
klinisch-pathologischer Daten verglichen. 302 Patientinnen wurden in diese

Analyse eingeschlossen.

Zwischen dem immunzytochemischen bzw. RT-PCR-basierten Tumorzell-
nachweis wurde keine direkte Korrelation mit Patientencharakteristika oder
klinisch-pathologischen Faktoren gefunden, wodurch die DTZ als eine

Erweiterung der bisher vorhandenen Diagnostik anzusehen ist.

In dieser Arbeit wurde eine neu etablierte molekularbiologische Methode zum
Nachweis disseminierter Tumorzellen anhand eines grof3en Patientenkollektivs
evaluiert. Immunzytochemie, die Standardmethode zur DTZ-Detektion, ist ein
preiswertes, robustes Verfahren, verflugt Gber eine hohe Sensitivitat und wurde
bis dato in zahlreichen Studien evaluiert. Die in unserer Arbeitsgruppe etablierte
real-time RT-PCR zum Nachweis von Tumorzellen bietet alle Vorteile einer
konventionellen PCR, namlich Schnelligkeit, hohe Sensitivitat und

Reproduzierbarkeit. Da die lange und aufwendige Auswertung mittels
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Gelelektrophorese entfallt, eignet sich unsere Methode besonders fur die
Routinearbeit eines klinischen Labors. Das Verfahren ist schnell, reproduzierbar
und weitgehend automatisiert, und stellt somit eine Alternative zur Diagnostik

der Tumorzelldissemination dar.

Ziel kunftiger Studie muss sein, die prognostische Relevanz beider Verfahren
zu evaluieren. Moglicherweise kann die RT-PCR die Diagnostik der

Tumorzelldissemination und ihre Relevanz hinsichtlich der Prognose erganzen.
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Losungen

Loésung

Herstellung

Erythrozyten-Lyse-Puffer

1,0 g KHCOg3; 8,3 g NH4CI; 0,037 g EDTA in
800 ml Aqua destillata 16sen. pH Wert mit
KOH auf pH 7,5 einstellen und dann das
Volumen auf 1 L auffiillen. Im Kihlschrank
lagern.

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Gebrauchslésung 1 x PBS (SIGMA Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Hannover,
Deutschland); 5 Tabletten in 1 L Ampuwa H,0
(Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland)
I6sen. Bei Raumtemperatur lagern.

Formalin 0,5%

1,35 ml Formalin (37%ig, #1.03999, Merck
KgaA, Darmstadt, Deutschland) auf 200ml mit
PBS auffiillen.

Chemikalien / Kits

Produkt

Hersteller

Panzytokeratin-Antikérper

mouse monoclonal, [c]0,2mg/ml; Clone

A45BB3

Mikromet AG, Minchen, Deutschland

Mouse IgG1,k
Monoclonal Ig Control, 0,1mg; Clone
MOPC21

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

ChemMate APAAP Neufuchsin Kit

Dako GmbH, Hamburg, Deutschland

AK-Verdinnungsmedium

Dako GmbH, Hamburg, Deutschland

Biocoll Biochrom AG, Berlin, Deutschland
TBS Waschpuffer (10x) Dako GmbH, Hamburg, Deutschland
Hamatoxilin Dako GmbH, Hamburg, Deutschland

Phosphate Buffered Saline

SIGMA Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Hannover, Deutschland

Trypanblau

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Aquatex Einbettmedium

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

RNA/DNA Stabilization Reagent for
Blood/Bone Marrow

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

mMRNA Isolation Kit for Blood/Bone
Marrow

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland

RNA Master HybProbe Kit

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland
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Geratebezeichnung

Hersteller

Biofuge primo

Heraeus Instruments, Hamburg, Deutschland

Zytozentrifuge Universall6A

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

Dako Autostainer

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

ACIS

Clarient Inc., Aliso Valley, CA, USA

Rolleninkubator Dynal Sample Mixer

Dynal, Hamburg, Deutschland

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

LightCycler 1.2 Instrument mit
LightCycler Software 3.5

Roche, Mannheim, Deutschland

Allgemeines Laborequipment

Bezeichnung

Bezugsquelle

Pipetten, 25 ml, 10 ml

Eppendorf Corning Costar, USA

Falcon-Roéhrchen, 50ml

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

H,0 (Ampuwa)

Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland

SuperFrost Plus-Objekttrager

Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Filterkarten

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Safeskin Handschuhe

Kimberly Clark, USA

Neubauerkammer

SIGMA Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Hannover, Deutschland

Magnetischer Separator

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

LightCycler Kapillaren

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

LightCycler Zentrifuge-Adapter

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

RNAse Zap

Ambion, Applied Biosystems, Austin, Texas

Zelllinien
Zelllinie Bezugsquelle
MCF-7 ATCC®-Nr. HTB-22 von American type culture

collection, Manassas, USA

Sonden- und Primersequenzen

Primer/Sonde

Sequenz

Sense-Primer

AGATC CTGAG TGACATGCGA A

Anti-Sense-Primer

CCCAG CTGGG CTTCA ATAC

Donor-Sonde

CCCTT CAGGG GTCTT GAGAT GAGC-FL

Akzeptor-Sonde

LC-Red-640-GCAGT CACAG CTGAG CATGA
AAGC

Hersteller: TIB Molbiol, Berlin, Deutschland
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