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Abkurzungen

Abkirzungen
Abb. Abbildung
APAAP Alkalische Phosphatase anti-Alkalische Phosphatase
ACIS »<Automated Cellular Imaging System*
BSA Bovines Serumalbumin
CK ,Cytokeratin®
CLSM Confocales Laserscanning Mikroskop
EZM Extrazellulare Matrix
EMA ~Epithelial Membran Antigen®
kDa Kilodalton
KM Knochenmark
MRD »Minimal Residual Disease”
PA Plasminogenaktivator
PAI Plasminogenaktivator-Inhibitor
PB ,Peripheral Blood"
PBL .Peripheral Blood Lymphocytes*
PBS ,Phosphate Buffered Solution*
RT Raumtemperatur
Tab. Tabelle
Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
uPA Urokinase-Typ Plasminogenaktivator
uPA-R Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Rezeptor
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1 Einleitung

Der schon seit der Antike gebrauchliche Begriff Karzinom leitet sich vom
griechischen Wort Karkinos ab, das Ubersetzt Krebstier heif3t. Da sich das Tier
ebenso schwer von seiner Beute trennen lasst, wie das Karzinom von gesundem
Gewebe, wurde dieser Begriff schon damals fur bdsartige Tumorleiden gewahlt
(Theiler, E. 1999).

Heute definiert man Karzinome als bosartige Tumoren, die vom epithelialen Gewebe
des Korpers ausgehen. Mit 90% aller bosartigen Tumoren ist das Karzinom die
haufigste Form aller malignen Neoplasien (Riede, U.-K. et al. 1995). Karzinome
konnen in unterschiedlichen Organen auftreten und haben bei Mannern und Frauen
unterschiedliche Verteilungsmuster. Wahrend bei Mannern das Prostatakarzinom als
die haufigste maligne Tumorerkrankung gilt, manifestiert sich bei Frauen der
Brustkrebs, der meist im funften Lebensjahrzehnt auftritt, als haufigste bdsartige
Tumorerkrankung vor malignen Erkrankungen des Darmes und Leukamien.
Dagegen ist Brustkrebs beim Mann eher eine Raritat (Riede, U.-K. et al. 1995). Unter
dem Sammelbegriff Mammakarzinom werden diejenigen bdsartigen Tumoren
subsumiert, die von den epithelialen Zellen mit Merkmalen von Milchgéngen
(duktales Karzinom) oder von lobularen Drisenendstlicken (lobulares Karzinom) des
Brustgewebes ausgehen (Riede, U.-K. et al. 1995).

In Deutschland muss statistisch jede 10. Frau im Laufe ihres Lebens damit rechnen ,
an Brustkrebs zu erkranken (Riede, U.-K. et al. 1995). Jahrlich gibt es zirka 45.000
Frauen, die an einem Mammakarzinom erkranken (Tumorzentrum Minchen 2001).
Mit 19.000 Todesfallen pro Jahr ist das Mammakarzinom nach Herz-
Kreislaufversagen die zweithaufigste, bei malignen Tumorerkrankungen die haufigste
Todesursache bei Frauen (Black, R. J. et al 1997).
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1.1 Metastasierung

Der als schicksalsentscheidend anzusehende Schritt der Metastasierung des
Mammakarzinoms geschieht entweder lymphogen oder hamatogen (Pantel, K. et al
1999).

Die Streuung kann innerhalb der Brust stattfinden, aber auch lymphogen in die
regionaren Lymphknoten metastasieren (Schmidt-Mathiesen, H. H. H. 1998). Am
haufigsten metastasiert Brustkrebs hamatogen und hier bevorzugt ins Skelettsystem
(Galasko, C. 1986), (Theriault, R. L. et al 1992) .

Etwa 75% aller Frauen, die am Mammakarzinom versterben, weisen autoptisch
Knochenmetastasen auf (Diel, I. J. et al 1994).

Trotz Fortschritte in der Tumorchirurgie tritt bei mehr als 45% der Frauen mit
primaren Mammakarzinom, die sich unter kurativen Gesichtspunkten einer
Primartherapie unterzogen haben, in den ersten funf Jahren nach Therapie ein
Rezidiv auf (Diel, I. J. et al 1992).

Dies lasst vermuten, dass die Letalitat durch eine frihzeitige, meist schon zum
Zeitpunkt der Primardiagnose stattfindende, systemische Metastasierung bestimmt
wird (Pantel, K. et al 1996a).

1.2 Minimal Residual Disease bei Brustkrebs

Eingefuhrt wurde der Begriff ,minimal residuale Erkrankung“ (englisch ,minimal
residual disease® = MRD) im Zusammenhang mit malignen hamatologischen
Erkrankungen (Brisco, M. J. et al 1994), (Yokota, S. et al 1991). Er definiert
ursprunglich, dass nach einer therapeutischen Intervention noch einzelne maligne
Zellklone nachgewiesen werden kdénnen, so dass eine weitere Therapie erfolgen
muss.

Der Begriff MRD wurde spater auch fiir solide epitheliale Tumoren Gibernommen.
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Bei Brustkrebs haben sich Forschergruppen mit der Detektion einzelner Tumorzellen
in Lymphknoten beschaftigt (Wong, S. L. et al 2001). Von besonderem Interesse ist
hierbei die Untersuchung von ,Sentinel® Lymphknoten, den so genannten
Wachterlymphknoten. Die endgultige Bedeutung einzelner Tumorzellen im
Lymphknoten ist derzeit noch nicht endgultig geklart (Kowolik, J. H. et al 2000).

Die meisten Arbeitsgruppen legten ihr Augenmerk auf disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark, die durch die Expression von Zytokeratinen nachweisbar sind und
deren weitere Charakterisierung (Cote, R. J. et al 1991), (Molino, A. et al 1999).

Gerber und Mitarbeiter (Gerber, B. et al 2001) und Braun et al (Braun, S. et al 2001a)
stellten nur eine geringe Korrelation zwischen der Anwesenheit zytokeratin-positiver
Zellen im Knochenmark und in den Lymphkoten dar, so dass von einer
unabhangigen frihen lymphogenen und hamatogenen Dissemination auszugehen

ist.

1.3 Dissemination von zytokeratin-positiven Zellen in das

Knochenmark

Mehrere Studien (Mansi, J. L. et al 1999), (Landys, K. et al 1998), (Braun, S. et al
2000b), (Harbeck, N. et al 1994) haben gezeigt, dass ungefahr 35% aller
Patientinnen mit Mammakarzinom, die zum Zeitpunkt der Primartherapie durch
konventionelle Untersuchungen als metastasenfrei gelten, bereits vereinzelte
zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark haben. Dies bedeutet, dass bereits zu
diesem frihen Zeitpunkt eine Streuung der Tumorzellen stattgefunden haben muss.
Um diese systemische Disseminierung von Tumorzellen maoglichst frihzeitig zu
erkennen, wurden in den letzten Jahren verschiedene Verfahren entwickelt, diese
Zellen bei den Patientinnen nachzuweisen.

Bereits 1967 forderten Slager und Reilly (Slager, U. T. et al 1967) dazu auf, den
Knochenmarksbefund zur Diagnose, zur Prognoseabschatzung und zur
Therapiewahl mit zu bertcksichtigen. Rein histologische Untersuchungen brachten
nur geringe Erfolge. Ende der siebziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurden erste

Untersuchungen am Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen durchgefltihrt
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(Ridell, B. et al 1979), jedoch wurden mittels konventioneller Histologie nur in 4% der
Knochenmarkbiopsien disseminierte Tumorzellen gefunden.

Am Ludwig Cancer Institute in London gelang es erstmals mit Hilfe eines
monoklonalen Antikdrpers gegen das epitheliale Membran Antigen (EMA) bei 20%
der Patientinnen Zellen epithelialen Ursprungs im Knochenmark zu finden (Redding,
W. H. et al 1983).

Ende der achtziger Jahre wiesen Schlimok, G. et al mit einem monoklonalen
Zytokeratin-Antikorper CK2, der gegen die epitheliale Zytokeratinkomponente 18
gerichtet ist, epitheliale Tumorzellen im Knochenmark nach. Zytokeratin 18 weist im
Vergleich zum EMA-Antigen weniger Kreuzreaktionen mit lymphoiden Zellen,
insbesondere Plasmazellen, auf (Schlimok, G. et al 1987).

Mit dem Panzytokeratinantikdrper A45-B/B3 gegen die Zytokeratine 8/18/19 konnte
eine sehr geringe Rate falsch-positiver Ergebnisse bei der Detektion zytokeratin-
positiver Zellen im Knochenmark erreicht werden (Braun, S. et al 1999c). Um dies als
diagnostischen Test fur die klinische Routine etablieren zu kénnen, missen zunachst
internationale Standards geschaffen werden. Neben standardisierten Farbetechniken
mussen auch einheitliche morphologische und zytologische Kriterien gefunden
werden, um die Qualitat und Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu verbessern (Borgen,
E. et al 1999), (Pantel, K. et al 1996a).

Durch die Anwendung automatischer Zellerkennungssysteme, wie zum Beispiel des
ACIS (,automated cellular image analysis system®, ChromaVision Medical Systems
Inc., San Juan Capistrano, CA, USA), konnte gezeigt werden, dass die Gerate eine
hervorragende Sensitivitat bezlglich der Detektion zytokeratin-positiver Zellen haben
(Bauer, K. D. et al 2000).
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1.4 Nachweisprinzip zytokeratin-positiver Zellen

Das Nachweisprinzip beruht auf der Tatsache, dass Tumorzellen epithelialen
Ursprungs Zytokeratine exprimieren. Zytokeratine sind Intermediarfilamente in
Epithelzellen und daher charakteristisch fur epitheloide Zellen (Riede, U.-K. et al.
1995). In den mesenchymalen Zellen des Knochenmarkes lasst sich dieses Protein
des Zytoskelettes nicht finden (Schlimok, G. et al 1987). Die ldentifizierung von
zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen
scheint aufgrund des aulerst seltenen Vorkommens dieser Zellen bei Patientinnen

ohne Karzinom (Pantel, K. et al 1996b) von Interesse.

1.5 Farbemethoden zum Nachweis zytokeratin-positiver Zellen

Viele Arbeitsgruppen benutzen zur Detektion von zytokeratin-positiven Zellen
immunzytochemische Methoden (vgl. Tab. 1). Es stehen ihnen dabei eine Vielzahl
von Farbetechniken zur Verflgung. Hierbei werden Gewebsantigene spezifisch mit
Antikdrpern markiert, welche mit Farbstoffen versetzt sind, oder mit Hilfe eines mit
Farbstoff versehenen Sekundarantikérpers, der an den Primarantikdrper bindet,
detektiert. Die Auswertung erfolgt lichtmikroskopisch.

Bei der Immunfluoreszenz nutzt man ebenfalls die Eigenschaft von Antikérpern, um
bestimmte Moleklle zu erkennen und an diese gezielt zu binden. Bereits Mitte des
letzten Jahrhunderts gelang es Albert Coons (Coons, A. C. J. et al 1941) erstmals
bakterielle Erreger mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern, die fluoreszierend markiert
waren, darzustellen.

Zur Detektion des Antigens wird ein Primarantikorper verwendet, der spezifisch an
das Antigen bindet. Mit Hilfe eines Sekundarantikoérpers, an dem ein fluoreszierender
Farbstoff gebunden ist, kann dieser Antigen-Antikorper-Komplex sichtbar gemacht
werden. Abhangig von dem Farbstoff werden die gebundenen Komplexe durch einen

Lichtstrahl, zum Beispiel durch die Quecksilberlampe, angeregt, ihrerseits Licht einer
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bestimmten Wellenlange auszusenden. Auf diese Weise entsteht im
Fluoreszenzmikroskop ein hell leuchtendes Bild (Stelzer, E. H. et al 1991).

Zur Detektion zytokeratin-positive Zellen durch eine Immunfluoreszenzfarbung wurde
an der Frauenklinik der der TU Munchen wurde eine Methode entwickelt, bei der mit
Hilfe eines Konfokalen Laserscannmikroskops zytokeratin-positive Zellen detektiert
werden und gleichzeitig auch der uPA-Rezeptor (UPA-R, CD 87) phanotypisiert
werden kann (Noack, F. et al 1999).

1.6 Phanotypisierung zytokeratin-positiver Zellen

Auch nach Abschluss einer adjuvanten systemischen Therapie kdnnen zytokeratin-
positive Zellen im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen gefunden werden
(Mansi, J. L. et al 1989), (Molino, A. et al 1999), (Janni, W. et al 2001). Es wird
beschrieben, dass diese Zellen in einem Ruhezustand, dem so genannten
,Dormancy” Zustand verharren (Pantel, K. et al 1997). Aber nur ein gewisser
Prozentsatz der zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark weist auch maligne
Charakteristika auf, so dass darlUber diskutiert wird, dass nicht alle disseminierten
Zellen malignes Potential haben.

Daher ist neben der Detektion auch die Phanotypisierung der Zellen von
besonderem klinischem Interesse.

Es wurden verschiedene Antigene auf disseminierten epithelialen Zellen (siehe
Tab.1) untersucht. Braun und Mitarbeiter (Braun, S. et al 2001c) konnten zeigen,
dass Patientinnen mit Her2-neu positiven Tumorzellen im Knochenmark beim
primaren Mammakarzinom eine schlechtere Prognose haben als Patientinnen mit
Her2-neu negativen Tumorzellen im Knochenmark.

Fur einige Antigene werden bereits Therapeutika entwickelt, wie ein synthetisches
Peptid gegen uPA (Wilex AG MG 2001), das vor der Einfuhrung in klinische Studien
steht. Andere befinden sich bereits in der Phase der klinischen Studien, wie
Edrecolomab bei Kolonkarzinomen (Riethmdller, G. et al 1998) oder Trastuzumab
beim metastasierten Mammakarzinom (Slamon, D. et al 2001).

Ziel ist es weitere Zelloberflachenantigene zu phenotypisieren, um unabhangig von

adjuvanten Chemotherapieschemata weitere therapeutische Ansatze, die individuell
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auf die einzelne Patientin zugeschnitten werden konnen, zu etablieren (Zhang, J. et
al 2003).

Tab.1: Phanotypisierung zytokeratin-positiver Zellen bei
Mammakarzinompatientinnen, durch immunzytochemische Farbungen; eine
Darstellung der verschiednen Autoren, deren verwendete Marker und die

dazugehorigen Ergebnisse.

Gewebe Marker Phanotypisierung Patienten mit Phenotypisch Autor (Jahr)
positiven Zellen (%)
KM CK 18 erbB2 31/52(60%) Braun (Braun, S. et al 2001c¢)
KM CK 8/18/19 erbB2 13/15(87%) Braun (Braun, S. et al 1999a)
KM CK 18 erbB2 48/71(68%) Pantel (Pantel, K. et al 1993b)
KM CK 8/18/19 uPA-R 10/15(67%) Togel (Togel, F. et al’ 2001)
PB CK 8/18/19 uPA-R 7/10(70%) Togel (Togel, F. et al 2001)
KM CK 18 MHC-I 22/30(73%) Zia (Zia, A. et al 2001)
KM CK 18 MHC-I 9/26(35%) Pantel (Pantel, K. et al 1991)
KM CK 18 Transferrin 17159 (29%) Schlimok (Schlimok, G. et al
1990)

KM CK 18 Ki-67 1/12(8,3%) Pantel (Pantel, K. et al 1993a)
KM CK 18 p120 1/11(9,7%) Pantel (Pantel, K. et al 1993a)
KM CK 8/18/19 17-1A 14/18 (78%) Braun (Braun, S. et al 1999b)
KM CK 8/18/19 MUC-1 11/14 (79%) Braun (Braun, S. et al 1999b)
KM CK 8/18/19 Lewis Y 11/ 14(79%) Braun (Braun, S. et al 1999b)
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1.6.1 Her2-neu

Her2-neu, auch c-erbB-2 genannt, ist ein transmembrandser Glykoproteinrezeptor
(p185°™8%) von 185kD. Das mit einer Tyrosinkinaseaktivitit ausgestattete,
Rezeptorprotein weist homologe Sequenzen mit dem epidermalen Wachstumsfaktor
(,epidermal growth factor receptor) auf. Dieses Protein hat eine intrazellulare
Tyrosinkinaseaktivitat und eine extrazellulare Bindungsstelle (Schechter, A. L. et al
1984), (Coussens, L. et al 1985).

In normalem Mammagewebe ist das Her2-neu Protein, im Gegensatz zu
Myokardzellen (Ferrari, E. et al 2004), immunhistochemisch nicht nachweisbar.
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom haben in 15-30% der Falle eine
Uberexpression von Her2-neu im Primartumorgewebe (Slamon, D. J. et al 1987b),
(Pauletti, G. et al 2000). Bei dieser Uberexpression ist nun oft auch eine
membranstandige Reaktion des Her2-neu Proteins nachweisbar.

Slamon und Mitarbeiter (Slamon, D. J. et al 1987a) zeigten erstmals, dass eine
Uberexpression von Her2-neu am Primartumorgewebe mit einer schlechteren
Prognose der Patientinnen korreliert.

Auf dissmenierten Tumorzellen im Knochenmark wurde eine Uberexpression von
Her2-neu in Uber 60% der Falle festgestellt (Pantel, K. et al 1993a). Dies korreliert
mit einer schlechteren klinische Prognose als bei Patientinnen ohne Uberexpression
(Braun, S. et al 2001c).
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1.6.2 Plasminogenaktivator-System

Das Plasminogenaktivator System (PA) mit seinen Komponenten uPA-Rezeptor
(uPAR, CD87), den Serinproteasen Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und
.1issue‘ Plasminogen Aktivator (tPA) sowie Plasmin(ogen), und den
Plasminogenaktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2, spielt eine zentrale Rolle in Abbau
und Reorganisation der extrazellularen Matrix (EZM) und Ubernimmt somit eine
Schlusselrolle in der Tumorinvasion und der Metastasierung solider maligner
Tumoren (Schmitt, M. et al 1997), (Andreasen, P. A. et al 1997), (Reuning, U. et al
1998). CD87 ist durch eine Glycosylphospatidylinositol Einheit (GPI) auf der
Zelloberflache verankert und ist der Oberflachenrezeptor fur die extrazellulare
Serinprotease uPA. Bei der Anbindung des enzymatisch gering aktiven uPA von pro-
uPA an uPA-R wird uPA aktiviert, katalysiert den Umbau von Plasminogen zu
Plasmin und fordert dadurch den Abbau extrazellularer Matrix. Die beiden naturlichen
Inhibitoren des PA-Systems, PAI-1 und PAI-2, regulieren den Aktivierungsvorgang.

In verschiedenen klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an uPA,
uPAR, PAI-1 und PAI-2 im Primartumorgewebe von Krebspatienten von
prognostischer Relevanz ist. Das gilt fur Krebserkrankungen der Brust, des Ovars,
der Cervix Uteri, aber auch fir Tumore der Blase, der Niere, des Halses, des
Gehirns, des Magens, des Pankreas, des Osophagus und der Leber (Reuning, U. et
al 1998).

Ein Zusammenhang zwischen UuPA-R Expression und Aggressivitat des
Primartumors wurde in verschiedenen Studien gezeigt (Grondahl-Hansen, J. et al
1995).

Bei Mammakarzinompatientinnen wurde eine uPA-R Expression auf disseminierten
Zellen im Knochenmark gefunden (Togel, F. et al 2001), (Sinz, S. et al 2001).
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark bei
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom zu phanotypisieren.

Dabei sollte gezeigt werden, dass es moglich ist, sowohl zytokeratin-positive als
auch  Her2-neu positive Zellen durch  immunzytochemische und
immunfluoreszente Farbung nach einem ,Antigen retrieval® zu detektieren und zu
phanotypisieren. Dieses Verfahren wurde zunachst an Kulturzellen getestet und
anschlieend auf Patientenmaterial Ubertragen.

Des Weiteren sollte die routinemalige Auswertung von Knochenmarksaspiraten
bei Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom durch eine standardisierte
Methode in Zusammenarbeit mit der Abteilung flir Zytologie am Institut far
Pathologie und Pathologische Anatomie eingefihrt werden. Um die Morphologie
der Zellen besser begutachten zu kénnen, war es notwendig, die etablierte
Immunfluoreszenzfarbung durch eine immunzytochemische Farbung zu ersetzen.
Die Auswertung der Knochenmarkaspirate geschah zunachst durch manuelle
Untersuchung der Praparate und wurde durch ein computergesteuertes System
ersetzt.

Als Untersuchungsmaterial dienten Knochenmarksaspirate von 143 an primarem
Mammakarzinom erkrankten Patientinnen. Es sollte der immunzytochemische
Nachweis zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark erbracht werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden mit den beim Mammakarzinom
etablierten Prognosefaktoren verglichen und statistisch ausgewertet. Das

Patientenkollektiv selbst wurde einer klinischen Nachbeobachtung unterzogen.
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3 Material und Methoden

3.1 Knochenmarkaspiration

Vor der geplanten Knochenmarkspunktion wurden alle Patientinnen tUber den Eingriff
aufgeklart und nur nach unterzeichneter Einverstandniserklarung durch die
Patientinnen wurde die Punktion durchgefluhrt.

Bei den meisten Patientinnen erfolgte die Aspiration im Operationssaal vor der
Operation des Primartumors. Die Patientinnen befanden sich zum Zeitpunkt der
Entnahme bereits in Narkose. Bei einigen wenigen Patientinnen wurde die Aspiration
ambulant in Lokalandsthesie durchgefuhrt. Bei allen Aspirationen wurde auf eine
streng aseptische Arbeitsweise geachtet.

Punktiert wurde anfangs an der Spina iliaca posterior superior, spater an beiden
Cristae iliacae. Fur die Qualitat der Aspirate ergab sich dadurch kein Unterschied.
Um eine Infiltration von Keratinozyten und Epithelzellen zu vermeiden, wurde die
Haut Uber der Aspirationsstelle mit einem Skalpell inzidiert. Im Anschluss daran
wurden mit einer Biopsienadel der GroRe 15 G aus jeder Punktionsstelle 5-10 ml
Knochenmark entnommen.

Die Aspirate wurden in mit Heparin benetzten 10 ml Spritzen enthommen und sofort
in 50 ml Reaktionsgefalle gefullt, die mit 5 ml Heparin versetzt waren. Zur
Uberpriifung der Qualitdt des Aspirates wurde ein Teil des Aspirates durch
Hamatologen der Ill. Medizinischen Klinik der TU Minchen begutachtet und auf
seinen Knochenmarksgehalt Gberpruft.

Das verbleibende Aspirat wurde zur sofortigen Bearbeitung ins Forschungslabor der

Frauenklinik gebracht.
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3.2 Aufbereitung des Knochenmarks

Das Aspirat wird in einem Reaktionsgefal (50 ml Fa. Falcon) mit PBS — Puffer 1:1
versetzt und vorsichtig vermischt. AnschlieRend werden 7 ml des Aspirats, vorsichtig
auf 7 ml Separiermedium (Ficoll) aufgetragen.

Die relative Dichte (1,077) des Separiermediums bewirkt, dass sich Erythrozyten und
Granulozyten, nach einer Zentrifugationszeit von 20 min (400 x g, 4°C),
niederschlagen, und das noch Uubrige Plasma im PBS der Probe uber der
Trennlosung verbleibt. Die Interphase, zwischen Trennldésung und Plasma/PBS, in
welcher sich die mononuklearen Zellen befinden, wird abpipettiert.

In zwei anschlieBenden Waschzentrifugationsschritten (7 min, 250 x g und 4 °C)
werden die Interphasenzellen mit 3 ml PBS gewaschen und der PBS — Uberstand
dekantiert. Danach werden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert.

Die Fixation erfolgt durch Zugabe von 1 ml 1% Paraformaldehyd in PBS fir 30 min.
bei Raumtemperatur. Anschliefiend wird die Suspension zweimal mit 3 ml PBS
gewaschen (5 min, 300 x g), schlieBlich in 1 ml PBS aufgenommen und

resuspendiert.
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3.3 Herstellung der Cytospins

5 ul der Zellsuspension werden mit 495 pyl PBS zusammengegeben, wodurch eine
1:100 Verdunnung der Zellsuspension entsteht. Mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer
wird die Zellzahl in dieser Suspension bestimmt. Es werden jeweils die vier
Eckquadranten ausgezahlt, der Mittelwert berechnet und anschliellend die

Gesamtzahl nach folgender Formel bestimmt:

Gesamtzahl = Mittelwert der Zellzahl aus Eckquadranten x 10.000 x 100

Der Faktor 10.000 ergibt sich aus dem Volumen der Eckquadranten der Neubauer

Zahlkammer, der Faktor 100 aus der Verdunnung.

Anschlieend wird mittels eines Dreisatzes errechnet, welche Menge
Knochenmarkssuspension verwendet werden muss, um die Anzahl zu
untersuchenden zwei Millionen Zellen auf 10 Objekttragern, zu bekommen.

Es werden immer zehn Objekttrager zu je 200.000 Zellen hergestellt.

Jeweils 300 pl der errechneten Zellmenge, die durch einen Spezialfilter (Fa.
Shandon) getrennt auf den Objekttragern liegen, werden in Probekammern gegeben
und 5 Minuten bei Raumtemperatur in der Zytozentrifuge zentrifugiert (450 U/min).
Die Objekttrager werden dann 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Nun
werden die Objekttrager entweder sofort weiterbearbeitet oder bei —80 Grad Celsius

tief gefroren und aufbewahrt.
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3.4 Vergleich der klassischen Immunzytochemie mit
Immunfluoreszenzfarbung bei Doppelfarbung

Zytokeratin/Her2-neu mit und ohne ,,Antigen retrieval“

Der Versuch fur den Vergleich wurde mit der zytokeratin-positiven und Her-2-neu-
positiven Mammakazinomzelllinie SKBR3 und peripheren Lymphozyten (PBL) einer
gesunden Versuchsperson durchgefuhrt. Ziel war es herauszufinden, ob es einen
Unterschied in der Farbequalitat der Antikdrper mit und ohne vorangehendes
»2Antigen retrieval® im Wasserbad (30 min, bei 96,2 °C in Citratpuffer bei pH 6,0) gibt.
Dazu wurden Zellpraparate in den Verhéltnissen SKBR3 zu PBL von 1:1, 1:10, 1:10%,
1:10%,  1:10*, 1:10° und 1:10° angefertigt. Es wurden sowohl eine
immunzytochemische und eine immunfluoreszente Farbung durchgefiuhrt. Die

Doppelfarbung wurde wie unter 3.5. beschrieben durchgefuhrt.

3.4.1 Zytokeratin - Einzelfarbung

Sowohl unbehandelte als auch die im Wasserbad vorbehandelten Zellpraparate der
oben genannten Verdlinnungen werden mit dem monoklonalen Antikorper A45B/B3
(1,0 mg/ml;) gegen Zytokeratin 8/18/19 (Verdinnung 1:100 fur 1h; RT), gefolgt von
Ziege-anti-Maus Antikorper, an den das Fluorochrome ALEXA 488 gekoppelt ist
(Verdinnung 1:100 fur 30 min; RT) als Sekundarantikorper versetzt.

Die  Auswertung der immunzytochemisch gefarbten Praparate wurde
lichtmikroskopisch, die Auswertung der immunfluoreszent gefarbten Praparate wurde
mit Hilfe des CLSM durchgefuhrt.
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3.4.2 Her2-neu Einzelfarbung

Die Objekttrager, der oben genannten Verdiunnungen werden zunachst mit dem c-
erb-b2 Primarantikorper (Fa. Dako) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend der Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper mit Fluorochrome ALEXA 568 (
Verdinnung 1:100 fur 30 min; RT) als Sekundarantikdrper hinzugegeben.

Die  Auswertung der immunzytochemisch gefarbten Praparate wurde
lichtmikroskopisch, die Auswertung der immunfluoreszent gefarbten Praparate wurde
mit Hilfe des CLSM durchgefuhrt.

3.4.3 Immunzytochemie

Die Immunzytochemische Farbung aller Zellpraparate wurde in den Routinelabors
des Institutes fur Pathologie, Abteilung flr Zytologie der Technischen Universitat
Minchen, zusammen mit der routinemaRigen Farbung von Tumorschnitten
durchgefuhrt.

Hier wurden die Zytokeratineinzelpraparate, Her2-Einzeilpraparate, in den oben
genannten Verdinnungen mit und ohne ,Antigen retrieval Behandlung durch die
Arbeitsgruppe angefertigt. Die Auswertung wurde von zwei unabhangigen

Untersuchern bestatigt.
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3.5 Nachweis zytokeratin-positiver Zellen

3.5.1 Immunfluoreszente Farbetechnik

Um zytokeratin-positive Tumorzellen im Knochenmark von Krebspatientinnen
detektieren zu konnen, bedient man sich der Tatsache, dass im mesenchymalen
Gewebe des Knochenmarks nur epitheliale Zellen Zytokeratin enthalten, somit auch
Karzinomzellen.

So wird fur die Erkennung von zytokeratin-positiven Epithelzellen der monoklonale
Antikdrper A45B/B3, der gegen Zytokeratine 8/18/19 (ZK 8/18/19) gerichtet ist
verwendet (Kasper, M. et al 1987). Als Brlckenantikdrper gegen den Mausantikorper
wird ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488 konjugierter anti-Maus- Antikdrper
eingesetzt. Dies bewirkt, dass nach Bindung dieses Antikorpers Zytokeratin 8/18/19
positive Zellen bei einer Anregungswellenlange von 488nm durch die Farbe Grin
sichtbar gemacht werden. Alle Farbeschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Um die Doppelfarbung fur Zytokeratin 8/18/19 und Her2-neu optimal zu gestalten,
werden die Objekttrager mit den Aspiraten vor der Antikorperreaktion 30 Minuten im
Wasserbad bei 96,2 °C in Citratpuffer (pH 6,0) einem ,Antigen retrieval® unterzogen.
AnschlieRend werden die Objekttrager 20 Minuten mit kaltem Citratpuffer abgekunhlt
und dann in der weiteren Farbung bearbeitet.

Als Positivkontrollen dienen die Her2-positive Zelllinie SKBR3, sowie Spikes aus
Knochenmark von gesunden Spendern und Zellen der Zellinie SKBR3. Die
Negativkontrolle ist wiederum Patientenmaterial mit benignen Lasionen der Mamma
Des Weiteren wird noch eine Isotypenkontrolle durchgefihrt.

Die weiteren Farbeschritte wurden alle bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Im ersten
Schritt der Doppelfarbung wird der monoklonale Antikérper A45B/B3 (1,0 mg/ml)
gegen Zytokeratin 8/18/19 eingesetzt. In der Verdinnung 1:100 wird der Antikbper
fur 60 Minuten aufgetragen. Die Verdlinnung besteht aus dem Antikérper und einer
Antibody Diluent Losung (Fa. Dako). Nach jeweils dreimal dreiminitigem Waschen

mit TRIS-Puffer wird der Brickenantikrper Ziege-anti-Maus Antikérper, an den das
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Fluorochrom ALEXA 488 gekoppelt ist, zugegeben. Die Verdunnung betragt 1:100
und die Inkubationszeit 30 Minuten. Die Losung enthalt den Antikdrper und Antibody
Diluent Losung (Fa. Dako). Es folgen drei Waschschritte @ 3 Minuten. Im dritten
Schritt wird der Antikorper gegen Her2-neu, ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper
(Fa. DAKO) in einer Verdunnung von 1:300 bei einer Inkubationszeit von 1 Stunde
zugegeben. Die Verdinnung besteht aus dem Antikorper und Antibody Diluent
Losung.

Als Sekundarantikorper wird ein Ziege—anti-Kaninchen Antikorper, der mit dem
Fluorochrome ALEXA 568 gekoppelt ist (Augangskonzentration 2 mg/ml) in der
Verdunnung 1:100 fur 30 Minuten beigemischt. AbschlieRend werden die Praparate
noch 3 mal in TRIS-Puffer & 3 Minuten gewaschen.

Die Objekttrager werden mit einem Deckglas, auf dessen Unterseite sich 8 pl TRIS —
Puffer befinden abgedeckt und mit Fixogumm umrandet. Die Objekttrager kdnnen
nun wie bei der oben beschriebenen Farbung binnen einer Woche am CLSM

ausgewertet werden.

3.5.2 Konfokales Laserscannmikroskop

Die Analyse des Probenmaterials erfolgt mit Hilfe eines konfokalen
Laserscannmikroskops. Dies ist eine Kombination aus einem Mikroskop und einem
Argon/Krypton-Laserscanner (Fa. Leica). Die Software ist von der Fa. Leica,
Heidelberg erworben.

Mindestens 10 Cytospins mit je 200.000 Zellen (Gesamtzellzahl 2 x 10°), pro
Patientin werden auf zytokeratin-positive Zellen hin untersucht. Bei der Zytokeratin-

Her2-neu Farbung dient die Zelllinie SKBR3 als Positivkontrolle.
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3.5.3 Nachweis zytokeratin-positiver Zellen durch

Immunzytochemie

Im Laufe dieser Arbeit wurde mit dem Institut fur Pathologie der Technischen
Universitat Mduanchen eine Zusammenarbeit eingefuhrt. Die gewonnenen
Knochenmarksaspirate wurden in den zytologischen Routinelabors aufgearbeitet und
immunzytochemisch mit Hilfe der APAAP-Farbung hinsichtlich zytokeratin-positiver
Zellen untersucht. Hierbei wurden ebenfalls 2 Millionen Zellen pro Patientin werden

auf zytokeratin-positive Zellen hin untersucht.

3.54 APAAP Farbetechnik

Der Nachweis von zytokeratin-positiven Zellen kann auch durch die konventionelle
Immunzytochemie erfolgen. Dabei wird die APAAP (Alkalische Phosphatase-Anti-
Alkalische-Phosphatase) Farbung eingesetzt (Cordell, J. L. et al 1984).

Die Praparate werden beschriftet und der Zytospin-,Spot® wird mit einem Fettstift
umrandet. AnschlieRend spult man die Objekttrager zwei Mal mit TRIS-Puffer fir 5
Minuten. Dann werden die Objekttrager in eine feuchte Kammer gegeben, der
Primarantikorper A45B/B3 (1,0 mg/ml) gegen Zytokeratine 8/18/19 in einer
Verdinnung von 1:500 (1h) aufgetragen, gefolgt von Waschschritten von zwei mal
funf Minuten mit TRIS-Puffer. AnschlieRend wird der Brickenantikdrper Kaninchen-
anti-Maus Antikoérper (20ug/ ml, Verdinnung 1:20; 30 min.) aufgetragen. Nach
zweimaligem Waschen (je 5 min in TRIS-Puffer) wird der monoklonale Alkalische
Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase Komplex (160 ug/ml; Verdinnung 1:100)
aufgetragen und 30 Minuten inkubiert. Es folgen 2 weitere Waschschritte mit TRIS-
Puffer je 5 Minuten.

Als nachster Schritt wird die an den Antikérper spezifisch gebundene alkalische
Phosphatase mit Hilfe einer Entwicklungslésung aus 0,2 mg/ml Naphtol-AS-BI-
Phosphat, 1% Fast-Blue Salz, 0,1 M TRIS-Puffer und 0,25 mg/ml Levamisol, welches

zur Inaktivierung der endogene alkalische Phosphatase dient, sichtbar gemacht. Die
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Inkubationszeit betragt 15 Minuten. Es folgt Spulen mit Leitungswasser, eine
Kerngegenfarbung mit Hamatoxilin (10-20 Sekunden) anschlieBend noch das
Eindeckeln der Objekttrager. Die Objekttrager konnen nun lichtmikroskopisch

ausgewertet werden.

3.5.4.1 Auswertung durch das Automated Cellular Imaging
System (ACIS)

Die immunzytochemisch gefarbten Zellen kdnnen mit Hilfe eines Lichtmikroskops
und damit verbundenem Computersystems schnell und in groRer Menge automatisch
aufgefunden werden. Das daflr geeignete Automated Cellular Imaging System
(ACIS) ist besteht aus einem automatischen Lichtmikroskop und einem Uber einen
Prozessor angeschlossenen Computer, der die Zellen automatisch analysiert und
bildlich darstellt (Bauer, K. D. et al 2000). Mit Hilfe eines auf dem Betriebssystem
Microsoft basierendem Programms kann das analoge Bild digitalisiert und

ausgewertet werden.



Material und Methoden 24

3.6 Patientengut

Zwischen Marz 2001 und August 2002 wurde bei 143 Patientinnen mit primarem
Mammakarzinom, die in der Frauenklinik der Technischen Universitat Manchen im
Klinikkum Rechts der Isar behandelt wurden, eine Knochenmarksaspiration im
Rahmen der Primartherapie durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Aspirate
aufgearbeitet und die oben beschriebenen immunzytochemische Farbung

durchgefuhrt. Diese Praparate wurden analysiert und die Daten ausgewertet.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammes Graph-Pad-
Prism Version 4.0 und mit Unterstitzung des Institutes fur Medizinische Statistik und
Epidemiologie (IMSE) der Technischen Universitat Minchen. Die Auswertung der
Ergebnisse erfolgte durch den Exakte Fisher Test und dem Binominaltest.

Als Siginifikanzniveau wurde a = 0,05 gewahlt und bei p-Werten kleiner 0,05 von

statistischer Signifikanz gesprochen.
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3.8 Verwendete Materialien

Automated Cellular Imaging System, ACIS, Chroma Vision Medical Systems, San
Juan Capistrano, CA, USA

Biopsy needle, Fa. Gallini s.r.I., Mirandola, Italien

CLSM Software Scanware 3.61, Fa. Leica, Heidelberg, Deutschland

Cytoclips stainless steel slide clip, Fa. Shandon, Pittsburgh, PA, USA

Cytofunnel, Fa. Shandon, Pittsburgh, PA, USA

Cytozentrifuge: Cytospin 2, Fa. Shandon, Pittsburgh, PA, USA

Deckglaschen 18 x 18 mm, Fa. Marienfeld, Bad Mergentheim, Deutschland
Einmalspritze 5 ml, 10 ml, Fa. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Einwegpipetten 5 ml (356543), 10 ml (356551), Fa. Falcon, Bern, Schweiz
Reaktionsgefalle 1000 (d, Fa. Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland

Fettstift Dako Pen, Fa. DAKO, Hamburg, Deutschland

Filter cards 5991022, Fa. Shandon, Pittsburgh, PA, USA

Foliodrape Lochtuch 50 x 60cm, Fa. Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland
Kolbenhubpipette 0,5 - 10 , 10 - 100 l, 50 - 200 (4, 100 - 1000 y, Fa. Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

Laser-Einheit des CLSM CS 40, Fa. Leica, Heidelberg, Deutschland

Lichtmikroskop, Fa. Leitz, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop Axiovert 35, Fa. Zeiss, Jena, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer Nr. 916 1079, Fa. Bender & Hobein, Bruchsal, Deutschland
Objekttrager 76 x 26 mm,Menzel-Glaser, Darmstadt, Deutschland

Pasteurpipetten 150 mm, 230 mm, Fa. Volac, Wertheim, Deutschland
Pipettenspitzen 20 d, 200 (d, 1000 |, Fa. Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland

Pipettierhelfer Macro, Fa. Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Prazisionswaage FX-40, Fa. AND, Japan

Roéhrchen 1 ml, 5 ml (352096), 50 ml (352070), Fa. Falcon

Zentrifuge 4K15, Fa. Sigma, Osterode am Harz, Deutschland
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3.8.1.1 Antikorper

Anti-Zytokeratin 8/18/19 A45-B/B3, Klasse 1gG1, Spezies Maus, monoklonaler
Antikorper, 1,0 mg/ml in PBS pH 7,4, Fa. Micromed GmbH, Minchen

Anti - c-erb-b2 ( Her-2-neu) , Spezies Kaninchen, Fa. Dako, Hamburg, Deutschland

Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus IgG, 2 mg/ml, Molecular Probes, Karlsruhe,

Deutschland

ALEXA 568 Ziege-anti-Kaninchen I1gG 2 mg/ml, Molecular Probes, Karlsruhe,

Deutschland

3.8.1.2 Reagenzien

Bovines Albumin Fraction V (pH 7), Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland
Antibody Diluent, Fa. Dako, Hamburg, Deutschland

Biocoll (density 1.077), Fa. Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Di-Natrium-EDTA 1,107 %, Fa. Delta-Pharma GmbH, Ingelheim, Deutschland
Liquemin ( Heparin) N 25000 IE (5 ml), Fa. Roche, Basel, Schweiz
Paraformaldehyd pur, Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland

PBS Pufferlésung, Fa. Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Saponin, Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich zwischen der immunzytochemischen und
immunfluoreszenten Farbetechnik mit und ohne ,,Antigen

retrieval“

Es wurde untersucht ob es bei unterschiedlichen Farbetechniken, der
Immunzytochemie und Immunfluoreszenz einen Unterschied in der Farbequalitat der
Antikdrper bei Zytokeratin und Her2-neu positiven Zellen mit und ohne ,Antigen
retrieval® gibt. Dabei wurden Verdunnungen zwischen Tumorzellen der Zellreihe
SKBR3 und peripheren Lymphozyten bis zu einem Verhaltnis 1 Tumorzelle zu 1 Mio.

Lymphozyten hergestellt.

411 Zytokeratin Einfachfarbung

Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung und eine immunzytochemische Farbung an
den hergestellten Verdinnungen aus SKBR3 Zellen und peripheren Lymphozyten
einer gesunden Versuchsperson mit A45B/B3 gegen die Zytokeratine 8/18/19
durchgefuhrt.

In der nachfolgend dargestellten Abbildung 1 zeigte sich bei der
immunzytochemischen Farbung, dass zytokeratin-positive und Her-2 neu positive
Kulturzellen der Tumorzellreihe SKBR3 in peripheren Lymphozyten bis zu einem

Verhaltnis 1:10° zu nachweisbar sind.
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Abb. 1: Immunzytochemische Zytokeratin-Einfachfarbung mit A 45 B/B3 gegen
Zytokeratine 8/18/19 bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdinnung mit peripheren
Lymphozyten, mit und ohne ,Antigen retrieval®

Verdunnung | ,Antigen retrieval® Kein ,Antigen retrieval®
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Bis zu einer Verdinnung von 1:10° (SKBR3: peripheren Lymphozyten) konnten
zytokeratin-positive Zellen, manche in schwacher Anfarbung, sowohl in den
Praparaten mit ,Antigen retrieval® als auch in den Praparaten ohne ,Antigen retrieval®
immunzytochemisch nachgewiesen werden.

Bei der Zytokeratin Einzelfarbung machte es keinen Unterschied, ob die Praparate
vorher einem ,Antigen retrieval® unterzogen werden oder nicht. Die Ergebnisse

wurden von zwei unabhangigen Untersuchern bestatigt.
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Mit der Immunfluoreszenzfarbetechnik, wie in Abbildung 2 dargestellt, gelang
ebenfalls bis zu einer Verdiinnung von 1:10° der Nachweis zytokeratin-positiver
Zellen. Bei der Verdiinnung 1:10° konnte technischen Griinden keine
Immunfluoreszenzfarbung angefertigt werden. Es wurden ,Scanns® von den Zellen in
vielen verschiedenen Ebenen aufgenommen, welche immer im gleichen Abstand von
0,2um genommen wurden. Die Bilder wurden optisch Ubereinander gelegt und die
gesamte Fluoreszenz der Zelle wurde erhalten. Die der Qualitat der Zytokeratin
Farbungen ist durch das ,Antigen retrieval® nicht beeintrachtigt. Die Ergebnisse

wurden von zwei unabhangigen Untersuchern bestatigt.

Abb. 2.: Immunfluoreszente Zytokeratin Einfachfarbung mit A 45 B/B3 gegen
Zytokeratine 8/18/19 bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdinnung mit peripheren
Lymphozyten, mit und ohne ,Antigen retrieval; mit Transmissonsbild und

Fluoresenzbild im Querschnitt der Zelle

Mit ,Antigen retrieval® Ohne ,Antigen retrieval®
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4.1.2 Her2-neu Einfachfarbung

Bei dieser Farbung wurde nach den oben beschriebenen Farbeprotokollen ein
Vergleich zwischen durch ,Antigen retrieval® vorbehandelten und nicht
vorbehandelten Praparaten und zwischen der immunfluoreszenten und
immunzytochemischen Farbetechnik bei Her2-neu durchgefuhrt. Es wurden ebenfalls
Verdinnungen aus Zellen der Tumorzelllinie SKBR3 und peripheren Lymphozyten,
bis zu einem Verhaltnis 1:10° angefertigt.

In Abbildung 3 ist die immunzytochemische Her-2-neu Einzelfarbung dargestellt. Es
konnten Her-2-neu positive Zellen bis zu einem Verhaltnis von 1:1Mio Zellen
nachgewiesen werden. Bei der Verdinnung 1:10° war aus technischen Griinden
keine Aufnahme mdglich. Bei dem Vergleich der Praparate zeigt sich, dass die durch
»2Antigen retrieval® vorbehandelten Praparate eine intensivere und kraftigere Farbung
zeigen als die nicht vorbehandelten. Die Ergebnisse wurden ebenfalls von zwei

unabhangigen Untersuchern bestatigt.
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Abb. 3: Immunzytochemische Her-2-neu Einfachfarbung mit c-cerb-B2 gegen Her-2-
neu bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdiunnung mit peripheren Lymphozyten, mit

und ohne ,Antigen retrieval®
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Bei der immunfluoreszenten Farbetechnik wurden bis zu einer Verdiinnung von 1:10°
(SKBR3 zu peripheren Lymphozyten) sowohl bei den behandelten als auch bei den
nicht behandelten Praparaten noch Her-2-neu positive Zellen gefunden. Jedoch sind
die Praparate, die vorbehandelt wurden, deutlicher und kraftiger dargestellt als die
unbehandelten.

Durch ,Antigen retrieval® entstand eine bessere Signalintensitat der Praparate. Von
den Zellen wurden ,Scanns® in vielen verschiedenen Ebenen aufgenommen, welche
immer im gleichen Abstand von 0,2um genommen wurden. Die Bilder wurden optisch
Ubereinander gelegt und die gesamte Fluoreszenz der Zelle wurde erhalten. Dabei
zeigte sich ebenso eine bessere Qualitat der Farbungen bei Praparaten die einem
LAntigen retrieval® unterzogen wurden. Die Ergebnisse wurden von zwei

unabhangigen Untersuchern bestatigt.

Abb.4: Immunfluoreszenz Her-2-neu Einfachfarbung mit c-cerb-B2 gegen Her-2-neu
bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdinnung mit peripheren Lymphozyten, mit und

ohne ,Antigen retrieval®
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1:10°

41.3 Doppelfarbung Zytokeratin 8/18/19 und Her-2-neu

Bei der Doppelfarbung wurde eine immunfluoreszente Farbung mit Zytokeratin
8/18/19 und Her-2-neu mit und ohne ,Antigen retrieval“ durchgeflhrt. Diese Farbung
ergab auch eine ldentifikation der Zellen bis zu einer Verdlinnung der SKBR3 Zellen
zu peripheren Lymphozyten von 1:10°. Jedoch war hier ein deutlicher Vorteil der
vorbehandelten Praparate gegentber den nicht vorbehandelten Praparaten zu
erkennen.

Die gefundenen Zellen wurden in kleinen Schichten im Abstand von 0,2um
durchgescannt. Die Bilder wurden optisch Ubereinander gelegt und die gesamte
Fluoreszenz der Zelle wurde erhalten. Dabei wurde eine Zelle wurde am Computer
im Imaris Programm in der Doppelfarbung dargestellt und festgehalten.

Die Vorbehandlung der Tumorkulturzellen durch ein ,Antigen retrieval® ist in keinster
Weise hinderlich fur die Detektion zytokeratin-positiver Zellen. Auch diese

Ergebnisse wurden durch zwei unabhangige Untersucher bestatigt.
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4.2 Zytokeratin-positive Zellen zum Zeitpunkt der

Primartherapie

Von Februar 2001 bis Juni 2002 wurde in Kooperation mit dem Institut fur Pathologie,
Abteilung Zytologie, eine routinemallige immunzytochemische Farbung an
Knochenmarkspraparaten eingefihrt. Die Auswertung der Praparate erfolgte
zunachst manuell, dann durch ein computergesteuertes Auswertesystem in den
pathologischen Labors. Die Abbildung 5 zeigt ein Beispiel einer zytokeratin-positiven
Zelle in der APAAP-Farbung bei einer Patientin mit primarem Mammakarzinom. Das
Zytoplasma der Zelle ist rot angefarbt, der Kern ist mit Hamatoxilin blau
gegengefarbt.

Bei den immunzytochemisch untersuchten Patientinnen hatten 9 von 143
Patientinnen zytokeratin-positive Zellen im Knochenmarksaspirat. Dies entspricht
einem relativen Anteil von 6%. Auch diese Zellen wurden durch zwei unabhangige

Untersucher bestatigt.

Abb. 5: zytokeratin-positive Zelle aus dem Knochenmarksaspirat einer Patienten mit
primaren Mammakarzinom durch APAAP-Farbung dargestellt. Rot angefarbt zeigt

sich das Zytoplasma der Zelle, der Zellkern ist blau angefarbt.
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4.3 Korrelation des Knochenmarksbefundes zur TNM

Klassifikation und weiteren Prognosekriterien

In der nachfolgenden Tabelle wird die Beziehung des Knochenmarkbefundes mit
verschieden etablierten Prognosekriterien wie Tumorgrofe, Lymphknotenbefall,
Hormonrezeptorstatus, Menopausenstatus und Grading des Karzinoms dargestellt.
Insgesamt wurde das Material von 143 Patientinnen immunzytochemisch nach
Zytokeratin 8/18/19 untersucht.

Der Median betrug 59,8 Jahre, die jungste Patientin war 28 Jahre, die alteste war im
83.Lebensjahr. Das Durchschnittsalter der Patientinnen mit einem positiven
Nachweis zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark betrug 55 Jahre (Minimum
32- Maximum 78 Jahre), das der Patientinnen mit einem negativen Nachweis
zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark betrug 57,8 (28-83 Lebensjahr) Jahre.
In der folgenden Tabelle sind die klinischen Daten uUbersichtlich dargestellt. Bei 11

Patientinnen wurde ein benigner Tumor festgestellt.



Ergebnisse 39

Tab. 2: Daten der Patientinnen mit primaren Mammakarzinom mit und ohne
zytokeratin-positiven Knochenmarkszellen, nach Tumorgrofe, Lymphknotenstatus,

Steroidhormonrezeptorstatus, Grading und Her-2-neu-Status geordnet

Alle
Patientinnen| CK-Positiv | CK-Negativ
Alter (Median) 59,8 60 60,1
Menopausaler Status
pra 32 1 31
post 101 7 94
peri 10 1 9
Tumorstadium
Benigne 11 1 10
pT1 82 4 78
pT2 40 2 38
pT3 1
pT4 5 1
Lymphknotenstatus
NO 87 4 83
N1 43 3 40
N2 2 1 1
benigne 11 1 10
Hormonrezeptorstatus
positiv 106 7 99
negativ 26 1 25
benigne 11 1 10
Grading G1 12 0 12
G2 57 1 56
G3 62 7 55
G4 1 0 1
benigne 11 1 10
Her 2 1+ 35 2 33
2+ 19 0 19
3+ 37 3 34
0 41 3 38
nicht bestimmt 11 1 10
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4.3.1 TumorgrofBe

Die Tabelle 3 zeigt die Verteilung der Patientinnen nach ihren Tumorstadien. Unter
den 143 Patientinnen waren 11, bei denen sich in der Histologie kein Tumor
nachweisen lie3. Sie sind in der unten dargestellten Tabelle nicht berlcksichtigt.

Insgesamt 82 Patientinnen hatten ein Mammakarzinom der Grofle pT1. Bei 4
Patientinnen dieses Tumorstadiums konnten zytokeratin-positive Zellen in ihren

Knochenmarksaspiraten gefunden werden.

Tab. 3: Vergleich zwischen der TumorgroRe des Primartumors und dem Nachweis

zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark

Vergleich zytokeratin positiver Zellen mit dem
Tumorstadium
100
O gesamt
50 A B zk-positiv
’_|_|_‘ O zk-negativ
0 — =
pT1 pT2 pT3 pT4

B gesamt 82 40 5 5
W zk-positiv 4 2
0O zk-negativ 78 38 4 4

Von 40 Befunden bei Patientinnen mit einem Tumor pT2 wiesen im
immunzytochemischen Farbepraparat zwei Patientinnen zytokeratin-positive Zellen
im Knochenmark auf.

In den Stadien pT3 und pT4 hat jeweils eine von funf Patientinnen einen zytokeratin-
positiven Befund der Knochenmarksaspirate in der immunzytochemischen Farbung.
In der statistischen Berechnung mit Hilfe eines Exakte Fisher Tests ergab sich
zwischen Tumorstadium und dem Nachweis zytokeratin-positiver Zellen keine
statistische Signifikanz (p=0,1783). Die bedeutet, die Tumorgrolie keinen Einfluss auf

die Anwesenheit zytokeratin-positiver Zellen hat.
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4.3.2 Lymphknotenstatus

In dieser Arbeit hatten, wie in Tabelle 4 sichtbar, 87 Patientinnen das Stadium NO.
Davon hatten 83 keinen Nachweis zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark.
Beim Stadium N1 liel3en sich bei 40 von 43 Patientinnen keine zytokeratin-positiven
Zellen im Knochenmark zum Zeitpunkt der Primartherapie nachweisen.

Im Stadium N2 hatte von zwei Patientinnen eine Patientin zytokeratin-positive Zellen
im Knochenmarksaspirat aufzuweisen.

Bei 11 Patientinnen wurde kein Lymphknotenstatus erhoben, da es sich um benigne
Lasionen handelte.

Der hier ebenfalls angewandte Exakte Fisher-Test ergab keine Signifikanz zwischen
den beiden Parametern, dem Lymphknotenstatus und dem Vorhandensein von

zytokeratin-positiven Zellen (p= 0,067).

Tab. 4: Lymphknotenstatus der Patientinnen mit primarem Mammakarzinom im

Vergleich mit zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark

Vergleich zytokeratin-positiver Zellen mit
Lymphknotenstatus
100
80 -
60 | DOgesamt
B zk-positiv
40 ] .
Ozk-negativ
20
0
pNO pN1 pN2
Ogesamt 87 43 2
B zk-positiv 4 3 1
DOzk-negativ 83 40 1
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4.3.3 Steroidhormonrezeptorstatus

Beim Steroidhormonrezeptorstatus waren 106 der Patientinnen positiv und 26
negativ auf Ostrogen oder Progesteronrezeptoren am Primartumor. Von den
Steroidhormonrezeptor positiven Patientinnen hatten 7 zytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark. Dies entspricht knapp 16% der Patienten. Bei den
Steroidhormonrezeptor negativen Patientinnen hatte 1 von 26 zytokeratin-positive
Zellen in ihrem Knochenmark.

In der statistischen Auswertung mit Hilfe des Binominaltestes konnte kein
Siginifikanzniveau erreicht werden (p= 0,5755). Es besteht kein signifikanter
Zusammenhang zwischen zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark und dem

Hormonrezeptorstatus.

4.3.4 Menopausenstatus

Beim der Untersuchung des Menopausenstatus waren 32 Patientinnen
pramenopausal, wobei davon eine einen Nachweis zytokeratin-positiver Zellen hatte.
Bei den Patientinnen in der Perimenopause hatten von 10 Patientinnen eine
Patientin zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark. In der Postmenopause hatten
von 101 Patientinnen 7 Patientinnen einen positiven Knochenmarksbefund.

Es konnte bei der statistischen Berechnung mit dem Exakte Fisher Test ein
Signifikanzniveau (p= 0,0337) erreicht werden. Dies bedeutet, dass Patientinnen, die
in der Peri- oder Postmenopause sind, einer hoheren Wahrscheinlichkeit unterliegen,
zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark zu haben, als Damen in der

praemenopausalen Phase.
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Tab. 5: Vergleich des Menopausenstatus der Patientinnen mit primaren

Mammakarzinom und zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark

Vergleich zytokeratin-positiver Zellen mit
Menopausenstatus
200
O Gesamt
100 M zk-positiv
0 . — [ O zk-negativ
peri pra post

O Gesamt 10 32 101
B zk-positiv 1 1 7
O zk-negativ 9 31 94

4.3.5 Grading

Unter Grading wird die histopathologische Differenzierung maligner Tumorzellen
nach der Definition der UICC verstanden. Je hoher dabei die Gradzahl ist, desto
weniger differenziert ist der Tumor, was einen héheren Maliginitatsgrad nach sich
zieht. In dieser Arbeit hatten 12 Patientinnen einen G1 Tumor, keine davon jedoch
eine zytokeratin-positive Zelle im Knochenmark.

Bei den G2 Tumoren (n=57) hatte eine Patientin eine zytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark. Die meisten Patientinnen (n=62) hatten einen Tumor der
Differenzierungsstufe G3, 7 davon einen positiven Knochenmarksbefund. Eine
Patientin hatte einen G4-Tumor, diese wies im Knochenmarksaspirat keine
zytokeratin-positive Zellen auf.

Die elf gutartigen Befunde wurden keiner Differenzierung unterzogen. Mit Hilfe eines
Exakte Fisher Testes wurde das Vorhandensein zytokeratin-positiver Zellen im
Knochenmark mit dem Grading verglichen. Die beiden Parameter verhielten sich
nicht signifikant (p= 0,15) zueinander. Somit ist keine Aussage Uber einen
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit zytokeratin-positiver Zellen im Vergleich

zum Grading machbar.
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Tab. 6: Vergleich zwischen Grading des Primartumors der Patientinnen und

zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark

Grading im Vergleich mit zytokeratin-positiven Zellen
80
60 ] O gesamt
40 B zk-positiv
20 0O zk-negativ|
o]
G1 G2 G3 G4
O gesamt 12 57 62 1
B zk-positiv 0 1 7 0
0O zk-negativ 12 56 55 1

4.3.6 Her2-neu Status

Es wurde auch der der Her2-neu Status des Primartumors der Patientinnen mit
zytokeratin-positiven Zellen in den Knochenmarksaspiraten verglichen. Mit dem

£“

,Dako Hercept Test®“ wurde der so genannte Dako-Score, der dem Gehalt von
Her2-neu im Primargewebe bestimmt. Her2-neu negativ im Primartumor waren 41
Patientinnen, 3 von ihnen hatten einen zytokeratin-positiven Befund im
Knochenmarksaspirat. 35 Patientinnen hatten einen einfach positiven Befund im
Primartumor fir Her2-neu, davon hatten 2 Patientinnen zytokeratin-positive Zellen im
Knochenmarksaspirat.

Keine der 19 Patientinnen mit einem 2+ Befund auf Her-2-neu im Primartumor hatte
eine zytokeratin-positive Zelle in ihrem Knochenmarksbefund, wahrend bei den 37
Patientinnen der Stufe 3+ drei Aspiratsbefunde positiv ausfielen. Bei den elf benigen
Befunden wurde kein Her2-neu Status im Primartumorgewebe bestimmt.

Es wurde kein Siginfikanzniveau erreicht (p= 0,81), so dass keine Korrelation der
Her2-neu Konzentration im Primartumor mit dem Vorhandensein eher zytokeratin-

positiven Zellen im Knochenmark erreicht.
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Tab. 7: Vergleich des Her2-neu-Status des Primartumorgewebes und zytokeratin-

positiven Zellen im Knochenmark

Vergleich zwischen Her-2-neu Status im
Primartumorgewebe und zytokeratin-positiven
Zellen
50
O gesamt
B zk-positiv
e =
0 o] 1+ 2+ 3+
O gesamt 41 35 19 37
B zk-positiv 3 2 0 3
0O zk-negativ 38 33 19 34

4.4 Follow-up Daten der Patientinnen

Bei allen Patientinnen wurde mindestens 1 Jahr nach der Primartherapie eine
Nachbeobachtungserhebung durchgeflhrt. Zu diesem Zeitpunkt hatten 137 von 143
Patientinnen kein Neuauftreten der Erkrankung, 6 Patientinnen wiesen ein Rezidiv
auf. Davon wiederum hatten 3 ein lokales Rezidiv, 1 viscerale Filiae, 2 Patientinnen
ossare Fernmetastasen. Die Patientinnen mit benignen Lasionen hatten ebenfalls
keine Neuerkrankungen aufzuweisen.

Keine der Patientinnen war zum Zeitpunkt der Nachbeobachtung verstorben. Daher
liegt das Uberleben zum Zeitpunkt des Follow ups bei 100%.

Keine der Patientinnen mit einem Rezidiv wies zum Zeitpunkt der Primartherapie
zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark auf.

Bei den acht Patientinnen, bei denen zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark

nachweisbar waren, st bis jetzt noch kein Rezidiv aufgetreten.
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5 Diskussion

5.1 Tumorzellnachweis im Knochenmark

Obwohl die onkologische Therapie in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte im
Bereich der Tumorchirurgie verzeichnen konnte, scheint die Disseminierung
einzelner  Tumorzellen, welche durch konventionelle histopathologische
Stagingmethoden nicht nachzuweisen sind (Hepp, F. et al 2000), (Schlimok, G. et al
1987), ein limitierender Faktor fiir das rezidivfreie Uberleben zu sein (von Knebel
Doeberitz, M. et al 1996).

Diese Uberwiegend nicht mitotisch aktiven Zellen konnten Ursachen dafur darstellen,
dass es trotz eines klinisch metastasenfreien Stadiums zum Zeitpunkt der
Primartherapie zu einem langfristigen Versagen lokoregionarer sowie systemischer
Therapien kommt (Pantel, K. et al 1997).

Einzelanalysen ergaben, dass die Mehrzahl der disseminierten Tumorzellen nicht
prolifieriert. Es ist jedoch weiterhin unbekannt, welche Faktoren ursachlich sind, um
von der Tumorzellstreuung in die Kklinische Manifestation einer Metastase
Uberzugehen (Pantel, K. et al 1993b).

Daher ist es sinnvoll, einzelne zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark,
peripheren Blut oder in Lymphknoten als Beweis flir die MRD zu finden und zu
analysieren.

Mehrere Studien beschreiben verschiedenste Techniken zum Nachweis
disseminierter Tumorzellen. Neben dem immunzytochemischen hat sich auch der
immunfluoreszente Nachweis etabliert. Ein Hauptproblem besteht noch in der
geringen Menge der gefundenen Zellen. Eine Verbesserung der Situation lasst sich

Uber methodische Optimierung der Zellseparation und der Aufbereitung erreichen.
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Die Entwicklung monoklonaler Antikdrper gegen Zytokeratine als zuverlassige
Marker fur epitheliale Zellen im mesenchymalen Gewebe ermoglichte es mit Hilfe
immunzytochemischer Techniken, einzelne zytokeratin-positiven Zellen zu entdecken
(Dearnaley, D. P. et al 1983), (Schlimok, G. et al 1987), (Pantel, K. et al 1996b). Die
Immunzytochemie wurde im Laufe der letzten Dekade immer weiter vorangetrieben
und verbessert. Das Problem bei dieser Technik bestand in den unterschiedlichen,
noch nicht standardisierten Verfahrensweisen, die zu verschiedenen Ergebnissen
fuhrten.

Bei Brustkrebspatientinnen wurden verschiedene Marker-Proteine verwendet, wie
EMA (Salvadori, B. et al 1990), (Harbeck, N. et al 1994), (Mansi, J. L. et al 1999),
(Gebauer, G. et al 2001), Zytokeratine 8/18/19 (Braun, S. et al 2000b), (Gerber, B. et
al 2001) und Zytokeratine CAM 5.2, KL1, AE1-AE3, DC 10 und BA 17 (Landys, K. et
al 1998), die durch die Antikorper dargestellt wurden. Eine Limitation der
immunzytochemischen Analysen ist die subjektive Auswertung der zytologischen
Praparate, die eine grol3e Fehlerquelle darstellt. Objektivierbare Kriterien wurden von
der ISHAGE-Gesellschaft (International Society of Hematotherapy Ad Graft
Engenieering) in einer Studie fur die immunhistochmische Beurteilung disseminierter
Tumorzellen dargestellt (Borgen, E. et al 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die immunzytochemische Einzelfarbung von
Knochenmarksaspiraten, mit dem monoklonalen Antikorper A45/B-B3 gegen
Zytokeratin 8/18/19, routinemalig bei Mammakarzinompatientinnen eingefihrt. Ziel
war es, mit Hilfe einer schnellen Detektionsmethode, zum Beispiel ACIS, zytokeratin-
positive Zellen zu finden und dann mit Hilfe einer Immunfluoreszenz-Farbung die
Zellen zu phanotypisieren.

Erste Studien (Borgen, E. et al 2001), (Bauer, K. D. et al 2000) haben gezeigt, dass
computergesteuerte, automatische Mikroskopiersysteme mit gleicher Sensitivitat
arbeiten wie menschliche Untersucher. Der Vorteil der maschinell gestutzten
Detektion besteht in der Moglichkeit, die Praparate schneller auszuwerten, als es das
menschliche Auge vermag. Auch konnen groflere Praparatmengen verarbeitet

werden, womit eine enorme Okonomisierung des Prozesses erreicht wird.
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5.2 Phédnotypisierung der zytokeratin-positiven Zellen

Einzeln disseminierte Tumorzellen im Knochenmark weisen nicht immer die gleichen
charakteristischen Eigenschaften wie Tumorzellen im Primargewebe auf. Umso
wichtiger ist es, die einzelnen Zellen zu finden und zu charakterisieren.

Schon von vielen Autoren wurde die Phanotypisierung von zytokeratin-positiven
Zellen im Knochenmark bei Patienten mit malignen epithelialen Tumoren
beschrieben. Die Zellen sind charakterisiert durch eine Expression des uPA-
Rezeptors (Heiss, M. M. et al 1995), (Allgayer, H. et al 1997b), (Togel, F. et al 2001),
(Sinz, S. et al 2001), durch das Fehlen von p53-Mutationen (Offner, S. et al 1999)
und dem Verlust des MHC | Antigens (Pantel, K. et al 1991), (Zia, A. et al 2001) .

In der Arbeitsgruppe an der TU Minchen wurden, die gefundenen zytokeratin-
positiven Zellen fur uPA-R durch Immunfluoreszenzfarbung phanotypisiert. Die uPA-
R Phanotypisierung fur Patientinnen mit primdaren Mammakarzinom wurde nach
einem bereits entwickelten Protokoll (Noack, F. et al 2000) weitergeflihrt. Ziel dieser
Arbeit war es eine Phanotypisierung der zytokeratin-positiven Zellen fur Her2-neu mit

zu etablieren.

5.2.1 »Antigen retrieval®

Unter ,Antigen retrieval“ versteht man die Vorbehandlung von Gewebe durch hohe
Temperaturen, um Antigene, die durch die durch Fixation maskiert wurden, wieder zu
demaskieren und so die Signale einer immunzytochemischen oder
immunfluoreszenten Farbung zu verstarken (Shi, S. R. et al 2001).

Ziel der Versuche war es, einen Uberblick dariiber zu gewinnen, ob es einen
Unterschied zwischen der immunzytochemischen und der immunfluoreszenten
Farbetechnik mit und ohne ,Antigen retrieval®, gibt (Shi, S. R. et al 1991).

Die Problemstellung fur die Versuche ergab sich durch die ungenligende Qualitat
vorangegangener immunfluoreszenten Farbungen und aus der Fragestellung, ob der
Antikorper gegen Her-2-neu, der Firma Dako, ein ,Antigen retrieval® im Wasserbad

mit Citratpuffer gut vertragt. Dieser Versuch wurde durchgeflihrt, da bereits zur
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immunhistochemischen Bestimmung des Her2-neu Gehaltes im Primartumorgewebe
»2Antigen retrieval® angewandt wurde (Oyaizu, T. F. et al 1996).

Die Versuche, deren Ergebnisse in den Abbildungen im Kapitel 4.1. zu sehen sind
zeigten, dass die durch ein ,Antigen retrieval® vorbehandelten Praparate eine
durchweg bessere und kraftigere Farbung, sowohl bei der immunfluoreszenten
Farbetechnik als auch bei der immunzytochemischen Farbemethode aufweisen. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass durch die Demaskierung die
Antigenstrukturen auf den Zellen fir die Immunzytochemische Farbung besser
bereitgestellt werden.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass ein vorangegangenes ,Antigen retrieval® die
Qualitat der Farbungen verbessert und als Methode fir die Doppelfarbung mit

zytokeratin-positiven und Her-2neu positiven Zellen gerechtfertigt ist.

5.2.2 Her2-neu

Bei Brustkrebspatientinnen weisen nur ungefahr 25% der Patientinnen eine
Uberexpression von Her2-neu im Primargewebe auf (Ross, J. S. et al 1998),
wahrend bei 60% der disseminierten Zellen im Knochenmark eine Her2-neu
Uberexpression zeigen (Braun, S. et al 2001c). Eine eindeutige Korrelation zwischen
der Her2-neu Expression auf Tumorzellen des Primargewebes und auf
disseminierten Zellen findet sich nicht, jedoch ist die Anwesenheit von sowohl
zytokeratin-positiver als auch Her2-neu positiven Tumorzellen im Knochenmark mit
einer schlechteren Prognose der Patientinnen verbunden (Braun, S. et al 2001c).

Da Her2-neu auch im Knochenmark von Patientinnen gefunden wurde, die
nachweisbar kein Karzinom hatten (Zippelius, A. et al 1997), ist eine
Doppelfarbemethode wichtig, um mit Hilfe der Zytokeratine den epithelialen Ursprung
der Zelle zu untermauern.

In unserer Arbeitsgruppe wurde an Hand von Kulturzellen (SKBR3) eine
Immunfluoreszenz Farbemethode entwickelt, die es wie bei der
Doppelimmunfluoreszenzfarbung flir uPA-R mdglich macht (Noack, F. et. al 2000),
zytokeratin-positive Zellen nach Her2-neu zu phenotypisieren. Diese Farbung kann

nun angewendet werden.
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Fur die Prognoseabschatzung und die tumorbiologische Therapieplanung ist jedoch
neben der Detektion der Tumorzelle eine Quantifizierung ihres Her2-neu Gehaltes in
der Zukunft wunschenswert, um eine individuell optimale Therapieerfolg zu

ermoglichen.

5.2.3 uPA-R

Das Plasminogenaktivator-System spielt eine wichtige Rolle im Abbau und der
Reorganisation der extrazelluldren Matrix und nimmt eine Schlusselrolle in der
Tumorinvasion und der Metastasierung ein (Schmitt, M. et al 1995). Im
kontinuierlichen Zusammenspiel zwischen uPA, PAI-1 und dem Oberflachenrezeptor
uPA-R werden diese Vorgange gefordert.

Eine hohe Konzentration von uPA oder PAI-1 im Primartumor bei Patientinnen mit
Mammakarzinom fihrt zu einem erhohtem Metastasierungsrisiko und zu einem
geringeren Gesamtuberleben (Harbeck, N. et al 2000) (Janicke, F. et al 2001). Die
Bestimmung von uPA und PAI-1 im Gewebe des Primartumors wird mit Hilfe von
biologischen ELISA Tests durchgefiihrt und ist standardisiert (Sweep, C. G. et al
1998). Auch ein erhdhter Gehalt an uPA-R Primartumorgewebe von Krebspatienten
ist von prognostischer Relevanz (Bianchi, E. et al 1994).

Die uPA-R Expression auf zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark ist unter
anderem fur das Magenkarzinom (Heiss, M. M. et al 1995) (Allgayer, H. et al 1997a)
und das Mammakarzinom (Sinz, S. et al 2001), (Togel, F. et al 2001) beschrieben
worden.

Eine niedrige Intensitat von uPA-R auf der Zelle, die durch das Dormancy Stadium
der Zellen erklart werden (Yu, W. et al 1997) kann, kdnnte eine geringere Malignitat
dieser Zellen nach sich ziehen (Togel, F. et al 2001). Dagegen bedeutet eine
Uberexpression von CD87 auf zytokeratin-positiven Zellen eine schlechtere
Prognose bei den Patientinnen (Stephens, R. W. et al 1998).

Somit ist neben der Qualitat an uPA-R auch die Quantitat der einzelnen zytokeratin-
positiven Zelle interessant.

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz kann die Quantifizierung von uPA-R auf der

Zelloberflache und im Zytoplasma bestimmt werden. Dies wurde sowohl flr
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zytokeratin-positive Zellen im Knochenmark bei Patientinnen mit Mammakarzinom
(Sinz S. et al 2001)als auch bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom (Bosl, M. 2005) in
unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt.

Dies konnte RuckschlUsse auf die Aggressivitat des Tumors bringen und konnte in
der Zukunft helfen, die Prognoseabschatzung bei der Tumorerkrankung zu
verbessern. Ob sich dies als zusatzlicher Prognosefaktor eignet mussen noch
zukunftige Studien zeigen. Hierbei bietet sich ein Zusammenspiel aus qualitativer
immunzytochemischer Detektion gepaart mit immunfluoreszenter Phanotypisierung
und Quantifizierung an, um eine optimale Therapieplanung, durch den Einsatz

zielgerichteter Antikorper, fur die Patientinnen zu erreichen.

524 Klinische Relevanz

Schlechte Prognosen bei Brustkrebspatientinnen, die zytokeratin-positive Zellen in
ihrem Knochenmark hatten, werden in mehreren Studien beschrieben (Gebauer, G.
et al 2001), (Zia, A. et al 2001), (Funke, I. et al 1998). Daher muss es Ziel und
Aufgabe sein, aufgrund weiterer Analysen der disseminierten Tumorzellen und deren
Antigenstruktur neue Therapiekonzepte zu entwickeln, denn trotz Fortschritten in der
Chirurgie und in der Entwicklung neuer Chemotherapeutika ist die Mortalitat in den
letzten Jahren nicht wesentlich gesunken.

Bei der Chemotherapie werden nur mitotisch aktive Zellen und nicht die Zellen, die
sich im nicht proliferativen Go-Zustand befinden (Pantel, K. et al 1993b), beseitigt.
Deshalb muss die Frage nach neuen Therapiekonzepten, die Zellen im Gy Zustand
bekampfen, erdrtert werden.

Disseminierte Tumorzellen beinhalten eine Vielzahl von klinischen Mdglichkeiten. Sie
geben Auskunft Gber die Prognose des Patienten, Informationen Gber die individuelle
Tumorbiologie und sie dienen flr zielgerichtete Therapien mit z.B. monoklonalen
Antikérpern. Um jedoch die Antikdrpertherapie flr jeden Patienten individuell effektiv

durchfiihren zu kénnen, muss das Antigenmuster der einzelnen Zellen bekannt sein.
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Die Heterogenitat der Antigenstrukturen differiert oft und muss daher fur jede
einzelne Patientin abgestimmt werden (Klein, C. A. et al 2002).

Studien berichten Uber erste Ansatze in der Therapie mit monoklonalen Antikorpern,
wie der Herceptin® bei Her2-neu (Slamon, D. J. et al 2001) , die flr die Zukunft
erfolgsversprechend sein durften. Auch die Entwicklung eines synthetischen
Peptides (WX-UK 1) gegen uPA ist in der Phase |l der klinischen Prufung (Wilex AG
MG 2001).

Es sollten noch weitere Antigene auf den Zellen charakterisiert werden, um die
Strukturen der Zelloberflachen genauer aufzuschlisseln.

So konnte ein hoffnungsvoller Ansatz gefunden werden, vielleicht in Zukunft die
Mortalitatsrate bei Brustkrebspatientinnen mit Hilfe zielgerichteter Therapien zu
senken.

Auch die Quantitat der einzelnen Antigenstrukturen ist flr die Therapieplanung, zum
Beispiel in Hinsicht der Menge des 2zu verwendenden Antikdrpers, von
therapeutischer Bedeutung.

Ein Zusammenspiel der beiden Techniken, Immunfluoreszenz und Immunzytochemie
ist in Zukunft winschenswert, um individuelle Strategien fur die Therapie optimieren
zu kénnen. Um dies zu erreichen missen aber internationale Standards geschaffen
werden, die eine bessere Objektivierbarkeit und eine bessere Reproduzierbarkeit der

Nachweismethoden ermdglichen.
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5.3 Patientenkollektiv

Bei dem Patientenkollektiv handelte es sich um eine Population von 143 Patientinnen
mit primarem Mammakarzinom. Das zu untersuchende Knochenmark von 143
Patientinnen wurde einer immunzytochemischen Farbung unterzogen. Von diesen
143 Patientinnen wiesen 11 benigne Lasionen auf.

Fruhere Studien mit einer Langzeitbeobachtung von maximal 20 Jahren (Landys, K.
et al 1998), (Mansi, J. L. et al 1999) konnten zeigen, dass Patientinnen mit
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark eine schlechtere Prognose haben als
Patientinnen ohne.

Fur unser Kollektiv, das von Marz 2001 bis Juni 2002 einer Knochenmarkaspiration
unterzogen und bis August 2003 einer Nachbeobachtung unterzogen wurde, ist
wegen der noch zu kurzen Zeitspanne keine Langzeitanalyse madglich.

FUr die sechs Patientinnen, die in der Nachbeobachtungszeit ein Rezidiv ereilte,
konnten initial keine zytokeratin-positiven Zellen in den Tumorzellen nachgewiesen
werden. So kann eine schlechtere Prognose, wie sie in den oben genannten Studien
gezeigt wurde, noch nicht bestatigt werden.

Da bei der Analyse der Daten gezeigt wurde, dass im Verlauf die Rezidivrate bei
Knochenmarkspositiven Patientinnen nicht hoéher ist als die der zellfreien
Patientinnen, kénnen nur spatere Nachuntersuchungen zeigen, ob auch bei diesem
Kollektiv in der Zukunft eine schlechtere Prognose flr diese Patientinnen sich ergibt.
Auch konnte in dieser Arbeit nicht , wie in anderen Studien (Janni, W. et al 2001),
(Naume, B. et al 2001) (Hinterberger, W. et al 2002) gezeigt werden, dass
Patientinnen mit héheren Tumorstadien oder einem undifferenzierterem Tumor
statistisch signifikant eine hohere Anzahl an zytokeratin-positiven Zellen im
Knochenmark haben.

Es zeigt sich aber dennoch eine Tendenz, dass ein fortgeschrittener
Lymphknotenstatus mit einer hoheren Nachweisrate zytokeratin-positiver Zellen

zusammenhangt. Ein Signifikanzniveau konnte nicht erreicht werden.
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Bei der TumorgroRe konnte im Gegensatz zu anderen Studien ein
Signifikanzzusammenhang zwischen zytokeratin-positiven Zellen und TumorgrofRe
nicht ermittelt werden.

Als Ursachen fur diese Daten sind mehrere Faktoren diskutierbar. So ist die
Umstellung auf die immunzytochemischen Farbemethode sowie die zytologische
Beurteilung, die wahrend der Arbeit eingefuhrt wurde, sicherlich ein wichtiges Indiz
fur die niedrige Anzahl von Patientinnen mit zytokeratin-positiven Zellen. Es ist auch
zu bedenken, dass die bessere Beurteilung der morphologischen Strukturen der
Zellen durch das unabhangige zytologische Labor zu einer Verminderung der Zahl
an falsch positiven Ergebnissen fuhrte.

Die bei der Untersuchung der zytokeratin-positiven Zellen mit dem menopausalen
Status gefundene Signifikanz Iasst sich mit mehreren anderen Arbeiten vergleichen
(Diel, I. J. et al 1992).

Auch fur andere solide Tumoren wurden signifikante Ergebnisse zwischen
Tumorstadium und dem Nachweis von zytokeratin-positiven Zellen dargestellt.

Bei anderen gynakologischen Tumoren, wie dem Ovarialkarzinom konnte gezeigt
werden, dass eine Anwesenheit zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark zu
einer schlechteren Prognose fuhrt (Braun, S. et al 2001b). Kleinere Studien zum
Zervixkarzinom wiesen ebenfalls ein schlechteres prognostisches Ergebnis beim
Nachweis zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark fir das Gesamtuberleben auf
(Hepp, F. et al 2000).

Auch konnten signifikante Ergebnisse beim kleinzelligen Bronchialkarzinom(Pantel,
K. et al 1993a), beim Osophaguskarzinom (Thorban, S. et al 1996) und beim
Magenkarzinom (Heiss, M. M. et al 1997) erzielt werden.

Eine prognostische Aussage Uber das Uberleben der Patientinnen der Patientinnen
mit zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark in dieser Doktorarbeit ist wegen des
geringen zeitlichen Verlaufes nicht méglich.

Auch die Anzahl der Rezidiverkrankungen hat im Rahmen dieses
Patientenkollektives noch keine eindeutige prognostische Aussagekraft, da bei bisher
nur 6 Rezidiven keine der Patientinnen mit positivem Knochenmarksbefund ein

Rezidiv erlitten hatte.
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5.4 Ausblick

Um die potentiell systemische Erkrankung des Mammakarzinoms moglichst schnell
und effektiv behandeln zu kdnnen und das frihe Versterben eines Groldteils der
Patientinnen verhindern zu konnen, ist es wichtig, dass die bestmdgliche individuelle
Therapie angewendet wird. Neben den bereits etablierten Prognosefaktoren werden
in Zukunft auch die biologischen Faktoren eine Rolle in der Therapieplanung spielen.
Dabei haben sich bis jetzt als einzige die tumorassoziierten Proteolysefaktoren uPA
und PAI-1, unabhangig von den etablierten Prognosefaktoren, prognostisch sehr
bedeutsam gezeigt. (Harbeck et al 2001).

In wiefern die Anwesenheit zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark in eine
individuelle Therapie einzubeziehen ist, lasst sich jetzt noch schwer abschatzen.
Aufgrund der technischen Madglichkeiten, auch einer computergesteuerten Analyse
der Zellen, ist es durchaus vorstellbar, dass sich zytokeratin-positive Zellen in
Zukunft als Prognosefaktor etablieren. Es fehlen immer noch standardisierte
Protokolle und einheitliche Methoden, um objektiv einheitliche Ergebnisse erzielen zu
koénnen.

Auch koénnten die disseminierten Tumorzellen zur Therapiekontrolle angewandt
werden, da sie einerseits zum Teil nicht auf adjuvante Chemotherapie ansprechen
(Braun, S. et al 2000a), andererseits wahrend und nach spezifischer
Antikdrpertherapie gegebenenfalls einen therapeutischen Effekt belegen kdnnen.

Mit Hilfe der tumorbiologischen Faktoren kdnnte es in der Zukunft geschafft werden,
die insgesamt unbefriedigende Situation des Gesamtliberlebens bei Patientinnen mit
Mammakarzinom allein anhand der herkdbmmlichen Prognosefaktoren zu verbessern
und eine individuell abgestimmte Therapie zu ermoglichen (Hosch, S. B. et al 2001).
Dafur kann die Kombination der immunzytochemischen mit der
Immunfluoreszenzfarbung eine Madoglichkeit sein zytokeratin-positiven Zellen im
Knochenmark zu detektieren und anschlielend zu quantifizieren und
phanotypisieren. Aufgrund der Heterogenitat der einzelnen Tumorzellen ware im

Anschluss eine individuelle, zielgerichtete Therapie vorstellbar und erstrebenswert.



Zusammenfassung 56

6 Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war die Phanotypisierung zytokeratin-positiver Zellen im
Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen und die Beschreibung der
klinischen Nachbeobachtung des ausgewahlten Patientenkollektivs.

Im experimentellen Teil wurde am konfokalen Laserscannmikroskop eine Methode
zur immunfluoreszenten Doppelfarbung zytokeratin-positiver Zellen mit Her2-neu mit
etabliert.

Dabei konnte gezeigt werden, dass ein ,,Antigen retrieval® im Wasserbad das
Bindungsverhalten der Antikorper gegentber Zytokeratinen 8/18/19 und Her2-neu
nicht stort sondern begunstigt. Diese Erkenntnisse zeigen, dass die
Doppelfarbmethode bei Knochenmarksaspiraten Erfolg versprechend angewendet
werden kann.

Das weitere Ziel, die Etablierung der Methode der immunzytochemischen
Routinefarbung der Knochenmarksaspirate von Patientinnen mit primarem
Mammakarzinom und deren Auswertung, in Zusammenarbeit mit der Abteilung fur
Zytologie am Pathologischen Institut der Technischen Universitat, Minchen wurde
erreicht. Die Auswertung erfolgte zunachst durch manuelle Untersuchung und wurde
durch ein computergesteuertes Analysegerat ersetzt.

Die klinische Analyse wurde an 143 Patientinnen mit primarem Mammakarzinom, die
sich einer Knochenmarkaspiration unterzogen hatten und deren Knochenmark
immunzytochemisch untersucht worden war, durchgefuhrt. Die Zahl der gefundenen
zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark lag mit sechs Prozent erheblich unter
den aus der Literatur bekannten Durchschnittszahlen, die dort bei zirka 30 Prozent
liegen.

Die vergleichende statistische Auswertung zwischen zytokeratin-positiven Zellen im
Knochenmark und den etablierten Prognosefaktoren ergab bei Grading (p=0,15),
Her2-neu Status (p= 0,81) und den TNM Stadien keine Signifikanz. Einzig beim
Menopausenstatus konnte ein Signifikanzniveau (p= 0,0337) erreicht werden.

Die Follow up Untersuchung der Patientinnen besitzt noch keine generalisierbare
Aussagekraft, da die Zeitspanne zwischen Entnahme der Aspirate und dem

Zeitpunkt der Nachuntersuchung noch zu kurz ist. Es muss sich nach einer
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signifikant langeren Nachbeobachtungszeit zeigen, ob das durch den
immunzytochemischen Nachweis festgestellte Vorhandensein zytokeratin-positiver
Zellen im Knochenmark einen statistisch nachweisbaren Einfluss auf den

Krankheitsverlauf bei Mammakarzinompatientinnen zulasst.
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7/ Tabellenverzeichnis

Tab.1: Phanotypisierung zytokeratin-positiver Zellen bei
Mammakarzinompatientinnen, durch immunzytochemische Farbungen; eine
Darstellung der verschiednen Autoren, deren verwendete Marker und die

dazugehorigen Ergebnisse. 11

Tab. 2: Daten der Patientinnen mit primaren Mammakarzinom mit und ohne
zytokeratin-positiven Knochenmarkszellen, nach TumorgroRe, Lymphknotenstatus,

Steroidhormonrezeptorstatus, Grading und Her-2-neu-Status geordnet 39

Tab. 3: Vergleich zwischen der TumorgroRe des Primartumors und dem Nachweis

zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark 40

Tab. 4: Lymphknotenstatus der Patientinnen mit primarem Mammakarzinom im

Vergleich mit zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark 41

Tab. 5: Vergleich des Menopausenstatus der Patientinnen mit primaren

Mammakarzinom und zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark 43

Tab. 6: Vergleich zwischen Grading des Primartumors der Patientinnen und

zytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark 44

Tab. 7: Vergleich des Her2-neu-Status des Primartumorgewebes und zytokeratin-

positiven Zellen im Knochenmark 45
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Abb. 1: Immunzytochemische Zytokeratin-Einfachfarbung mit A 45 B/B3 gegen
Zytokeratine 8/18/19 bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdinnung mit peripheren

Lymphozyten, mit und ohne ,Antigen retrieval® 28

Abb. 2.: Immunfluoreszente Zytokeratin Einfachfarbung mit A 45 B/B3 gegen
Zytokeratine 8/18/19 bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdinnung mit peripheren
Lymphozyten, mit und ohne ,Antigen retrieval; mit Transmissonsbild und

Fluoresenzbild im Querschnitt der Zelle 30

Abb. 3: Immunzytochemische Her-2-neu Einfachfarbung mit c-cerb-B2 gegen Her-2-
neu bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdunnung mit peripheren Lymphozyten, mit

und ohne ,Antigen retrieval® 33

Abb.4: Immunfluoreszenz Her-2-neu Einfachfarbung mit c-cerb-B2 gegen Her-2-neu
bei der Tumorzellinie SKBR3 in Verdinnung mit peripheren Lymphozyten, mit und

ohne ,Antigen retrieval® 34

Abb. 5: zytokeratin-positive Zelle aus dem Knochenmarksaspirat einer Patienten mit
primaren Mammakarzinom durch APAAP-Farbung dargestellt. Rot angefarbt zeigt
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