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1. Einleitung
11 Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt mit 23% aller malignen Erkrankungen den haufigsten bdsartigen
Tumor der Frau und die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache dar. Mit einer Inzidenz
von 70 bis 110/100000 pro Jahr bedeutet dies, dass jede 8. bis 10. Frau in der westlichen
Welt an einem Mammakarzinom erkrankt, die kumulative Haufigkeit, dieses Schicksal zu
erleiden, belauft sich fur Frauen in westlichen Landern auf 5 bis 12%. Der Erkrankungsgipfel
liegt zwischen dem 45. und 65. Lebensjahr, selten ist der Erkrankungsfall vor dem 2.
Lebensjahrzehnt. Die Entartung der maéannlichen Brustdriise gilt mit 0,5 bis 1% aller
Mammakarzinome und einem Anteil von 0,2 bis 0,5% aller Karzinome bei Mannern als
Raritat. Das mittlere Manifestationsalter liegt bei Mannern in der 6. bis 7. Lebensdekade, der
Erkrankungsgipfel im 60. Lebensjahr und somit etwa 10 Jahre hdher als bei Frauen
(POSSINGER et al. 1999, HARRIS JR et al. 1997).

90% aller Mammakarzinompatientinnen weisen zum Zeitpunkt der priméren operativen
Therapie keine Fernmetastasen auf, jedoch erleiden 40 bis 50% dieser Patientinnen ein
Rezidiv ihrer Erkrankung (MANSI et al. 1987, DIEL et al. 1992, TARIN 1986).

Die durch Brustkrebs verursachte Mortalitdt wird mit 40/100000 pro Jahr angegeben. Ein
Drittel der Mortalitat bei Mammakarzinompatientinnen tritt mehr als 5 Jahre nach der
priméaren Therapie in Folge von Rezidiven und Metastasen auf (SALVADORI et al. 1990,
SCHIRRMACHER 1985). Als Ursache dafir missen Mikrometastasen angenommen
werden, die zum Zeitpunkt der Primardiagnose des Tumorleidens mit konventionellen
Verfahren nicht erkannt werden kénnen (MANSI et al. 1987). Aus diesem Grund muss das
Mammakarzinom zunehmend als systemische Erkrankung und nicht als lokales Geschehen
angesehen werden (JAUCH et al. 1995).

1.1.2 Tumoren der Mamma

1.1.2.1 Gutartige Tumoren und Erkrankungen der Mamma

Die gutartigen Erkrankungen der Brustdrise werden in proliferative und nicht-proliferative
unterteilt. Zu den nicht-proliferativen zahlen Adenosis, Mikro- und Makrozysten,
Duktektasien, Fibroadenome, Fibrosen, Mastitiden, apokrine oder squamése Metaplasien
und die milde Hyperplasie. Die andere Fraktion wird von der moderaten oder floriden
Hyperplasie, dem Papillom mit fibrovaskularem Kern und der atypischen duktalen oder
lobularen Hyperplasie gebildet (HARRIS JR et al. 1993).

Das Fibroadenom ist ein Mischtumor des Lobulus, der mit einer Proliferation epithelialer und
mesenchymaler Lobulusanteile einhergeht. Es stellt den haufigsten gutartigen Tumor der
Mamma dar und tritt in 10% der Falle multipel und bevorzugt im 3. und 4. Lebensjahrzehnt

auf. Der Tumor, dessen Pathogenese man auf eine hormonelle Dysregulation zurtickfiihrt, ist
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histologisch einerseits von azindren und duktuldren Proliferationen sowie von lobularen
Mantelwucherungen andererseits gepragt. Man unterscheidet die peri- oder
extrakanalikulare Form, bei der das myxoide Mantelgewebe die gewucherten Driisenanteile
des Lobulus umscheidet, von dem intrakanalikularen Typ, bei dem das Mantelgewebe die
Gangproliferate derart komprimiert, dass diese nur noch spaltédhnliche Lumina aufweisen.
Verkalkungen und Verkndcherungen koénnen ebenfalls auftreten. Die morphologische
Unterscheidung ist prognostisch ohne Relevanz. Fibroadenome kénnen andere proliferative
Lasionen aufweisen.

Das intraduktale Papillom zahlt ebenfalls zu den benignen Tumoren, die von den
Gangepithelien ausgehen, wobei sie entweder solitdr in den gré3eren oder multipel in den
kleineren und groRBeren Milchgdngen auftreten. Die baumchenartig papillar aufgebauten,
gelegentlich drusenartig differenzierten Tumoren bestehen immer aus einem luminal
gelegenen Drisenepithel und einer stromaseitig lokalisierten Myoepithelzone, was ein
wesentliches Benignitatskriterium darstellt. Sklerosen und Hamorrhagien werden nicht selten
beobachtet. Multiple Papillome neigen haufiger als solitdre zu maligner Entartung.

Das Mamillenadenom oder die subareolare duktale Papillomatose ist ein seltener Tumor, der
von den intramamillaren Ductus lactiferi ausgeht und zu den Papillomen gezéahlt wird. Der
Haufigkeitsgipfel liegt im Menopausenalter.

Die Mastopathie ist als Proliferation der hormonabhangigen, mesenchymalen und
epithelialen Mammastrukturen definiert, die mit Zystenbildung (Mastopathia fibrosa cystica)
und regressiven Veranderungen einhergehen und Klinisch als Knotenbildung imponieren.
Meist werden sie im oberen dulReren Quadranten der Brust diagnostiziert und haben einen
Haufigkeitsgipfel zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr. Pathogenetisch wird ein chronischer
Hyperdstrogenismus mit einer latenten Hyperprolaktindmie diskutiert. Abhangig vom
Vorherrschen der mesenchymalen oder epithelialen Komponente werden folgende
Mastopathieformen unterschieden:

Die nicht-proliferierende Mastopathie, auch Mastopathia fibrosa simplex oder Mastopathie
Grad | genannt, macht 70% aller Mastopathien aus und zeigt eine Faservermehrung
innerhalb der Lobuli und im L&ppchenzwischengewebe, sowie zystisch und ektatisch
umgewandelte Milchgange. Die Duktulusepithelien weisen gleichzeitig Hypertrophie,
Atrophie und Metaplasie auf.

Die proliferierende Mastopathie ohne Zellatypie oder auch Mastopathie Grad Il wird in 20%
der Mastopathiefélle diagnostiziert und besteht aus Azinus- und
Milchgangsepithelproliferationen, wobei immer Epithelien und Myoepithelien anzutreffen
sind. Mitosen, Nekrosen und Mikroverkalkungen treten nur selten in Erscheinung.

Die proliferierende Mastopathie mit Zellatypien oder Mastopathie Grad Il ist mit 5% die am
seltensten angetroffene Form und ist durch duktale und Ilobulare Hyperplasie der

Drusenepithelien charakterisiert und weist Zell- und Kernatypien auf. Eine Unterscheidung



1. Einleitung 3

zum Carcinoma in situ ist solange mdglich, wie sich Driisenepithelien von Myoepithelien
differenzieren lassen.

Die Adenosis mammae stellt eine bindelartige Proliferation kleiner Gangsegmente und
Endstiicke dar, die in unterschiedlichem Mafe von einer Vermehrung des lobuléaren
Mantelgewebes begleitet wird. Sie wird als ‘sklerosierende Adenose’ bezeichnet, wenn eine
ausgepragte Sklerosierung des Mantelgewebes angetroffen wird. (WITTEKIND und RIEDE
1993).

1.1.2.2 Einteilung der Mammakarzinome

Definitionsgemal versteht man unter dem Sammelbegriff ‘Mammakarzinom’ diejenigen
bdsartigen Tumoren, welche von den Epithelien der Milchgange (duktale Karzinome) oder
der Drusenendstucken (lobulére Karzinome) ausgehen.

Die haufigste Lokalisation des Mammakarzinoms ist der &aul3ere obere Quadrant der
Brustdrise mit 48%, sowie der Mamillenbereich (bis zu 1 cm von der Mamille entfernt) mit
17% und der obere innere Quadrant mit 15%. 11% treten im aufReren unteren, 6% im
unteren inneren Quadranten auf und 3% werden wegen ihres multifokalen Ursprunges oder
der Beteiligung der gesamten Brust als diffus bezeichnet (HARRIS et al. 1993). Es tritt
meistens einseitig auf.

Die histologische Klassifikation invasiver Mammakarzinome erfolgt nach ROSEN und
OBERMAN (1993) entsprechend der WHO-Klassifikation von 1992. Diesbeziglich werden
nicht-invasive von invasiven Mammakarzinomen unterschieden. Das duktale und das
lobuldre Carcinoma in situ bilden die Gruppe der nicht-invasiven Mammakarzinome, welche
durch die Proliferation maligne entarteter Epithelzellen charakterisiert sind, die entsprechend
in den Driisengangen oder -lappchen wachsen. Sie durchbrechen die Basalmembran nicht
und weisen somit keine Invasion in das Stroma auf. Das intraduktale Karzinom (duktales
Carcinoma in situ, DCIS) macht 12 bis 15 % aller neu diagnostizierten Mammakarzinome
und 70 bis 95% aller Carcinomata in situ aus. Es entspricht streng genommen einer
Préakanzerose, die unbehandelt ein 30- bis 50%iges Risiko aufweist, innerhalb von 10 Jahren
in ein invasiv-duktales Karzinom Uberzugehen (FRYKBERG und BLAND 1994). Aufgrund
der Tatsache, dass bei manchen dieser Karzinome die im Inneren des Milchganges
liegenden Zellen nekrotisch werden und sich an den Schnittflachen makroskopischer
Praparate herausdriicken lassen, bezeichnet man sie als Komedokarzinome, die man von
Nicht-Komedo-Karzinomen unterscheidet und die hinsichtlich ihrer Prognose ein
aggressiveres Wachstum zeigen (HARRIS JR et al. 1997).

Das lobulare Carcinoma in situ (LCIS) macht isoliert 1 bis 6% aller Mammakarzinome und 30
bis 50% der diagnostizierten nicht-invasiven neoplastischen L&sionen der Brustdriise aus.

In der Gruppe der invasiven Mammakarzinome werden diejenigen malignen Mammatumoren

zusammen gefasst, welche ausgehend von ihrem Entstehungsort das umgebende
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Organgewebe infiltrieren. Das invasiv duktale Karzinom stellt mit 65 bis 80% die am
haufigsten diagnostizierte Form des Mammakarzinoms dar und ist definiert als ein Tumor,
der histologisch keiner anderen Kategorie zuzuordnen ist, deshalb auch als "not otherwise
specified (NOS)” bezeichnet wird. Einer friilheren Einteilung zufolge wurden Karzinome mit
einem ausgewogenen Tumor-Stroma-Verhaltnis als Carcinoma solidum simplex, solche mit
Uberwiegender Stromabildung als szirrhése Karzinome bezeichnet. Metastasen dieses
Tumortyps siedeln sich vermehrt in dem Parenchym der Leber ab (HARRIS M et al. 1984).
Mit einer Inzidenz von 6 bis 15% steht das invasive lobulare Karzinom an zweiter Stelle der
invasiven Mammakarzinome. Verglichen mit dem duktalen Karzinom weist das lobulare
einen groéfReren Anteil multizentrischer Tumore in derselben oder der kontralateralen Brust
auf. Histologisch lassen sich solide, alveolare, siegelringzellige, tubulo-tubuldre und
pleomorphe Varianten sowie Mischtypen vom klassischen Erscheinungsbild unterscheiden,
die sich hinsichtlich der Prognose unterschiedlich verhalten. Die Pradilektionsstellen der
Metastasen dieser Tumore sind nach HARRIS M et al. (1984) meningeale sowie sertse
Oberflachen und verglichen mit den duktalen Karzinomen finden sich bei diesem
histologischen Typ haufiger ossare Metastasen.

Weitere invasive Mammakarzinome mit einer insgesamt besseren Prognose verglichen mit
den oben genannten Formen und einer niedrigeren Auftrittsrate sind das medullare und das
muzindse (jeweils ca. 3%), das tubulare (1 bis 15%) und das papillare Karzinom (1 bis 7%).
Seltenere Karzinomformen, wie z.B. das adenoid-zystische, das sekretorische (juvenile) und
das apokrine Karzinom, werden in weniger als 1% der Mammakarzinome beobachtet.

Der Morbus Paget der Mamille, der ca. 1% der Brustkrebse ausmacht, ist eine chronisch-
ekzematose erscheinende neoplastische Veranderung mit nassender, schuppender Rétung
oder Blutung, die meist einseitig auftritt und sich auf die Haut der Mamille und der Areola
beschrénkt. Zurtickgefuhrt wird der Tumor auf sekundar in die Epidermis eingedrungene
Paget-Zellen, die meist aus einem retromamillar gelegenen duktalen Karzinomen stammen,
das in der Mehrzahl der Félle einen in-situ-Status aufweist und bei 50 bis 75% der
betroffenen Patientinnen nachgewiesen werden kann. Die Prognose ist von der Histologie
des zugrunde liegenden Tumors abhéngig. Entgegen dieser Theorie gehen manche Autoren
von einer primaren Entartung der ortsstandigen Epidermiszellen aus (HARRIS JR et al.
1993).

Das inflammatorische Karzinom imponiert klinisch als prominentes Hautédem mit Rubor und
Calor sowie starker Induration des darunter liegenden Gewebes, wobei in der Regel kein
zugrunde liegender Tumor gefunden wird. Histologisch stellt sich eine Infiltration der
dermalen Lymphbahnen mit Karzinomzellen dar, die in der Mehrzahl der Félle von gering
differenzierten invasiv-duktalen Karzinomen stammen. Trotz der scheinbaren lokalen
Begrenztheit weist es mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 5% die schlechteste Prognose

der Mammakarzinome auf.
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Das Mammakarzinom des Mannes stellt mit einem Anteil von 0,5 bis 1% ebenfalls eine
seltene Form dieses malignen Tumors dar. Der Erkrankungsgipfel liegt im 6. bis 7.
Lebensjahrzehnt, kann aber wie bei den Frauen prinzipiell jede Altersklasse betreffen.
Hinsichtlich der histologischen Kilassifikation und den Ha&ufigkeiten der verschiedenen
Karzinomtypen, der Atiologie, der nicht geschlechtsgebundenen Risikofaktoren und der
Prognose gibt es keine wesentlichen Unterschiede zu der weiblichen Erscheinungsform.
Erwéahnenswert ist das erhdhte Karzinomrisiko bei dem Vorliegen von Erkrankungen, die mit
einem Hyperdstrogenismus einhergehen (HARRIS JR et al. 1997), die besondere Bedeutung
der BRCA2-Genmutationen im Zusammenhang mit einer positiven Familienanamnese
(THORLACIUS et al. 1995, COUCH et al. 1996) sowie die seltene Beobachtung lobular-

invasiver Karzinome und das scheinbare Fehlen lobularer in-situ-Karzinome.

1.1.3 Stadieneinteilung (Staging)

Das Staging dient der Einteilung der Patientinnen in Gruppen mit den Stadien 0 bis IV
entsprechend dem Ausmafd ihrer Erkrankung und ist von Nutzen, um die individuelle
Therapie der Betroffenen festzulegen, ihre Prognose abzuschatzen und die Ergebnisse
verschiedener Therapieansatze vergleichen zu kénnen. Das Klinische Staging stutzt sich
initial auf die Ergebnisse der korperlichen Untersuchung, der bildgebenden Verfahren und
operativen Befunde. Die nachfolgende pathologische Stadieneinteilung setzt sich aus den
Daten des Klinischen Stagings, sowie der histopathologischen Untersuchung des
Primartumors und der Lymphknoten zusammen. Die derzeit gebrauchlichsten Systeme zur
Stadieneinteilung sind die der UICC (International Union Against Cancer) und die der AJCC
(American Joint Committee on Cancer) von 1997 (Sobin und Fleming 1997), die sich beide
auf das ‘tumor-nodes-metastases’ (TNM) System griinden. ‘T’ gibt die TumorgréRe und ‘N’
die Anzahl der befallenen Lymphknoten an. Durch Hinzufiigen der Ziffern O bis 4 wird eine
Differenzierung bezuglich des Ausmal3es der Tumorgrof3e und der Ziffern 0 bis 3 beziglich
des Lymphknotenbefalls vorgenommen. ‘M’ bezieht sich auf das Vorhandensein von
Fernmetastasen, gekennzeichnet durch das Anhéngen einer O oder einer 1. Zur
Kenntlichmachung des klinischen Staging werden die Buchstaben mit einem vorangestellten
‘c’, die des pathologischen mit einem ‘p’ versehen. Der Buchstabe X wird der
entsprechenden Kategorie T, N oder M bei Vorliegen einer nicht beurteilbaren Situation
zugeordnet (FUNKE et al. 1997).

114 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms richtet sich individuell nhach dem Stadium des Tumors
basierend auf der TNM-Klassifikation. Genutzt werden operative, strahlentherapeutische und
sytemische Verfahren sowie Kombinationen dieser Entitdten. Zu den systemischen

Therapien zahlen die Chemo- und Hormontherapie.



1. Einleitung 6

1.15 Prognostische Faktoren des Mammakarzinoms

Ein prognostischer Faktor ist definiert als ein biologisches oder klinisches Mal3, welches
ohne Anwendung adjuvanter systemischer Therapien mit dem krankheitsfreien Intervall oder
der gesamten Uberlebensrate assoziiert ist (HARRIS JR et al. 1997).

Bei Patientinnen mit einem Mammakarzinom ist die Bestimmung von Prognosefaktoren zur
prospektiven Abschatzung des individuellen Krankheitsverlaufes sowie zur Auswahl der
geeignetsten Therapieform von Bedeutung. Als etablierte Prognosefaktoren des primaren
Mammakarzinoms gelten derzeit die im Rahmen der TNM-Klassifikation erhobenen
Parameter, das Grading, der histologische Typ des Tumors und der
Steroidhormonrezeptorstatus. Als aussagekraftigster Pradiktor fir Rezidiv und Uberleben
wird der axillare Lymphknotenstatus gehandelt, wobei der Anzahl der befallenen
untersuchten Lymphknoten eine wesentliche Bedeutung zukommt. Bei Patientinnen mit
einem nodal negativen Mammakarzinom tritt die TumorgroRe an diese Stelle. Bei einer
Rezidivrate von ca. 30% der nodal negativen Mammakarzinompatientinnen und damit
verbundener Therapienotwendigkeit wird die Dringlichkeit eines signifikanten Parameters zur
Beurteilung der Invasions- und Metastasierungsfahigkeit des nodal negativen
Mamakarzinoms deutlich (HARRIS JR et al. 1997, BROCKMANN und REITZIG 1994).
Neben den etablierten Prognosefaktoren werden bis zum jetzigen Zeitpunkt mehr als 100
potentielle neue Prognosefaktoren diskutiert, die auf morphologischen, biochemischen,
zellkinetischen und genetischen Aspekten beruhen. Fakultativ wird der immunzytologische
Nachweis disseminierter epithelialer Tumorzellen im Knochenmark in die TNM-Klassifikation
mit einbezogen.

Als prognostischer Faktor fiir das Uberleben im metastasierten Stadium kommt nach wie vor
dem rezidivireien Intervall ein signifikanter Stellenwert zu (CUTLER 1974, ESCHER und
KAUFMANN 1963). In diesem Zusammenhang korreliert ein langes rezidivfreies Intervall
direkt mit einer besseren Prognose (MALAISE et al. 1974). BROCKMANN et al. (1994)
beschreiben hinsichtlich einer genaueren Abschatzung des rezidivfreien Intervalls die Anzahl
der befallenen Organsysteme sowie des Metastasierungstyps als aussagekraftig. Bezliglich
des Metastastasierungstyps werden Knochen- und Weichteilmetastasen als prognostisch
gunstiger eingeschatzt als die viszeralen Lungen- und Lebermanifestationen. Einschrankend
wird von den Autoren darauf hingewiesen, dass der Rezeptorstatus des Tumors einen
wesentlichen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben aufgrund zuséatzlicher Therapieoptionen

bei steroidhormonrezeptorpositiven Tumoren nimmt.

1.1.6 Diagnostik des Mammakarzinoms
Die Verdachtsdiagnose des Mammakarzinoms wird primér durch die Anamnese und die
korperliche Untersuchung gestellt. Die weitere Diagnostik stiitzt sich auf bildgebende

Verfahren, wobei hier in erster Linie die Mammographie, die Sonographie und bei speziellen
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Indikationen die Kernspintomographie eine Rolle spielen. Die Gewinnung histologischer
Praparate zur Diagnosesicherung erfolgt mittels Feinnadel- oder Stanzbiopsien unter
Kontrolle der erwahnten bildgebenden Verfahren oder durch eine diagnostische
Exstirpationsbiopsie.

Im Falle eines gesicherten Mammakarzinoms ist im Rahmen der Stadieneinteilung der
Ausschluss von Fernmetastasen von Interesse. Diesbezuiglich werden zur Erkennung von
viszeralen Metastasen konventionelle Rontgenaufnahmen des Thorax und die Sonographie
der Leber oder die Computertomographie des Abdomens, als Screening fir
Knochenmetastasen die Skelettszintigraphie eingesetzt (POSSINGER et al. 1999).

Nicht in die Standarddiagnostik zur Metastasensuche miteinbezogen sind die
Knochenmarkhistologie und —zytologie, die Molekularbiologie und Immunzytologie (FUNKE
et al. 1997).

1.1.6.1 Bildgebende Verfahren zum Nachweis ossérer Metastasen

Das Skelettsystem stellt in Abhangigkeit vom Tumorstadium und Rezeptorstatus den
haufigsten Manifestationsort hamatogener Metastasen der Mammakarzinome dar. Im
Rahmen regelmafiger Nachsorgeuntersuchungen ist bei ca. 70% der Patientinnen der
Fernmetastasennachweis auf ein Organsystem beschrankt, wobei hier 50% bis 70% auf
ossare (COLEMAN et RUBENS 1987), 15% auf pulmonale und nur etwa 5% auf hepatische
Metastasen entfallen (POSSINGER et al. 1999).

Mammakarzinome verursachen sowohl osteoklastische als auch osteoblastische
Knochenmetastasen. Zum Nachweis ossarer Lasionen dient die Skelettszintigraphie, in
welcher Zonen vermehrter bzw. reduzierter Aktivitatsanreicherung nach i.v. verabreichtem
®MTc-markiertem Zinndiphosphonat zur Darstellung gelangen. Da die Intensitit des
Radionuklideinbaus in Knochenmetastasen sowohl vom Metastasierungstyp wie auch von
der Wachstumspotenz des zugrunde liegenden Tumors abhéngig ist, kénnen sich
osteolytische (osteoklastische) Metastasen insbesondere bei Fehlen eines hyperreaktiven
Randsaumes dem szintigraphischen Nachweis entziehen. Bei Mammakarzinommetastasen
des Knochens betragt der Anteil stummer Lasionen bis zu 15% (MAAS 1998).

Die Skelettszintigraphie besitzt eine hohe Sensitivitat zur Aufsplrung ossarer Lasionen, es
mangelt jedoch an der Spezifitat des Verfahrens, so dass erhobene pathologische Befunde
durch konventionelle Rontgenuntersuchungen abgeklart werden sollten. Knochenmetastasen
lassen sich auf dem Summationsbild z.B. der Wirbelséule erst ab einer Gréf3e von 1,5 cm
nachweisen (MAAS 1998). Die Computer- und Kernspintomographie erhéhen die Sensitivitat
zur Erfassung ossarer Metastasen, sind in der Praktikabilitdt und Wirtschaftlichkeit des
klinischen Alltags jedoch nicht anwendbar. Insgesamt betrachtet sind die derzeitig
gebrauchlichen bildgebenden Verfahren weder sensitiv noch spezifisch genug, ossare

Lasionen in der Friihphase zu erkennen, da diese erst ab einer bestimmten Grof3e erfasst
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werden kénnen und die Dignitdt eines beschriebenen Herdes radiomorphologisch nicht

festzulegen ist.

1.1.7 Metastasierung

Unter Metastasierung versteht man die Verschleppung maligner Zellen eines Primartumors
und ihr An- und Weiterwachsen in entfernten Korperregionen. Ebenso wie infiltratives und
destruierendes Wachstum ist auch die Metastasierungsfahigkeit eines Tumors als
eindeutiges Malignitatskriterium zu werten (TARIN 1986, FROST und LEVIN 1992).
Metastasierung kann direkt als Zellabsiedlung tber praformierte HohlrAume auf serése und
mukodse Oberflachen erfolgen oder in Form von lymphatischer und hamatogenener
Metastasierung (FIDLER 1978). Die hamatogene Metastasierung beschreibt die Absiedlung
von Tumorzellen Uber die Blutbahn, die lymphatische begriindet sich auf der unmittelbaren
Tumorausbreitung in die benachbarten LymphgefaRe, welche aufgrund der fehlenden
Basalmembran kein Invasionshindernis fur die Tumorzellen darstellen. Sie hangt mehr von
der Lage des Primartumors und seinen Lymphabflusswegen als von seinem
Ursprungsgewebe ab (FIDLER 1997, CARR 1983). Dieser Prozess kann als sogenannte
Lymphangiosis carcinomatosa erfolgen, bei der die Krebszellen entlang der Lymphgefal3e
proliferieren und diese verstopfen, oder als lymphonodulare Metastasierung. Im letzteren Fall
werden die Tumorzellen zu nahegelegenen sowie entfernteren Lymphknoten verschleppt,
deren Kapsel sie nach expansivem Wachstum durchbrechen und auf diese Weise in andere
Gewebe und auch in BlutgefaRe gelangen kénnen (FIDLER 1997, PAGET 1889, CARR
1983). Die Beobachtung, dass Tumorzellen das lymphatische System sowohl direkt befallen
als auch Uber BlutgefaRe Zugang zu diesem erlangen kdnnen und befahigt sind, zwischen
beiden Systemen hin- und her zu wandern, weist auf eine venolymphatische Kommunikation
hin, aufgrund derer die beiden Wege streng genommen nicht zu trennen sind (FIDLER 1978,
FISHER und FISHER 1966, ZEIDMAN 1961).

Zur Erklarung des metastatischen Vorgangs und des zu beobachtenden Organtropismus
sind im Verlauf von Jahrzehnten mehrere Theorien erstellt worden, welche initial
widersprichlich erscheinen, sich jedoch ergédnzen. PAGET (1889) leitete aus seinen
Beobachtungen die "seed and soil-Theorie* ab, welche besagt, dass disseminierte Zellen
eines Primartumors (seed) nur dann zu Metastasen heranwachsen kdnnen, wenn das
Gewebe oder Organ (soil) das bendtigte Wachstumsmilieu zur Verfligung stellen kann.
EWING (1928) postulierte hingegen die These, dass die organspezifische Metastasierung
auf rein mechanischen Vorgangen beruhe, die sich auf der anatomischen Lage des
Primarius sowie hamodynamischer Faktoren begriinde. SUGARBAKER (1981)
schlussfolgerte, dass die mechanische Theorie von EWING (1928) Ph&nomene in einer
frihen Phase der regionalen Metastasierung in die abfihrenden vendsen und lymphatischen

GefalRe erklaren koénne, wahrend PAGETs These von 1889 eher auf Ph&nomene des
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Krankheitsprogresses spaterer Tumorstadien mit dem Auftreten tumorspezifischer
Fernmetastasen zutreffe (SUGARBAKER 1979, SUGARBAKER 1981).

Nach der Kaskadentheorie, welche von BROSS und BLUMENSON 1976 beschrieben wurde,
ist der Metastasierungsprozess als ein sequenzieller Vorgang zu betrachten, bei welchem
die Zellen des Primartumors in fir den Tumor spezifische ‘Schlisselorgane’ wie die Leber
oder die Lunge gelangen, in denen sie zu Metastasen heranwachsen und modifiziert werden.
Durch die Absiedlung dieser madifizierten Zellen Gber das nachfolgende Gefal3system erfolgt
die Generalisation der Tumorerkrankung durch sekundare Metastasen (SCHIRRMACHER
1985, WEISS 1985, FROST und LEVIN 1992).

Auf dem Boden dieser Theorien und fortschreitender wissenschaftlicher Erkenntnisse wird
die Metastasierung heute als ein selektiver, stochastischer und sequentieller Vorgang
betrachtet (POSTE und FIDLER 1980, PRICE 1990). Die einzelnen Schritte sind eng
miteinander verknipft und jeder ist fur die Entstehung einer Metastase essentiell: die lokale
Infiltration und Destruktion, Penetration der Blut- und Lymphgefalle, Dissemination,
Embolusbildung und Arretierung durch Adhésion der Emboli in den Kapillargebieten
entfernter Organe gefolgt von der Zellinvasion in die GefaBwand als Grundlage fir die
Extravasation in das angrenzende Gewebe. Dort erfolgt die Zellvermehrung und die
Neovaskularisation mit konsekutivem Anwachsen zu einem neuen Tumor, der Metastase
(FIDLER 1978, POSTE und FIDLER 1980, MCMILLAN 1989, HART et al. 1989, FIDLER
1997). Jeder einzelne Schritt muss von der disseminierten Tumorzelle Uberlebt werden,
damit am Ende eine makroskopische, klinisch apparente Metastase heranwachsen kann
(FIDLER 1978, FIDLER 1990, POSTE und FIDLER 1980). Dazu bedarf es ausgepragter
Interaktionen zwischen den Homoostasemechanismen, dem Gerinnungssystem und der
Immunabwehr des Wirtsorganismus und der Tumorzelle, die zu diesem Zweck mit
bestimmten biochemischen und molekularen Elementen wie z.B. Enzymen und
Oberflachenproteinen in den entsprechenden Phasen des Metastasierungsprozesses
ausgestattet sein muss (FIDLER 1978, FIDLER 1990, PRICE 1990, FIDLER 1995, FIDLER
1997).

1.1.7.1 Tumorzelldissemination, Mikrometastasen und ihre klinische Bedeutung

Die Metastasierung stellt einen kontinuierlichen Prozess dar, von welchem angenommen
wird, dass er bereits mit Beginn des Wachstums des Primartumors stattfindet. Die
Tumorzelldissemination beschreibt diesbeziglich samtliche Vorgange des
Metastasierungsprozesses, welche sich innerhalb der GefalRe abspielen. Nach dem
Einbruch eines Tumorfragmentes in ein Gefald werden die Tumorzellen einzeln oder in
Gruppen passiv mit dem Blut- bzw. Lymphstrom in die terminalen Strombahnen entlegener

Organe und Gewebe transportiert oder verbleiben an ihrem Invasionsort und proliferieren
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dort. Dies gilt auch fir Tumoren, die nicht zur Metastasenbildung beféhigt sind (FIDLER
1978).

FIDLER et al. konnten 1978 anhand einer Melanomzelllinie im Tierversuch demonstrieren,
dass die Zellen des Primartumors und folglich die disseminierten Tumorzellen beziglich der
Aggressivitat ihres Wachstumsverhaltens, ihrer Invasions- und Metastasierungsféahigkeit eine
deutliche Heterogenitat aufweisen. Verbande von Tumorzellen bzw. Tumorzellemboli haben
daher hohere Chancen zu Uberleben, zu embolisieren und zu Metastasen heranzureifen als
einzeln disseminierte Zellen (GLAVES 1983), insbesondere wenn sie Aggregate mit
Blutzellen und Plasmabestandteilen des Wirtes bilden (LIOTTA et al. 1974, FIDLER 1978).
An die Tumorzelldissemination schlief3t sich die Extravasation, also der Austritt der
Tumorzelle aus der GefaRstrombahn und die Absiedlung in das angrenzende Gewebe an.
Befindet sich eine solche Tumorzelle oder Tumorzellgruppe mit klonogenem Potential sowie
der Fahigkeit zur Neovaskularisation und damit zur Metastasenbildung im nicht-
vaskularisierten Zustand im Extrazellularraum, wird sie als Mikrometastase bezeichnet.
Diese Zellen kénnen in diesem Zustand absterben oder Uber lange Zeit in einem ruhenden
Zustand (‘dormancy‘, ‘dormant state‘) Uberleben (WEISS 1985). "Dormancy* ist definiert als
ein Zustand, in welchem Tumorzellen in einem klinisch unauffélligen Patienten fir lange Zeit
unter Wachstumsrestriktion verharren, in dem die Zellpopulation keine oder nur minimale
GroRRenveranderungen erfahrt (WHEELOCK et al. 1981). Die Mechanismen, welche es
ermoglichen, dass Tumorzellen Uber lange ZeitrAume hinweg in einem solchen Status
verbleiben und ihre malignen Eigenschaften erst zu einem spéateren Zeitpunkt entfalten, sind
noch nicht vollstandig geklart. Eine Méglichkeit ist, dass Zellen einzeln oder als Zellcluster in
der Go-Phase des Zellzyklus verharren und entweder durch Implantation oder isoliert durch
eine bindegewebige Kapsel vor der immunologischen Abwehr geschutzt sind (MELTZER
1990). Eine andere Theorie ist, dass die Zellen weiterhin einem regularen Zellzyklus
unterliegen, wobei sich die Apoptose- und Proliferationsrate im Gleichgewicht befinden und
sich dadurch die GroRe des Tumors nicht andert (HOLMGREN et al. 1995, MELTZER 1990,
DEMICHELI et al. 1994, FIDLER 1997). Urséchlich hierfir kdnnte eine mangelnde
Vaskularisation oder Neoangiogenese sein (O’'REILLY et al. 1996), ebenso wie eine T-
Lymphozyten- und Makrophagen-vermittelte Immunitat des Wirtes (WHEELOCK et al. 1982,
KHAZAIE et al. 1994).

Der Tatsache, dass nicht jede Tumorzelle, die im Blutkreislauf zirkuliert, die Potenz zur
Metastasenbildung besitzt, wird mit dem Begriff der metastatischen Insuffizienz Rechnung
getragen (WEISS 1980, WEISS 1990, SCHIRRMACHER 1985). LIOTTA et al. konnten 1974
bereits im Tiermodell zeigen, dass weniger als 1% von Millionen disseminierter Tumorzellen
zu lebensfahigen Metastasen heranwachsen, der grof3te Teil dieser Zellen dagegen stirbt.
Ahnliche Ergebnisse konnte GLAVES 1983 demonstrieren und TARIN et al. 1984 anhand

autoptischer Daten von Patienten mit peritovendésen Shunts bei malignem Aszites
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wiederfinden. Die direkte Infusion vitaler maligner Zellen mit dem Aszites in das vendse
System fiuhrte zu keiner erkennbar signifikanten Metastasierung. In einigen Féllen wurden
bei der Autopsie maligne Zellen gefunden, welche in den Kapillarbetten und dem Gewebe
verschiedener Organe arretiert waren, ohne dort zu gré3eren Lasionen heranzuwachsen.

Bei der Primardiagnose eines Mammakarzinoms kann in den meisten Féllen durch die
chirurgische Therapie eine Tumorfreiheit erreicht werden, wobei bei 40 bis 50% der
Patientinnen von einer systemischen Tumorzelldissemination ausgegangen werden muss
und ca. 50% der Betroffenen ein Rezidiv erleiden (DIEL et al. 1992). Ein Drittel der Mortalitat
von Mammakarzinompatientinnen tritt mehr als 5 Jahre nach der Priméartherapie in Folge von
Rezidiven und Fernmetastasen auf, die man auf eine frihe Tumorzelldissemination mit der
konsekutiven Bildung klinisch inapparenter Mikrometastasen zurlckfihren muss. Da sich
das Mammakarzinom durch diese lange Latenz zwischen initialer Tumorzelldissemination
und dem Auftritt von Metastasen und Rezidiven sowie durch eine ausgepragte Heterogenitat
in der Zeitspanne der Latenzphase auszeichnet, kommt der Detektion von Mikrometastasen

eine besondere Bedeutung zu.

1.1.8 Nachweis disseminierter Tumorzellen

Zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen stellt das
Knochenmark das Organ der Wahl dar, da es einfach zu erreichen ist und der Knochen mit
bis zu 80% den haufigsten Ort der Metastasierung bei Mammakarzinompatientinnen
darstellt. Die einheitlich sinusoidale Gefal3struktur des Knochemarks konnte als eine Art
Filter zur Anreicherung weniger gestreuter maligner Zellen fungieren, deren Nachweis sich
im peripheren Blut als schwieriger erweist (COTE et al. 1991, DIEL et al. 1990, DIEL et al.
1992).

Erste Nachweise von Tumorzellen und Tumorzellverbdnden wurden lichtmikroskopisch an
Ausstrichen von Knochenmark anhand zytologischer und histologischer Kriterien 1935
durchgefiihrt (REICH 1935).

Die konventionelle histologische Knochenmarksuntersuchung erweist sich zur Detektion
weniger knochenmarksfremder Zellen als ineffektiv, da mit dieser Methode nur in wenigen
Fallen Tumorzellen und Mikrometastasen nachgewiesen werden konnen (SCHLIMOK et al.
1987, PORRO et al. 1988, COTE et al. 1988, COTE et al. 1991, DIEL et al. 1992).
Sensitivere und spezifischere Nachweisverfahren disseminierter Tumorzellen stellen die
Immunzytochemie und die Polymerasekettenreaktion (PCR) dar.

Unterschiedliche Arbeitsgruppen konnten flr verschiedene Primartumoren einen
signifikanten Zusammenhang zwischen immunzytologisch nachgewiesenen Tumorzellen im
Knochenmark und einem erhghten Risiko der Entwicklung eines lokoregionédren Rezidivs
und dem Auftritt von Fernmetastasen sowie einer verkirzten Gesamtiberlebenszeit
beobachten (MANSI et al. 1987, BERGER et al. 1988, COTE et al. 1991, DEARNALEY et al.
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1991, SCHLIMOK et al. 1991, DIEL et al. 1992, PANTEL et al. 1993b, HARBECK et al. 1994,
WOLLENBERG et al. 1994, PANTEL et al. 1994). MANSI et al. 1987, DIEL et al. (1992),
DEARNALEY et al. (1991) und HARBECK et al. (1994) beobachteten ein vornehmliches
Auftreten von Knochenmetastasen aber auch vermehrt von viszeralen Metastasen bei
Mammakarzinompatientinnen mit einem positiven Nachweis von Mikrometastasen im
Knochenmark, wobei viszerale Metastasen sowohl bei Patientinnen mit und ohne
Knochenmarksinfiltration zu finden waren. Der Nachweis von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark ist somit als Kriterium flr die Malignitdt hinsichtlich  der
Metastasierungsfahigkeit des zugrunde liegenden Tumors zu interpretieren (SCHLIMOK et
al. 1991). Dem Knochenmark kommt hierbei eine Fenster- bzw. Reservoirfunktion des
zirkulierenden Blutes beziglich disseminierter Tumorzellen zu, da der Ort der
Rezidiventwicklung von der Affinitat der Tumorzellen zu verschiedenen Organsystemen
vorgegeben ist und das Knochenmark fiir Zellen epithelialer Herkunft in der Mehrzahl der
Félle kein optimales Mikroklima zur Verfiigung stellt (PANTEL et al. 1993a, WOLLENBERG
et al. 1994, JAUCH et al. 1995).

1.1.8.1 Immunzytochemischer Nachweis von disseminierten Tumorzellen und seine
klinische Bedeutung im Zusammenhang mit Mammakarzinomen

Mit der Entwicklung der Immunzytochemie ist eine deutlich hdéhere Nachweisrate und
sicherere l|dentifizierung von einzelnen Tumorzellen in Lymphknoten, im Knochenmark,
peripheren Blut und anderen Organen zur frihen Erkennung einer Tumorzelldissemination
und Mikrometastasierung mdoglich geworden. Die Verwendung mono- und polyklonaler
Antikérper, welche gegen spezifische Oberflachenantigene der zu markierenden Zellen
gerichtet sind, bilden die Grundlage immunzytologischer Nachweisverfahren (TO et al. 1981,
DEARNALEY et al. 1981, DEARNALEY et al. 1983, MANSI et al. 1987, SCHLIMOK et al.
1987, COTE 1988, PORRO et al. 1988).

Zur Kenntlichmachung der immunologisch markierten Zellen werden unter anderem
enzymatische Methoden wie die Alkalische-Phosphatase-Anti-alkalische-Phosphatase-
Reaktion (APAAP) eingesetzt, bei welcher an den primaren gegen das nachzuweisende
Antigen gerichteten Antikdrper ein Brickenantikdrper gebunden wird, der eine Kopplung des
primaren Antikorpers an den APAAP-Komplex ermdglicht. Letzterer besteht aus einem
Antikorper (Anti-Alkalische Phosphatase), welcher ein Enzym, die alkalische Phosphatase,
bindet. Durch Zugabe eines Farbereagenzes (z.B. Fast Red) wird durch die alkalische
Phosphatase ein Farbstoff katalysiert, welcher die immunologisch markierten Zellen
lichtmikroskopisch sichtbar macht. Die APAAP-Technik wurde aus der Peroxidase-Anti-
Peroxidase-Technik (PAP) entwickelt, die eine immunoalkalische Phosphatase anstelle einer
Immunoperoxidase verwendete. Die APAAP-Methode hat gegeniiber der Peroxidase-Anti-

Peroxidase-Technik (PAP) den Vorteil, dass Reaktionen des Farbstoffes mit der endogenen
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enzymatischen Aktivitdt der hdmatopoetischen Knochenmarkszellen wie z.B. der Peroxidase
von Leukozyten vermieden wird (TAHA et al. 1989, CORDELL et al. 1984, FALINI et al.
1984, PANTEL et al. 1994). Als weitere Verbesserung der Detektionsrate gilt das Anfertigen
von Praparaten mononukledrer Zellen (z.B. Zytospins) gewonnen aus Proben von
Knochenmark und peripherem Blut durch die Zentrifugation tber einen Dichtegradienten
(z.B. FICOLL®) gegeniiber der Anfarbung von nativen Knochenmarksausstrichen (TAHA et
al. 1989, PANTEL et al. 1994).

Die gebrauchlichsten immunhistologischen Farbungen zur Detektion okkulter Tumorzellen im
Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen werden mit monoklonalen Antikdrper gegen
Glykoproteine der Zelloberflache und Zytokeratine durchgefthrt (PORRO et al. 1988, DATTA
et al. 1994, DIEL et al. 1992, HARBECK et al. 1994). Der anfanglich eingeflihrte Antikdrper
gegen das epitheliale Membranantigen (EMA) zeigte gelegentliche Anfarbung von
Plasmazellen, frihen myeloischen und degenerierten Zellen, welche auf eine schwache
Expression dieser Membrankomponente oder ein gemeinsames Epitop des Antigens bei
diesen nicht-epithelialen Zellen zurikzufiihren ist (BERGER et al. 1988, TAHA et al. 1989,
DEARNALEY et al. 1991). Antikorper gegen Zytokeratine haben sich zum Nachweis weniger
disseminierter Tumorzellen bewéahrt, da sie keine Kreuzreaktivitat mit den
Knochenmarkzellen zeigen und aufgrund ihres hohen Anteils im Zytoplasma zu einer
deutlichen Markierung der Zellen beitragen (SCHLIMOK et al. 1987, SCHLIMOK et al. 1991,
TAHA et al. 1989).

Der Nachweis von Zytokeratinen als Marker flr Zellen epithelialen Ursprungs in einem
mesenchymalen Netzwerk wie dem Knochenmark oder Blut basiert auf der Uberlegung,
dass letztere keine Zytokeratine exprimieren (DIEL et al. 1990, WOLLENBERG et al. 1994).
Der Nachweis epithelialer Zellen bei Karzinompatienten gilt daher als Hinweis auf
disseminierte Tumorzellen. Die Sensitivitat dieser Methode wird unterschiedlich angegeben
und reicht von 1 Tumorzellein in 1x 10* bis 2x10° normalen Knochenmarkszellen (PORRO et
al. 1988, TAHA et al. 1989, DATTA et al. 1994, SCHLIMOK et al. 1991, PANTEL 1993b).
Nach Extrapolieren von Verdinnungsreihenergebnissen soll diese Methode eine Sensitivitat
von einer Tumorzelle in 10° normalen Knochenmarkszellen erreichen (OSBORNE et al.
1991).

Die Korrelation des immunologischen Nachweises disseminierter Tumorzellen mit etablierten
Prognosefaktoren in verschiedenen Kollektiven von Mammakarzinompatientinnen erbrachte
bislang keine einheitlichen Ergebnisse. MANSI et al. (1987), COTE et al. (1991), DIEL et al.
(1992) und Funke et al. (1996) fanden eine signifikante Korrelation zwischen dem Nachweis
von Tumorzellen und dem Tumorstadium, dem Nodalstatus und dem histopathologischen
Grading. MANSI et al. (1987) und BERGER et al. (1988) konnte einen Zusammenhang
zwischen der Tumorgrof3e (DIEL et al. 1992), der peritumoralen Invasion von Blut- und/oder

LymphgefaRen und dem Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark demonstrieren, der in
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den Untersuchungen von COTE et al. 1988 nicht erkennbar war. Eine gute Korrelation
zwischen einem positiven immunologischen Nachweis und dem Progesteronstatus konnten
DIEL et al. 1992 feststellen. Eine Korrelation zwischen disseminierten Tumorzellen und dem
Ostrogenstatus gelang nicht (MANSI et al. 1987, DIEL et al. 1992), einen fraglichen
Zusammenhang beschrieben BERGER et al. 1988. HARBECK et al. (1994) beobachteten
hingegen keine Zusammenhange zwischen etablierten Prognosefaktoren und einer
Tumorzelldetektion im Knochenmark. In dieser Arbeitsgruppe korrelierten lediglich in dem
Kollektiv nodal-negativer Patientinnen die etablierten Prognosefaktoren sowie der
histologische Tumortyp mit dem Nachweis disseminierter Tumorzellen, wobei gezeigt
werden konnte, dass ein Tumorzellnachweis mit einer schlechteren Prognose einherging
(HARBECK et al. 1994). Einige Autoren beschrieben den Nachweis von Mikrometastasen im
Knochenmark als unabhangigen prognostischen Faktor bei Patientinnen mit einem
Mammakarzinom (COTE et al. 1991, DIEL et al. 1992, PANTEL et al. 1993a, HARBECK et
al. 1994), andere bestétigten diese Bedeutung des Markers nicht (MANSI et al. 1987).

Der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark von Karzinompatienten kénnte
nach Auffassung verschiedener Autoren zur besseren Zuordnung einzelner Patienten zu
prognostischen Gruppen und folglich der Zufiihrung differenzierterer Therapieregime dienen
(MANSI et al. 1987, DEARNALEY 1991, DIEL et al. 1990, COTE et al. 1991) oder als
Monitoring des zytotoxischen Effekts adjuvanter Therapien bei Patienten mit minimalen
Residuen epithelialer Tumoren dienen (PANTEL et al. 1994, FUNKE et al. 1996) .

Viele Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass sich Antikorper gegen das Zytokeratin 18 zur
Detektion disseminierter epithelialer Tumorzellen als sensitiv und nitzlich erwiesen
(SCHLIMOK et al. 1987, DIEL et al. 1990, PANTEL et al. 1994, FUNKE et al. 1996).

1.1.8.2 Molekularbiologische Nachweisverfahren

Da Tumorzellen sich nicht nur hinsichtlich ihres Phanotyps sondern auch ihres Genotyps von
den Zellen ihres Ausgangsgewebes unterscheiden, bietet der Nachweis tumorspezifischer
Gene eine Mdglichkeit zur Detektion disseminierter Tumorzellen.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht die Amplifikation einer spezifischen DNA-
Sequenz um den Faktor 10°. Durch die Weiterentwicklung der PCR-Methode durch
hitzestabilere Enzyme wie z.B. die DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus
(Tag-Polymerase) gelang der Nachweis eines einzelnen DNA-Abschnittes in 10° bis 10°
Zellen (SAIKI et al. 1988). Mit dem Nachweis eines Gens kann keine Aussage Uber den
Grad seiner Transkription und Translation, also seinen Aktivitatszustand getroffen werden.
Der Nachweis der von einem Gen stammenden mRNA ist Ausdruck fur ein aktiv
transkribiertes Gen, dessen Translationsprodukt folglich Funktionen in der Zelle erfullt
(LIANG und PARDEE 1992). Der Nachweis von mRNA erwies sich aufgrund der raschen
RNA-Degration als schwierig (BOUIZAR et al. 1993). Mit der reversen Transkription (RT)
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kann aus einem mMRNA-Strang eine komplementare DNA (cDNA) synthetisiert werden,
welche wiederum mit Hilfe der PCR amplifiziert werden kann (LIANG und PARDEE 1992).
Diese Methode bezeichnet man als RT-PCR (Reverse-Transkription-
Polymerasekettenreaktion). Eine Erhéhung der Sensitivitdt kann durch die sogenannte
nested PCR erreicht werden. Hierbei wird ein Genabschnitt des primaren PCR-Produktes
mittels der PCR amplifiziert. Die dabei eingesetzten Primerpaare befinden sich innerhalb der
Gensequenz der primar vervielfaltigten DNA-Region (SAMBROOK et al. 1989, GRIBBEN
und NADLER 1994, DATTA et al. 1994). Die PCR-Produkte sind nach elektrophoretischer
Auftrennung in Agarosegelen erkennbar. Transferiert man die erhaltenen DNA-Fragmente
auf Zellulose- oder Nylonmembranen, kann die Spezifitit der Gensequenzen mit
enzymatisch oder radioaktiv markierten RNA-Sonden komplementar zu den
nachzuweisenden DNA-Sequenzen verifiziert werden (SOUTHERN 1975).

Mehrere Arbeitsgruppen zeigten die Sensitivitat und Spezifitdit der RT-PCR zur Detektion
okkulter Tumorzellen bei Mammakarzinompatientinnen (DATTA et al. 1994), Patienten mit
Neuroblastomen (NAITO et al. 1991) und Lymphomen (GRIBBEN und NADLER 1994). Die
Spezifitat der PCR erwies sich als héher als die immunzytologischer Nachweismethoden
mittels monoklonaler Antikdrper, da bei letzterer haufig falsch positive Ergebnisse aufgrund
unspezifischer Antikérperbindungen zu beobachetn waren (TAHA et al. 1989, DIEL et al.
1992, DATTA et al. 1994).

1.1.9 Zytokeratine

Das Zytoplasma normaler oder transformierter Zellen von Vertebraten wird zu einem grof3en
Teil durch Bestandteile des Zytoskeletts gebildet, welches sich neben den Mikrotubuli und
Mikrofilamenten aus Intermediarfilamenten wie Vimentin, Desmin, Neuro- und Gliafilamenten
sowie Zytokeratinen zusammensetzt. Zytokeratine sind den epidermalen Alphakeratinen
verwandte Polypeptide und stellen die fir epitheliale Zellen charakteristischen
Intermediarfilamente dar. Sie besitzen ein Molekulargewicht zwischen 40000 und 68000
Dalton und &hneln sich hinsichtlich ihres biochemischen und immunologischen Verhaltens in
unterschiedlicher Auspragung. Die bislang beschriebenen 20 humanen Zytokeratine lassen
sich entsprechend ihrem isoelektrischen pH-Wert, welcher zwischen 5 und 8 liegt, in saure
(Zytokeratin 9-19) und basische Zytokeratine (Zytokeratin 1 bis 8) unterteilen.

MOLL et al. gelang es 1983 durch die gelelektrophoretische Auftrennung und mittels
immunologischer Blots bei autoptisch und bioptisch gewonnenen Proben bestimmten
epithelialen Geweben und Karzinomen typische Zytokeratinmuster zuzuordnen und die
Zytokeratinmuster der Tumortypen und ihrer Ursprungsgewebe zu vergleichen. Der
Vergleich der Zytokeratinmuster der Primartumoren und ihrer Metastasen wies keine
signifikanten Qulitatsunterschiede unabhdngig von der Tumorlokalisation und der
TumorgroRe auf (MOLL et al. 1983, MOLL et al. 1993). Wahrend sich die Muster der
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Zytokeratinexpression in unterschiedichen Phasen der epithelialen Differenzierung &ndern,
bleiben diese zellspezifischen Intermediarfilamente bei der Zelltransformation und
Tumorentwicklung weitgehend konserviert (MOLL et al. 1982). Der Nachweis von
Zytokeratinen kann aufgrund der unterschiedlichen Zytokeratinmuster in diversen Tumoren
epithelialer Herkunft in Verbindung mit der Beobachtung stabil bleibender Zytokeratinmuster
im Rahmen des malignen Tumorzellwachstums und der Metastasierung in der
Tumordiagnostik eingesetzt werden (MOLL et al. 1982).

Die unterschiedlichen Muster der Zytokeratinpolypeptide lieRen sich auch nachweisen,
nachdem ganze Zellen oder Gewebe direkt denaturiert wurden. Fir viele Zytokeratine
konnten Tarnslationsprodukte in Form von mRNA nachgewiesen werden, so dass sie als
primare zelleigene Translationsprodukte und nicht als proteolytische Fragmente von

Preursormolekilen angesehen werden missen (MOLL et al. 1982, MOLL et al. 1983).

1.1.9.1 Zytokeratin 18

Das Zytokeratin 18 hat ein Molekulargewicht von 45 kD und z&hlt mit seinem isoelektrischen
pH-Wert von 5,7 zu den sauren Zytokeratinen. Die Zytokeratine 8, 18 und 19 weisen ein
ahnliches Verteilungsmuster auf und treten bereits in der embryonalen Entwicklung im 4- bis
8-Zellenstadium auf (SAVTCHENKO et al. 1988). Desweiteren sind sie unter anderem in
Epithelien des Gastrointestinaltrakts und seiner Anhangsdrisen, der Trachea, der
Brustdriise sowie der Karzinome nachweisbar, die von Geweben dieser Organe ausgehen
(MOLL et al. 1982, SCHLIMOK et al. 1987, SCHLIMOK et al. 1991, PANTEL et al. 1993a,
PANTEL et al. 1993b).

Epithelien der gesunden Brustdriise exprimieren die Zytokeratine 5, 7, 8, 14, 17 und 19
sowie in geringem Ausmalf} die Zytokeratine 15 und 18. Karzinome der Mamma weisen die
Zytokeratine 6, 7, 8, 18 und 19 auf. Bei duktalen Mammakarzinomen lassen sich in
unterschiedlicher Auspragung zusatzlich die Zytokeratine 11, 14, 16 und 17 beobachten
(MOLL et al. 1982).

Der Nachweis CK-18-positiver Zellen in Proben peripheren Blutes und des Knochenmarks
von Mammakarzinompatientinnen als Hinweis auf eine Tumorzelldissemination und dessen
Wertigkeit als prognostischer Faktor wurde vielfach untersucht und beschrieben (SCHLIMOK
et al. 1987, PORRO et al. 1988, TAHA et al. 1989, DIEL et al. 1990, HARBECK et al. 1994,
FUNKE et al. 1996).

PANTEL et al. (1993a) konnten zeigen, dass CK 18-positive Zellen im Knochenmark von
Patienten mit Brust-, Magen- oder Darmkrebs ein onkogenes Potential bergen und dass es

sich um disseminierte Tumorzellen handelt, welche sich in einem ‘dormant state‘ befinden.
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1.1.10  PTHrP (Parathormon-ahnliches Protein)

Das Parathormon-dhnliche Protein (PTHrP) wurde 1982 als derjenige Faktor identifiziert,
welcher von verschiedenen Malignomen sezerniert wird und die humorale Hyperkalzamie im
Rahmen paraneoplastischer Syndrome verursacht. Mit der Clonierung des PTHrP-Gens im
Jahre 1987 (BURTIS et al. 1987, MOSELEY et al. 1987, STREWLER et al. 1987) konnte
herausgefunden werden, dass das Gen des humanen PTHrP, lokalisiert auf dem kurzen Arm
des Chromosoms 12, und das Gen des humanen Parathormons (PTH), welches auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 11 liegt, verwandte Gene einer Genfamilie sind. Im Vergleich
zu dem Gen des Parathormons weist das Gen des PTHrP eine hdhere Komplexitat auf
(SUVA et al. 1989, MANGIN et al. 1989, BURTIS 1992, PHILBRICK et al.1996). Es umfafl3t
mehr als 15 Kilobasen mit 9 Exons und besitzt mindestens drei Promotor- und eine
Silencerregion in dem am 5’-Ende angrenzenden Abschnitt des Gens (MANGIN et al. 1989,
MANGIN et al. 1990, SOUTHBY et al. 1995). Der mittlere Abschnitt, der die Exons 2, 3 und 4
beinhaltet, ist in der Organisation seiner Introns und Exons dem aus drei Exons bestehenden
Gen des Parathormons ahnlich. Die Downstream-Region des PTHrP-Gens beherbergt die
Exons 5 und 6. Durch alternatives Splicen am 5°- und 3’-Ende der Transkripte entstehen
eine Reihe verschiedener mMRNAs (MANGIN et al. 1989). Eine besondere Bedeutung kommt
drei verschiedenen mRNA-Isoformen zu, die aus dem Prozess des Splicens am 3"-Ende
(Exons 5 und 6) hervorgehen und deren Proteine eine Lange von 139, 141 und 173
Aminosauren besitzen. Sie gleichen sich in der Sequenz ihrer Aminoséduren und
unterscheiden sich entsprechend ihrer Lange in ihren COOH-Enden (SUVA et al. 1987,
THIEDE et al. 1988, MANGIN et al.1989, MANGIN et al. 1990, IKEDA et al. 1990, BURTIS
1992, SOUTHBY et al. 1995, PHILBRICK et al. 1996).

Das direkt posttranslatorische Parathormon-ahnliche Peptid ist ein 177 Aminosauren
umfassendes Prohormon, welches posttranslatorisch durch Prohormonkonvertasen in eine
Vielzahl sekretorischer Peptide des PTHrP aufgespalten wird, von denen jedem eine andere
biologische Funktion zukommt, welche Uber den Rezeptor des Parathormons und Uber
PTHrP-spezifische Rezeptoren vermittelt wird (STEWART und BROADUS 1990, ORLOFF et
al. 1994, ORLOFF et al. 1996, PHILBRICK et al. 1996). Es beinhaltet eine Leitsequenz von
36 Aminosauren (Position —36 bis —1) die analog dem Prepro-PTH als intrazellulare Prepro-
und Pro-Precursor fungieren und dem intrazellularen Transport dienen (SUVA et al. 1987,
MANGIN et al. 1989, PHILBRICK et al. 1996, BURTIS 1992). Die ersten 13 Aminosaurereste
der daran anschlieRenden Region des reifen PTHrP sind in ihrer Sequenz dem PTH
homolog, die ersten 8 davon identisch und verantwortlich fir die meisten agonistischen
Effekte an Parathormonrezeptoren an den priméaren Zielorganen, der Niere und dem
Knochen. Die Aminoséaurereste, die sich der 13. Position anschliel3en, prasentieren in ihrer
Primarstruktur zwar keine Homologien zu dem Parathormon oder einem anderen bekannten
Protein (SUVA et al. 1987, THIEDE et al. 1988, MANGIN et al. 1988, BURTIS 1992), die
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Sekundéar- und Tertiarstrukturen der Aminoséuren 1 bis 36 des PTHrP und 1 bis 34 des PTH
binden jedoch beinahe aquipotent an die klassischen Parathormonrezeptoren (STREWLER
et al. 1987, KEMP et al. 1987, BURTIS 1992, PHILBRICK et al. 1996). Somit erstreckt sich
die Parathormon-ahnliche Sequenz des PTHrP Uber die Aminosaurereste 1 bis 34 bzw. 1 bis
36 am Aminoende des Proteins (PHILBRICK et al. 1996).

Im Gegensatz zum Gen des Parathormons, welches nur selten in anderen Geweben als dem
der Nebenschilddriise exprimiert wird, wird das PTHrP-Gen unter physiologischen
Bedingungen im tberwiegenden Teil normaler adulter Gewebe sowie im Verlauf der fetalen
Ontogenese exprimiert. Hier Gbernimmt es lebenswichtige Funktionen in der Entwicklung,
Differenzierung und Proliferation einer Vielzahl verschiedener Organe und Gewebe sowie
deren Stoffwechselprozessen. Darlber hinaus hat es Bedeutung fiir fetomaternale
Homdoostaseprozesse (ASA et al. 1990, BURTIS 1992, GAICH et al. 1993, ORLOFF 1994,
DUNBAR et al. 1996, PHILBRICK 1996). Im Unterschied zur humoralen Hyperkalzdmie
maligner Tumoren, bei denen PTHrP die klassische Rolle eines endokrinen Hormons spielt,
Ubernimmt es unter physiologischen Bedingungen bis auf wenige Ausnahmen die
Funktionen eines para- und autokrinen Hormons (ORLOFF et al. 1992, ORLOFF et al. 1994,
GAICH et al. 1993, DUNBAR et al. 1996). Letztere sind komplexer Natur und die zum Teil
gegensatzlichen Effekte der verschiedenen sekretorischen Formen des PTHrP an
verschiedene Abschnitte des Proteins sowie PTH- und PTHrP-spezifische Rezeptoren
gebunden. So bindet beispielsweise das NH,-terminale Peptid (PTHrP 1-36) an den
klassischen Parathormonrezeptor und vermittelt eine osteoklastische knochenresorbierende
Wirkung (ORLOFF et al. 1994), wahrend die C-terminal gelegene PTHrP-Region 107 bis 111
die Knochenresorption durch Osteoklasten inhibiert (FENTON et al. 1991).

1.1.10.1 Die Funktion des PTHrP in der gesunden Mamma und bei
Mammakarzinomen

PTHrP, von luminalen Epithelien und Myoepithelien der normalen Mamma produziert und
sezerniert, reguliert die Entwicklung der Brustdriise, wobei insbesondere die Stromazellen
ein sensibles Zielorgan des PTHrP sind (LIAPIS et al. 1993, PHILBRICK et al. 1996,
DUNBAR et al. 1996, DUNBAR et al. 1998). Hohe Konzentrationen des PTHrP sind wahrend
der Laktation im Gewebe der Mamma nachweisbar, wobei das Nuckeln den Stimulus zur
Ausschittung des Proteins darstellt (THIEDE und RODAN 1988). Nachfolgend konnten
grol3e Mengen des PTHrP in der Muttermilch nachgewiesen werden, was eine Funktion des
Peptids in der Calciumhomaoostase des Sauglings nahe legt (THIEDE 1994).

PTHrP konnte immunhistochemisch in normalem Mammagewebe, bei Proben von
Fibroadenomen der Brust und bei Mammakarzinomen nachgewiesen werden. Dabei wurden
hoéhere Expressionsraten des PTHrP in Fibroadenomen der Mamma, die hochsten

Nachweisraten von PTHrP bei Patientinnen mit einem Mammakarzinomen beschrieben
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(LIAPIS et al. 1993, EDWARDS et al. 1995). Es gibt Hinweise, dass PTHrP beim
Mammakarzinom fir den Osteotropismus der Mammakarzinommetastasen oder zumindest
fur die osteoklastische Knochenresorption bei manchen Mammakarzinomen verantwortlich
ist (PHILBRICK et al. 1996). In einer Untersuchung von GRILL et al. 1991 konnten erhdhte
Plasmaspiegel des PTHrP bei Patientinnen mit einem ossédr metastasierten
Mammakarzinom und gleichzeitiger Hyperkalzamie beobachtet werden. PTHrP konnte
immunzytochemisch auch in 56% bis 60% der Tumorgewebe normokalzamischer
Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen werden, wobei die Nachweisrate bei
Patientinnen erhoht war, die in der Folge Knochenmetastasen oder eine tumorbedingte
Hyperkalzamie entwickelten (SOUTHBY et al. 1990, BUNDRED et al. 1992). Die
Plasmaspiegel von PTHrP sowie der immunologische Nachweis von PTHrP in
Tumorgeweben war bei hyperkalzamischen Patientinnen im  Vergleich zu
normokalzémischen Patientinnen mit ossar metastasierten Mammakarzinomen erhoéht
(BUNDRED et al. 1991). BOUIZAR et al. konnten 1993 mittels einer semiquantitativen
Polymerasekettenreaktion zum Nachweis von PTHrP einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Hohe der PTHrP-Expression im Mammakarzinomgewebe und der spateren
Entwicklung von Knochenmetastasen zeigen. Ahnliche Ergebnisse wurden von DE
VERNEJOUL et al. 1991 vorgestellt, die erhéhte PTHrP-Spiegel im Plasma von
normokalzamischen Brustkrebspatientinnen mit ossdren Metastasen fanden. Die
immunzytologische  Untersuchung von Mammakarzinommetastasen verschiedener
Lokalisationen ergab bei 92% der untersuchten Proben aus Knochenmetastasen eine
Expression des PTHrP-Gens verglichen mit einer Nachweisrate von 17% in Metastasen
anderer Lokalisationen (POWELL et al. 1991).
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1.2 Zielsetzung der Arbeit

Die Prognose des Mammakarzinoms wird bislang durch die etablierten Parameter der TNM-
Klassifikation sowie des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus bestimmt. Im Verlauf der
letzten Jahre zeichnete sich der Nachweis disseminierter Tumorzellen insbesondere in
niedrigeren Tumorstadien als prognostisch bedeutsamer Faktor ab. Viele Arbeitsgruppen
konnten die prognostische Bedeutung eines immunzytologischen Nachweises disseminierter
Tumorzellen belegen, wobei neben anderen der Nachweis von Zytokeratinen an Bedeutung
gewann. Ossdre Metastasen stellen einen haufigen und frihen Manifestationsort
hamatogener Fernmetastasen bei Mammakarzinompatientinnen dar, wobei ein
Zusammenhang zwischen der Expression von PTHrP durch die Tumorzellen und dem
Auftreten ossarer Lasionen vermutet wird. Im Vergleich zur Immunzytologie stellt die RT-
PCR ein sensitiveres Verfahren dar, dessen Bedeutung fiir den Nachweis disseminierter
Tumorzellen noch nicht geklart ist. Vor diesem Hintergrund sollen die folgenden

Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Etablierung und Uberprifung der Sensitivitit des immunzytologischen Nachweises
von Zytokeratin-18-exprimierenden Zellen unter Verwendung der APAAP in
Zytozentrifugationspraparaten mit 1x10° Zellen und in Sedimentationspréaparaten mit
1x10° Zellen

2. Etablierung und Uberpriifung des Nachweises disseminierter Tumorzellen mittels der
nested RT-PCR von PTHrP-Transkripten in Tumorgewebe sowie Proben des
Knochenmarks und peripheren Blutes von Mammakarzinompatientinnen und

Vergleich mit den immunzytologischen Daten

3. Nachbeobachtung der Patientinnen zur Einschatzung der prognostischen Signifikanz
des molekularbiologischen Nachweises von PTHrP und des immunzytologischen

Nachweises von Zytokeratin 18
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Es wurden Knochenmark (KM), peripheres Blut (PB) und Tumorgewebe von 46 Patientinnen
und Patienten mit der gesicherten Diagnose eines Mammakarzinoms auf die Expression von
Parathormon-ahnlichem Protein (PTHrP) und Zytokeratin 18 (CK 18) untersucht, um
disseminierte Tumorzellen zu detektieren. Zusatzlich wurde diese Untersuchung auch an
Proben von 8 Patientinnen mit krankhaften Verdnderungen der Mamma durchgefiihrt, bei
denen die abschliessende histologische Beurteilung eine benigne Erkrankung der Mamma
nachwies. Die Untersuchungen erfolgten an archiviertem Material  von
Knochenmarksentnahmen und Blutproben, die nach Aufklarung und mit dem Einverstandnis
der Patientinnen durch eine Beckenkammpunktion im Rahmen der Mamma-OP zur
Stadienbestimmung in der Primardiagnostik durchgefihrt worden waren. Die
Untersuchungen an RNA aus Tumorgeweben erfolgte ebenfalls an archiviertem Material,
das zur Bestimmung von Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus aus dem Priméartumor im
Rahmen der Primérdiagnostik in flissigem Stickstoff gefroren und homogenisiert worden
war.

Von den Patientinnen mit einem Mammakarzinom wurden 42 KM und 42 PB sowie 13
Tumorgewebeproben untersucht. Von den 8 Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der
Mamma wurden jeweils KM und PB untersucht (vergl. Tabellen 2.9 und 2.10). Von den 54
untersuchten Patienten waren 53 weiblichen und 1 mannlichen Geschlechts. Das mediane
Alter betrug 56 Jahre (31 bis 77 Jahre).

Von den 46 Mammakarzinompatientinnen lag bei 41 Patientinnen ein primares
Mammakarzinom vor, wobei es sich bei einer Patientin um die Erstmanifestation eines
Zweitkarzinoms der Brustdrise handelte, bei dreien zum Zeitpunkt der Diagnose ein
Zweitkarzinom bestand und bei 5 weiteren bereits eine Radio- und / oder Chemotherapie vor
der Materialgewinnung begonnen worden war. 4 Proben wurden von Patientinnen und
Patienten mit Rezidiven gewonnen, von denen sich bei einem die zusatzlichen Diagnosen
eines dsophagealen Plattenepithelkarzinoms und eines Basalioms in der Anamnese fanden
(I.LN.). Die Stadien der Tumorerkrankungen reichten von pTis NO MO bis pT4b N3 M1
(vergleiche Tabellen 2.1, 2.2 und 2.9). Der mediane Beobachtungszeitraum lag bei dem
Patientenkollektiv mit einem Karzinom der Mamma bei 20 Monaten (19 Tage bis 35 Monate),
bei demjenigen mit benignen Erkrankungen der Brustdriise betrug der Median 30 Monate
(28 bis 35 Monate) (vergl. Tabellen 3.116 und 3.117).

Tabelle 2.1 stellt die absoluten Haufigkeiten der einzelnen Tumorstadien innerhalb des

Patientenkollektives dar, Tabelle 2.2 die Verteilung der Tumorstadien.
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Stadium Anzahl
Cis
|
A
1B
A
B
v
nicht definiert

SIIAITGIENTCC1 P> STEN

Tab. 2.1: Die Einteilung der Tumorstadien wurde auf der Grundlage der TNM-Klassifikation der UICC
von 1997 vorgenommen (Sobin und Fleming 1997). nicht definiert: 2 Tumorerkrankungen waren nach

den vorliegenden Untersuchungsergebnissen nicht eindeutig klassifizierbar.

Material Primare Zweitkarzinom | prim. Karzinome Rezidive
als
Stadium Mammakarzinome priméres unter Therapie
Material

Cis 4 0 0 0
| 2 0 0 0
A 14 0 1 3
Il B 6 0 1 1
A 4 0 0 0
Il B 3 0 2 0
[\ 2 0 1 0
nicht definiert 1 1 0 0

Tab. 2.2: Patientencharakteristik; Zweitkarzinom als primares Material: das gewonnene Material

entstammte Patientinnen mit der Manifestation eines zweiten Mammakarzinoms und stellt in diesem

Zusammenhang primar gewonnenes Material dar; prim. Karzinome unter Therapie: das Material

entstammte Patientinnen mit einer primaren Manifestation eines Mammakarzinoms. Das
Untersuchungsgut wurde bei dieser Patientengruppe nach bereits begonnener oder durchgefihrter
Radio- und / oder Chemotherapie gewonnen. Nicht definiert: diese Tumoren waren nach den

vorliegenden Unterlagen nicht eindeutig klassifizierbar.

2.2 Material

2.2.1 Patientenmaterial

Peripheres Blut (PB) und Knochenmark (KM) der in denTabellen 2.9 und 2.10 aufgefiihrten
Patienten wurden auf disseminierte Tumorzellen durch den Exressionsnachweis von PTHrP
und CK 18 untersucht, sowie homogenisiertes Material der Primartumoren auf die
Expression von PTHrP geprift.



2. Patienten, Material und Methoden 23

2.2.2 Negativkontrollen
Fur die immunzytologische Untersuchung wurde das periphere Blut (PB) eines 24 jahrigen

Probanden ohne bekannte maligne Vorerkrankung als Negativkontrolle verwendet.

2.2.3 Positivkontrollen

Alle Zelllinien, die als Positivkontrollen verwendet wurden, wurden als Dauerkultur in einem
Kulturmedium bestehend aus RPMI 1640 und 10% fetalem Kalberserum (FCS) unter
Standardbedingungen (5% CO,, 100% relative Luftfeuchtigkeit) gehalten.

2.2.3.1 Mammakarzinomzelllinien

2.2.3.1.1 MCF-7

Angelegt wurde diese Zelllinie 1970 mit Zellen aus dem Pleuraerguss einer 69 jahrigen
Patientin mit einem metastasierten Ostrogenrezeptorpositiven Adenokarzinom der Mamma,
nachdem diese eine Radio- und Hormontherapie erhalten hatte (HAY et al. 1992).

Die hier verwendeten Zellen wurden von der ATCC (American Type Culture Collection)
bezogen.

Zellen der Zelllinie MCF-7 dienten als positive Kontrolle fur die immunzytologische Farbung

mit dem Antikdrper gegen CK 18, sowie zur Uberpriifung der -Aktin-PCR.

2.2.3.1.2 MDA-MB-231

Diese Zelllinie wurde 1974 nach der Applikation einer Chemotherapie aus
Pleuraergusszellen einer 51 Jahre alten Patientin mit einem Adenokarzinom der Brustdrise
etabliert (HAY et al. 1992).

2.2.3.2 Nierenkarzinomzelllinie (786-0)

Die Zelllinie 786-O stammt aus einem primaren klarzelligen Adenokarzinom der 1975
exstirpierten Niere eines 58 jahrigen Patienten mit multiplen Lungenmetastasen, jedoch ohne
Anzeichen fur Knochenmetastasen (WILLIAMS et al. 1978, STREWLER et al. 1983).

MCF-7, MDA-MB-231 und 786-O produzieren PTHrP und wurden als Positivkontrolle in den
B-Aktin- und PTHrP-nachweisenden PCRs eingesetzt.
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

2 Materialien und Chemikalien

Hersteller

Aceton (C3HgO)

Merck (Darmstadt)

Agarose

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

Aqua bidest (Ampuwa®)

Fresenius (Bad Homburg)

Borsaure (H3;BO3)

Sigma (Deisenhofen)

Bromphenolblau

Sigma (Deisenhofen)

Chloroform (CHCI3)

J.T. Baker (Deventer, Holland)

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Sigma (Deisenhofen)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Merck (Darmstadt)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma (Deisenhofen)

DTT (Dithiothreitol)

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sigma (Deisenhofen)

Ethanol (C,HsO) Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid Europio

Ficoll® Seromed (Berlin)

Ficoll® 400 Pharmacia Biotech (Freiburg)

Gel-Blotting-Paper

Schleicher und Schill (Dassel)

Giemsa-Ldsung

Merck (Darmstadt)

Hybond™-N (Hybridisierungsmembranen)

Amersham

Isopropanol (C3HgO)

J.T. Baker (Deventer, Holland)

KAISER's Glyceringelatine

Merck (Darmstadt)

Kaliumchlorid (KCI)

Merck (Darmstadt)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck (Darmstadt)

Kobaltchlorid (CoCl,)

Boehringer (Mannheim)

Magnesiumchlorid (MgCl,)

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

Maleinsaure (C4,H40,)

Merck-Schuchardt (Hohenbrunn)

May-Grinwald-Lésung

Merck (Darmstadt)

MAYER's Hamalaun-L&sung

Merck (Darmstadt)

Methanol (CH,O)

Merck (Darmstadt)

Mineraldl

Sigma (Steinheim)

Natriumazid (NaN3)

Merck (Darmstadt)

Natriumchlorid (NaCl)

Merck (Darmstadt)

Natriumcitrat (CeHsNazO-)

Sigma (Deisenhofen)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)

Merck (Darmstadt)

Natronlauge (NaOH)

Merck (Darmstadt)

N-Lauroylsarkosin

Sigma (Deisenhofen)

Parafilm®

American Natl. Can (Greenwich, CT)

Salzsaure (HCI)

Merck

Tris (Trishydroxymethylaminomethan)

Paesel / Lorei (Frankfurt a.M.)

Tris-HCI

Sigma (Deisenhofen)

Trypanblau

Serva (Heidelberg)

Tween 20° (polyethylene sorbitan monolaurate)

Bio Rad

Vacu Cap® 60 Filtereinheit 0,2 um

Gelman Sciences

X-Phosphat (5-Brom-4-chlor-3-indol-phosphat,

Toluidin-Salz)

Boehringer (Mannheim)

Tab. 2.3: Liste aller verwendeten Materialien, sowie der Chemikalien in Reinform
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2.4 Media, Zusatze und Supplemente

Media, Zusatze, Supplemente

Hersteller

Blockreagenz (Proteingemisch)

Boehringer (Mannheim)

BSA (Bovines Serum Albumin)

Paesel / Lorei (Frankfurt a.M.)

FCS (Fetales Kalber Serum)

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

humanes Immunglobulin

Behring (Marburg)

L-Glutamin (L-2-Glutamat)

Sigma (Deisenhofen)

Penicillin (100 000 I.E./ml)

Sigma (Deisenhofen)

RPMI 1640-Zellkulturmedium

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

Serum von Probanden der Blutgruppe AB

Blutbank des Universitatsklinikums
Gottingen

Streptomycin (100mg/ml)

Sigma (Deisenhofen)

Tab. 2.4: Liste der Media, Zusétze und Supplemente

2.5 Enzyme und spezielle Reagenzien

Enzyme und spezielle Reagenzien

Hersteller

DNTP-Mischung

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

10 x PCR-Puffer

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

5 x First Strand Buffer

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

dATP

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

DIG-11-dUTP

Boehringer (Mannheim)

DIG nucleic acid detection kit (Nonradioactive)

Boehringer (Mannheim)

DNA Molecular Weight Marker VI

Boehringer (Mannheim)

Fast Red Substratsystem

DAKO (Hamburg)

M-MLV Reverse Transkriptase

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

NBT (Nitroblau-tetrazoliumsalz) Stammlésung

Boehringer (Mannheim)

Random Primer (Hexaoligonukleotide)

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

RNAzol™ B

Paesel / Lorei (Frankfurt a.M.)

Tag-DNA-Polymerase

GIBCO BRL (Eggenstein-Leopoldshafen)

Terminale Transferase

Boehringer (Mannheim)

Terminale-Transferase-Reaktionspuffer (TdT)

Boehringer (Mannheim)

TRI REAGENT™

Sigma (Deisenhofen)

Tab. 2.5: Liste der verwendeten Enzyme und speziellen Reagenzien
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2.6 Antikorper

Antikorper

Hersteller

Monoklonaler Maus-APAAP-Immunkomplex

DAKO (Hamburg)

Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente-Alkalische
Phosphatase-Konjugat (Anti-DIG)

Boehringer (Mannheim)

Monoklonales Maus IgG1 (unkonjugiert)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Monoklonaler Maus-Anti-Humanes-Zytokeratin-
18-Antikorper (Klon CK1)

DAKO (Hamburg)

Monoklonaler Maus-Anti-Humanes-Zytokeratin-
18-Antikorper (Klon LP34)

DAKO (Hamburg)

Polyklonales Kaninchen-Anti-Maus-Antiserum

DAKO (Hamburg)

Tab. 2.6: Liste der verwendeten Antikorper

2.7 Medien, Puffer und Lésungen

Die Lagerung der Losungen erfolgte bei einer Temperatur von 4° C, soweit dies nicht anders

vermerkt ist.

Blockierungsstammldsung (fir die Hybridisierung und Farbungsreaktion)

Das im DIG Nucleic Acid Detection Kit mitgelieferte Blockierungsreagenz wurde unter

Ruhren und Erhitzen auf einem heizbaren Magnetriihrer in Hybridisierungspuffer 1 zu einer

Endkonzentration von 10% geldst und anschlieRend autoclaviert.

Blockpuffer (fur die APAAP-Reaktion)

1. Herstellung der Stammldsung:

- hitzeaggregiertes humanes
Immunglobulin in einer Konzentration
von 10 mg/ml in PBS lésen

- 20 Minuten bei 56° C im Wasserbad

erhitzen

2. Herstellung von 100 ml Gebrauchslésung mit 0,01%igem NaNs-Anteil:

Denaturierungspuffer

10 ml Stammldsung

100 ul  10% Natriumazid-Losung ("/\)
(1 g NaN3 geldst in 10 ml PBS)

mit PBS ad 100 ml

1,0 mol/l NaCl

0,5 mol/l NaOH

mit Aqua bidestillata ad 1 Liter
Lagerung bei 20°C
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Einfriermedium

Hybridisierungspuffer 1

Hybridisierungspuffer 2

Hybridisierungspuffer 3

Hybridisierungspuffer 4

Hybridisierungswaschléosung 1

Hybridisierungswaschlésung 2

L-Glutamin-Stammldsung

80% FCS (')
20% DMSO (“4)

0,1 mol/l Maleinsaure

0,15 mol/l NaCl

mit Aqua bidestillata ad 500 ml
pH 7,5 bei 20°C

Verdiinnung der Blockierungs-

stammldsung in Hybridisierungspuffer 1

im Verhaltnis 1:10.

0,1 mol/l TRIS-HCI

0,1 mol/l NacCl

50 mmol/l MgCl,

mit Aqua bidestillata ad 500 ml
pH 9,5 bei 20°C

Lagerung bei 20°C

10 mmol/l TRIS-HCI
1 mmol/l EDTA
mit Aqua bidestillata ad 500 ml
pH 8,0 bei 20°C
Lagerung bei 20°C

10 ml 20 x SSC

1 ml 10% SDS
mit Aqua bidestillata ad 100 ml
Lagerung bei 20°C

0,5ml 20 x SSC

1 ml 10% SDS

mit Aqua bidestillata ad 100 ml
Lagerung bei 20°C

14,61g L-Glutamin ad 500 ml in Aqua

bidestillata (= 200 mM)
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Ladepuffer

Neutralisierungspuffer

PBS (Phosphate buffered saline)
mit BSA-Zusatz

Penicillin-Streptomycin-Stammldsung

Prahybridisierungspuffer

RPMI-Medium mit 10% FCS

15% FICOLL 400 (")
0,1% Bromphenolblau ('/,)
in Aqua bidestillata

0,5 mol/l TRIS-HCI

1,5 mol/l NacCl

in Aqua bidestillata ad 500 ml

pH 7,4 bei 20°C, Lagerung bei 20°C

6,7 g NaCl

1,429 NaHPO,

0,41g KH,PO,

20 g BSA

sterile Filtration durch 0,2 um Filter

Einstellung des pH auf 7,3

3,01g Penicillin (= 10 000 U/ml)
6,67 g  Streptomycin (= 10 000 U/ml)
mit PBS ad 500 ml

1% Blockierungsreagenz ("/,)
0,01%  N-Lauroylsarkosin ("/,)
0,02%  SDS (")

mit 5 x SSC ad 25 ml

15,899 RPMI 1640

(= 1 Packungseinheit)
2,0 gNaHCO;

10 ml Penicillin-Streptomycin-
Stammlésung

10 mi L-Glutamin-Stammlésung

100 ml  FCS (30 Minuten bei 56°C im
Wasserbad hitzeinaktiviert)

mit H,O, i.e.Aqua bidestillata ad 1 Liter

pH 7,40 bei 20°C

sterile Filtration mit 0,2 um Filter
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10 x SDS 100 g SDS mit Aqua bidestillata ad 1
Liter
pH 7,2 bei 20°C
Lagerung bei 20°C

20 x SSC 175,3g NacCl
88,2g Na-Citrat
mit Aqua bidestillata ad 1 Liter
pH 7 bei 20°C
Lagerung bei 20°C

5x TBE 270 g TRIS
137,59 Borsaure
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8)
mit Aqua bidestillata ad 5 Liter
Lagerung bei 20°C

TBS 121g TRIS
170g NaCl
mit Aqua bidestillata ad 2 Liter
pH 7,4 - 7,45 bei 20°C

2.8 Methoden

2.8.1 Aufbereitung des Patientenmaterials

Von jedem peripheren Blut- und Knochenmarksaspirat standen im Rahmen der
Routinediagnostik Ausstrichspraparate zur Verfiigung, die nach Pappenheim angeférbt und

im Lichtmikroskop auf metastatische Zellen untersucht worden waren.

2.8.2 Isolation der mononuklearen Zellen aus Blut- und Knochenmarkaspiraten
Das periphere Blut (PB) und Knochenmark (KM) wurde 1:1 mit RPMI-Medium (vergl. 2.7)
verdinnt und im Verhdltnis 2:1 auf Ficoll (Seromed) aufgeschichtet. Durch anschliel3ende
25-mindtige Zentrifugation bei 1200 g bei ungebremster Zentrifuge und 20°C, erfolgte die
Auftrennung der zellularen Bestandteile nach dem Prinzip der Dichtezentrifugation Uber
einem kolloidalen Gradienten (BOYUM 1964).

Die auf diese Weise abgetrennte mononukleare Zellfraktion wurde abpipettiert und 20 ul mit
Trypanblau im Verhaltnis 1:1 versetzt, um die Zellzahl, sowie deren Viabilitdt mittels einer

Neugebauer Zahlkammer mikroskopisch zu bestimmen. AnschlieBend wurden die Zellen in
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einem aquivalenten Flussigkeitsvolumen PBS-Lésung (vergl. 2.7) aufgenommen und bei 400
g in der Zentrifuge bei 20°C fur 7 Minuten gewaschen. Das so erhaltene Zellpellet wurde in je

500 pl pro 1 x 10’ Zellen RPMI-Medium resuspendiert.

2.8.3 Anfertigung von Leukozytenpréaparaten mittels der Zytozentrifugations- und
Sedimentationstechnik

Aus dem resuspendierten Zellpellet wurden 1 x 10° Zellen je Zytospin entnommen, diese in
jeweils 100 ul PBS-Losung aufgenommen und fur 10 Minuten bei 80 U/min auf Ethanol
behandelte Objekttrager aufgebracht. Nachdem die Préparate an der Luft getrocknet waren,
wurden sie in Aluminiumfolie geschiitzt bei -20°C aufbewahrt.

Fur die Praparatanfertigung unter zu Hilfenahme der Sedimentationstechnik wurden

1 x 10° Zellen je Objekttrager aus der Zellsuspension (vergl. 2.8.1.1) abgenommen, das
Flassigkeitsvolumen durch Zugabe von PBS-LAsung jeweils auf 500 ul aufgestockt und in je
eine trichterférmige Vorichtung der Immunette® tiberfiihrt. Nach 20-minitiger Sedimentation
der Zellen auf Ethanol gereinigte Objekttrager, wurde der liquide Uberstand mit Hilfe einer
angeschlossenen Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die Lagerung der Préaparate erfolgte wie

die der Zytospins.

2.8.4 Kryokonservierung mononukleéarer Zellen

Je 1 x 10" in 500 ul RPMI-Medium aufgenommene Zellen (vergl. 2.8.1.1) wurden in 1 ml
fassende Cryotubes (Nunc, Wiesbaden) pipettiert und nach der von LOVELOCK und
BISHOP 1959 beschriebenen Methode der Gefrierkonservierung mit 500 ul Dimethylsulfoxid-
haltigem Einfriermedium (vergl. 2.7) versetzt. Die Beimengung des auf 4°C vorgekuhlten
Einfriermediums zu den auf Eis gelagerten Proben erfolgte tropfenweise und unter
mehrmaligem Schiitteln. Nachfolgend wurden die beschickten Réhrchen stufenweise Uber
12- bis 24-stundige Lagerung bei 4°C, dann -80 °C und zur léangerfristigen Aufbewahrung in -
196°C kalten fliissigen Stickstoff verbracht.

2.8.5 Immunzytochemie

Die immunzytochemische Farbung von Zellen epithelialen Ursprungs in den PB- und KM-
Proben wurde nach dem Prinzip der indirekten Immunphosphatasereaktion mit dem
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex (APAAP) durchgefihrt
(CORDELL et al., 1984). Markiert wurden die Zellen mit Antikbérpern gegen das
Intermediarfilament Zytokeratin 18 (CK 18). Die Inkubationen wurde bei Raumtemperatur
(ca. 20°C) durchgefihrt.

Das Auftauen der bei -20°C gelagerten Leukozytenpraparate erfolgte ebenfalls bei

Zimmertemperatur, wobei die Aluminiumfolie erst nach ca. 10 Minute entfernt wurde.
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Fixiert wurden die Préparate fir 10 Minuten in einem Aceton-Methanol-Gemisch, welches fur
die mononukleédren Zellen des KM ein Verhéaltnis von Aceton zu Methanol von 83:17, fur die
des PB eines von 90:10 aufwies.

Nachfolgend wurden die Objekte Uber 2 Minuten mit dreimaligem Pufferwechsel in TBS
(vergl. 2.7) gewaschen und anschliel3end fur 20 Minuten mit dem Blockpuffer (vergl. 2.7) in
einer feuchten Kammer inkubiert.

Nach Abklopfen des Blockpuffers, ohne Waschen mit TBS-Puffer, schlof3 sich die Inkubation
der fixierten Zellen mit dem primaren Antikorper in der feuchten Kammer an. Als primarer
Antikorper fur die Zellen der als Positivkontrolle dienenden MCF-7-Zelllinie und die der
Patientenproben wurde ein gegen humanes Zytokeratin 18 gerichteter Antikorper (vergl. 2.6)
eingesetzt, der im Verhdltnis 1:50 mit TBS verdiinnt wurde. Die Negativkontrolle des wurde
mit einem Maus IgG 1 Antikorper (vergl. 2.6) in einer Verdinnung von 1:20 in TBS inkubiert.
Die pro Objekitrager eingesetzte Menge samitlicher Antikdrperlésungen betrug 100 ul je
Zytospin und 200 pl fir jedes mit der Immunette® hergestellte Praparat.

Nach erneutem Waschen in TBS mit dreimaligem Pufferwechsel, wurden alle Praparate tber
30 Minuten mit dem Brickenantikbrper beschickt, dessen Verdinnung wie folgt
vorgenommen wurde;

Herstellung der ‘Lésung a’ aus humanem AB-Serum und TBS in einer Verhéaltnis von 1:5 und
anschlieBender Herstellung der ‘Gebrauchslésung b’ des Brickenantikdrpers durch 1:20
Verdinnung des Kaninchen-Anti-Maus-Antikorpers in ‘Losung a'.

Das Waschen der Préaparate erfolgte nach dem oben beschriebenen Schema.

Im Anschluss daran wurde auf die Objekttrager der APAAP-Immunkomplex, ein
monoklonaler Maus-Antikdrper, in einer 1:20 TBS-Verdunnung aufgetragen, welcher fur 30
Minuten auf den Zellen belassen wurde.

Nach anschlieRender Waschung mit TBS tber 2 Minuten, wurden die Praparate mit Fast
Red Substrat betropft und die 30-minitige Entwicklung der Alkalischen-Phosphatase-
Reaktion eingeleitet.

Die Fast-Red-Substrat-L6sung, bestehend aus einer in 2 ml Substratpuffer gelosten
Substrat-Tablette, wurde 30 Minuten vor dem Gebrauch angesetzt.

An den darauf folgenden dreimaligen Pufferwechsel Uber 2 Minuten, schloss sich die
Kernfarbung mit MAYER’s Hamalaun Uber 1 Minute an. Zum Blauen der Kerne verblieben
die Objekttrager fur 10 Minuten in Leitungswasser und wurden abschlieBend nach 24-
stindiger Lufttrocknung mit Glyceringelantine (vergl. 2.3) eingedeckelt. Die Auswertung der
immunzytochemisch markierten Leukozytenpraparate erfolgte lichtmikroskopisch, wobei
sowohl Préparate mit 1 x 10° als auch mit 1 x 10° Zellen als positiv gewertet wurden, wenn 3
oder mehr in Gruppen (Clustern) oder einzeln liegende Zellen mit deutlicher Rotfarbung

reagierten.
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2.8.6 Vergleich der

Sedimentationspraparaten

Sensitivitat von Zentrifugations- und
Zur Sensitivitatskontrolle und gleichzeitigem Vergleich der beiden unter 2.8.2 beschriebenen
Methoden wurden zwei Verdiinnungsreihen von MCF-7-Zellen in PB eines Probanden ohne
maligne Erkrankung angefertigt. Hierzu wurde eine bestimmte Anzahl der Tumorzellen
entsprechend der angewendeten Methode in 1 x 10°> bzw. in 1 x 10° Zellen des PB
eingesetzt. FUr jede Methode wurden je drei gleiche Ansatze pro Verdinnungsreihe nach

folgendem Schema pipettiert:

Verdinnungsreihe 1 Verdinnungsreihe 2
Praparat | Tumorzellzahl eingesetzt in Praparat | Tumorzellzahl eingesetzt in
1x10° 1x10° 1x10° 1x10°

1 0 1 4 1 10
2 0 2 4a 2 20
3 1 5 4b 5 50
4 1 10 5 10 100
5 10 100 Tab. 2.8
6 20 200
7 50 500
8 100 1000

Tab. 2.7

Tab. 2.7 und 2.8: Darstellung der Verdiinnungsreihe; Anzahl der Tumorzellen, welche sich in einer

Gesamtmenge von 1x10° / 1x10° Zellen befinden. Die Objekttrager wurden mittels der APAAP-
Methode (vergl. 2.8.4) gegen CK 18 gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.8.7 RNA-Extraktion aus mononukledren Zellen und homogenisiertem
Tumormaterial

Die Phenol-Chloroform-Extraktion, modifiziert nach CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987)
diente zur Gewinnung von gesamter zellularer RNA aus mononukledren Zellen und
homogenisiertem Tumormaterial.

1 x 10" mononukledre Zellen (vergl. 2.8.1.1) wurden zundchst im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut, zugig in 10 ml steriles PBS uberfiihrt und bei 400 g in der Zentrifuge vom
Einfriermedium gereinigt. Das Zellpellet wurde unter einem sterilem Abzug in 1 ml sterilem
PBS resuspendiert und in ein autoklaviertes Cup transferiert.

Das PBS wurde nach 5 minitiger Zentrifugation bei 7500 U/min in einer Tischzentrifuge
abpipettiert, das Pellet in 1 ml TRI REAGENT" (Sigma) oder RNAzol ™ B (Paesel und Lorei),
einer einphasigen Lo6sung aus Guanidiniumisothiocyanat und Phenol, lysiert und fur 5
Minuten bei Raumtemperatur belassen. Im Anschluss daran wurden 200 pl Chloroform

hinzugefiigt und jede Probe fiur 15 Sekunden auf dem Vortex-Rittler gemischt, bis die
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Emulsion ein homogenes milchig-tribes Aussehen angenommen hatte. Im Anschluss an
eine 15-mindtige Inkubationszeit bei Zimmertemperatur erfolgte die Zentrifugation mit 13000
U/min in einer Tischzentrifuge, die das Gemisch in 3 Phasen auftrennte: eine untere
organische, die DNA und Proteine enthielt, eine mittlere, hauptsachlich DNA-haltige, und die
obere wassrige Phase, in welcher die RNA solubilisiert war.

Die wassrige Phase wurde abpipettiert, in ein neues steriles Eppendorf-Gefal3 tberfihrt, mit
500 pl Isopropanol versetzt und zur Ausféallung 10 Minuten bei 4°C inkubiert.

Nach Zentrifugation fiir 10 Minuten wurde der Uberstand verworfen, das RNA-Pellet in 1 ml
75% Ethanol gewaschen und durch Zentrifugieren fur 15 Minuten bei 7500 g erneut
pelletiert.

Der Ethanol-Uberstand wurde mittels einer Pipette bis auf ein Restvolumen von ca. 50 pl
abgenommen, welches in dem Speed-Vacuum-Concentrator, einer heizbaren, Sog-
angeschlossenen Zentrifuge, verdampft wurde.

Nach Resuspension der RNA in 100 ul autoklaviertem Wasser erfolgte die Lagerung bei
-20°C.

2.8.8 Reverse Transkription

Unter der reversen Transkription (RT) versteht man die mRNA-abhangige DNA-Synthese,
die sogenannte cDNA, mit Hilfe der reversen Transkriptase, z.B. des murinen Leukamie-
Virus.

Je 10 ul mit 2,5 pg der aus Patientenmaterial isolierten RNA wurden in ein steriles
Eppendorf-Cup pipettiert, bei ca. 4°C auf Eis gelagert und mit 35 ul des nachfolgend
beschriebenen Reaktionsansatzes fur 1 Stunde bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Der Reaktionsansatz fir eine Probe setzte sich aus folgenden Substanzen zusammen:

10 ul 5 x First Strand Buffer
2,5 pl 10 mM dNTP-Mischung
1 ul Hexaoligonukleotide (Random-Primer)
5 ul 0,1 M Dithiothreitol
15 DEPC-behandeltes Wasser
2,5 pl M-MLV Reverse Transkriptase (entspricht 500 U).

Die reverse Transkriptase wurde dem Ansatz zum Schluss hinzugefigt, um
Aktivitatsverlusten des Enzyms vorzubeugen. Die so erzeugte cDNA wurde bei -20°C

aufbewabhrt.
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2.8.9 Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die Polymerasekettenreaktion erméglicht eine selektive Amplifikation kleinster DNA-Mengen
eines bestimmten Gen- bzw. Sequenzabschnittes. Diese Art der Amplifikation basiert auf der
Abfolge von drei Reaktionsschritten: der Hitzedenaturierung von DNA-Doppelstrangen, der
Anlagerung von Oligonukleotiden (“Annealing”) und der enzymatischen Verlangerung der
DNA-Einzelstrange (Extension). Durch wiederholte Zyklen dieser Reaktionsschritte ist eine
exponentielle Vermehrung von DNA-Einzelstrdngen komplementar zu einem vorliegenden
DNA-Einzelstrang moglich, da jeder Zyklus zu einer Verdopplung der im Reaktionsansatz
befindlichen zu untersuchenden DNA-Sequenzen fuhrt.

Die DNA-Hitzedenaturierung dient der Auftrennung des DNA-Doppelstranges in
Einzelstrdnge, um den Primern die Anlagerung (“Annealing”) an ihre komplementére
Sequenz zu ermdglichen. Benétigt werden 2 entsprechend formulierte Oligonukleotid-Primer,
welche die 3'- und 5-Region der zu untersuchenden DNA-Sequenz flankieren. Die DNA-
Synthese der gewlnschten Abschnitte beider Strange erfolgt in 5’-3'-Richtung ausgehend
von dem 3-Ende eines Oligonukleotids mit Hilfe einer DNA-Polymerase (Extension).
Verwendung fand die aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isolierte,
hitzestabile Tag-DNA-Polymerase, welche ein Temperaturoptimum bei 72°C besitzt und
kurzzeitig auch bei 92°C stabil ist. Die Hitzestabilitdét dieser Polymerase ermdglicht die
wiederholte Abfolge der Zyklen ohne Unterbrechungen, da eine erneute Zugabe des Enzyms
nach jedem Zyklus nicht erforderlich ist (SAIKI et al. 1988).

Fiur die RT-PCR wird zunachst die reverse Transkription durchgefuhrt, wobei mit reverser
Transkriptase ein zu der zu untersuchenden mRNA komplementéarer DNA-Einzelstrang
(cDNA) synthetisiert wird (vergl. 2.8.7). Nachfolgend wird die cDNA zur Amplifikation der
interessierenden Sequenzen in die PCR eingesetzt.

Eine Erh6hung der Sensitivitat und Spezifitéat der PCR ist durch eine zweite, die nested-PCR,
erreichbar. Hierbei erfolgt eine erneute Amplifikation der in der priméren PCR synthetisierten
Einzelstrange, wobei das Produkt der ersten PCR als template der zweiten dient. Das
hinzugefligte Oligonukleotidprimerpaar der zweiten PCR ist komplementér zu Sequenzen
des Produktes der ersten.

Die Auswahl der als Primer dienenden Oligonukleotidsequenzen erfolgte nach
veroffentlichten Sequenzen von PTHrP (MANGIN et al. 1989) und p-Aktin. Die
Anlagerungsstellen eines Primerpaares wurden auf bekannten Abschnitten benachbarter
Exons lokalisiert, um die Amplifikation genomischer DNA zu unterbinden. Weiterhin wurde
darauf geachtet, dass den Oligonukleotidsequenzen beider Primer eines Paares die gleiche
Annealing-Temperatur zu eigen war, keine komplementdren Sequenzen zwischen ihnen
vorlagen und die Zusammensetzung ihrer Basen ein ausgeglichenes Verhéltnis aufwies.

Das in ‘sense’-Orientierung verlaufende Oligonukleotid eines Primerpaares wurde mit 5’ bzw.
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‘us’ (upstream), gegenlaufige mit 3’ bzw. ‘ds’ (downstream) gekennzeichnet.

Die Primer wurden von der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg) synthetisiert und in
autoklaviertem Wasser so aliquotiert, dass sie in einer Konzentration von 25 uM vorlagen.
Die schematische Darstellung der Primerbindungsstellen und die Sequenzen der einzelnen

Primer werden nachfolgend aufgefihrt.

PTHrP
Gen | Exon3 | | Exon4 |
MRNA
I I |
cDNA |
us2|us3|us4||usl]||ds2]|ds3[ds1
PCR primére PTHrP 378 Bp.

nested-PTHrP 333 Bp.

Abb. 2.1 : Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen fir die PCR von PTHrP

Bp: Basenpaare; die Angabe der Basenpaare bezieht sich auf das Produkt der jeweiligen PCR

Primer der PCR von PTHrP:

us 2: 5 -GACTGG TTC AGC AGT GGA GC -3’
ds 1: 5 - ATC GAG CTC CAG CGA CGT TGT -3

Primer der nested PCR von PTHrP:

us 3: 5 -TGTTCCTGC TGAGCTACGC-3
ds 3: 5 -TAG CCCACTCCCAGTGAGT-3
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B-Aktin
Gen [ Exon?2 EXON 3 EXON4 |
RNA
m | |
< - -
cDNA | |

|_5IJ 387 Bp. |_:>!J

Abb. 2.2 : Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen fiur die PCR von -Aktin

Bp: Basenpaare; bezieht sich auf die Anzahl der Bsenpaare des jeweiligen PCR-Produktes

Primer der PCR von B-Aktin:

3’ (antisense): 5 -ACT CCATGC CCAGGAAGGA-3
5’ (sense): 5 -TGACCCAGATCATGTTTG AGA-3

Fur die PCR-Ansatze der B-Aktin- und der primaren PTHrP-PCRs wurden zunéchst je 4 ul
cDNA (vergl. 2.8.7) in ein steriles Eppendorf-Gefaf? tberfuhrt und 1 pl jedes Oligonukleotids
der entsprechenden Primerpaare, sowie 36,25 ul autoklaviertes Wasser hinzugeflgt.
AnschlieBRend wurden 7,75 pul des Reaktionsansatzes hineinpipettiert und das
Reaktionsgemisch mit 30 pl Mineral6l Uberschichtet. Der Reaktionsansatz fur den 50 pl

Ansatz einer Probe setzte sich aus folgenden Substanzen zusammen:

5 ul 10 x PCR-Puffer

1 uy 10 mM dNTP-Mix

1,5yl 50 mM MgCl,

0,25yl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul).

Die Tag-DNA-Polymerase wurde zuletzt in den Ansatz pipettiert, um Aktivitatsverlusten des
Enzyms vorzubeugen.
Als positive Kontrollen dienten fiir die R-Aktin-PCR Zellen der Zelllinien 786.0 und MCF-7,
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fur die PTHrP-PCR wurden 786.0 und MB-231 eingesetzt.

Fur die Negativkontrolle wurden dem Ansatz 4 ul autoklaviertes Wasser anstelle der cDNA
hinzugefugt.

Die Ansatze der nested-PTHrP-PCR wurden nach dem gleichen Schema pipettiert. Der
Unterschied bestand darin, dass 2 ul des 1:10 verdiinnten Produktes der primaren PTHrP-
PCR zum Schluss in den Ansatz hineingegeben wurden.

Alle drei PCRs wurden mit dem folgenden Programm im Thermocycler ausgefihrt:

1 Zyklus Initiale Denaturierung: 94°C fir 5 Minuten
Anlagerung: 58°C fur 1 Minute
Extension: 72°C fur 1 Minute

30 Zyklen Denaturierung: 94°C fur 1 Minute
Anlagerung: 58°C fur 1 Minute
Extension: 72°C fur 1 Minute

1 Zyklus Denaturierung: 94°C fur 1 Minute
Anlagerung: 58°C fur 1 Minute
Extension: 72°C fur 7 Minuten.

Die PCR-Produkte wurden bei -20°C konserviert.

2.8.10 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA-Molekilen nach Ladung und Lange.
Die Nukleinsduremolekile wandern dabei von der Kathode zur Anode der
Elektrophoresekammer, wobei sich die Migrationsgeschwindigkeit umgekehrt proportional
zur Molekulgré3e verhalt.

Dieses Verfahren diente dem Nachweis der spezifischen PCR-Produkte. Das fir die
elektrophoretische Auftrennung verwendete 1,25% Agarosegel wurde durch Ldsen von
1,25 g Agarose in 100 ml 1 x TBE unter Erhitzen und anschlieBendes Zutropfen von 10 pl
Ethidiumbromid (0,001%) hergestellt.

10 ul des PCR-Produktes wurden mit 3 ul Ladepuffer versetzt und in je eine Geltasche
eingefillt. Als Langenstandard fand der Molecular Weight Marker VI von Boehringer
Verwendung, welcher DNA-Fragmente von 154 bis 2176 Basenpaaren Lange enthélt. Dieser
wurde im Verhéltnis 1:9:2 mit autoklaviertem Wasser und Ladepuffer gemischt in das Gel
geladen. Die Laufzeit betrug 60 Minuten bei 80 Volt.

Die mit Ethidiumbromid markierten DNA-Fragmente wurden durch UV-Licht von 254 nm
Wellenlange sichtbar gemacht und durch Fotografieren mit einer Video angeschlossenen

Kamera dokumentiert.
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2.8.11  Southern Blot

Durch die Technik des Southern Blots wurden DNA-Bruchstiicke aus einem Agarosegel auf
eine Nylonmembran mit Hilfe von Kapillarkraften tberfuhrt.

Diese Methode wurde mit den Produkten der nested-PTHrP-PCR und bei den Proben, die
bereits in der priméaren PCR ein positives Ergebnis aufwiesen, durchgefuhrt.

Zunachst wurde das Gel fir jeweils 2 x 15 Minuten mit einmaligem Pufferwechsel in
Denaturierungspuffer und anschlielend in Neutralisationspuffer gewaschen, wobei flr das
Puffervolumen 2 ml pro ml Gel veranschlagt wurden. Fir den Blotaufbau wurde das Prinzip
des Kapillarblots herangezogen:

Das Gel wurde mit der Offnung der Taschen nach unten auf einem Filterpapierstreifen
platziert, dessen Enden in 20 x SSC eingetaucht waren. Auf das Gel wurde eine
Nylonmembran mit 0,45 nm PorengroRe aufgelegt und die Rander so mit Parafilm
abgedeckt, dass lediglich die PCR-Produkt-haltigen Anteile des Gels dem kapillaren Sog
ausgesetzt waren. AbschlieBend wurde ein zweiter Filterpapierstreifen auf die Membran
gelegt, an welchen sich ein Zellstoffstapel anschloss. Alle Schichten mussten untereinander
in luft- und faltenfreiem Kontakt stehen.

Der gesamte Blotaufbau wurde mit einem leichten Gewicht so beschwert, dass es
gleichméRigen Druck ausubte.

Nach 6 bis 8 Stunden wurde der Nylonfilter zur Fixation der DNA fir 20 Minuten bei 120°C

gebacken und danach bei Raumtemperatur trocken gelagert.

2.8.12  Herstellung spezifischer markierter Sonden

Die Herstellung von markierten Sonden geschah durch den kompetitiven Einbau von
Digoxigenin-markiertem Desoxyuridintriphosphat (DIG-dUTP) und dATP am 3'-Ende eines
zur nachzuweisenden DNA komplementaren Oligonukleotids mit Hilfe der terminalen
Transferase.

Als spezifische Oligonukleotide dienten zwei Oligonukleotide, deren Bindungsstellen sich auf

der Exongrenze 3/4 des PTHrP-Gens befanden (vergl. 2.6.8) und folgende Sequenzen

besal3en:
us 4: 5 -TCC TGC GGG CGC TCG GT -3
us 1: 5 -CTC AAAAGA GCTGTC TGAACA-3

Das Oligonukleotid us 4 war komplementar zu einer Sequenz in Exon 3 des PTHrP-Gens,
wahrend us 1 komplementar zu einer Basenfolge der Region war, in der Exon 3 und Exon 4
aneinandergrenzen (vergleiche Abb. 1).

Es wurden 200 ng eines zu markierenden Oligonukleotids in ein steriles
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Mikrozentrifugengefal® transferiert, auf Eis gekuhlt gelagert und die folgenden Substanzen

hinzupipettiert:

4l Terminale-Transferase-Reaktionspuffer
4l CoCl, (1:5 in ddH,0 verdinnt = 5 mM)
1l Digoxigenin-dUTP (0,35 mmol/l)

1l dATP (1 mmol/l)

2 ul Terminale Transferase

ad 20 ul mit autoklaviertem Wasser.

Nach kurzem Abzentrifugieren in der Eppendorfzentrifuge wurde der Ansatz bei 37°C fir 30
Minuten im Wasserbad inkubiert. Durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA-L8sung (pH 8,0) wurde
die Reaktion abgestoppt. Zur Féallung der markierten DNA wurde der Reaktionsansatz mit 2,5
pl LiCl (4 mol/l) und 75 pl auf -20°C gekihltem Ethanol gut gemischt und verblieb fur 30
Minuten bei -70°C. Im Anschluss an die 15-minitige Zentrifugation bei 12000 g wurde der
Uberstand vorsichtig entfernt und die Probe fiir 15 Minuten in 70% Ethanol gewaschen. Es
folgte eine erneute Zentrifugation bei 12000 g fir 10 Minuten, nach welcher der Alkohol bei
Raumtemperatur verdampfe und das Reaktionsprodukt in 100 pl autoklaviertem Wasser

resuspendiert wurde. Aufbewahrt wurde die Sonde bei -20°C.

2.8.12.1 Dot Blot

Mit dem Dot Blot wurde der Erfolg der Sondenmarkierung und deren Detektionsgrenze
Uberprift. Je 1 pl einer 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 und 1:100000 Verdinnung der
Sonde wurde auf eine Nylonmembran aufgetragen, diese an der Luft trocknen gelassen und
anschliel3end fir 20 Minuten auf 120°C erwarmt. Darauf folgte ein direkter Immunoassay
unter Verwendung des Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente-Alkalische-Phosphatase-Konjugats

(Anti-DIG), welches zur Anfarbung des eingebauten Dig-UTP flhrte.

2.8.13  Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde nach dem Standardprotokoll von Boehringer (Kat.Nr. 1093 657)
durchgefuhrt und diente dem Nachweis des spezifischen PCR-Produktes mit Hilfe
Digoxigenin-markierter Sonden.

Die zu hybridisierenden Nylonmembranen (vergl. 2.8.10) wurden fur 60 Minuten mit 25 ml
Prahybridisierungspuffer unter leichtem Schitteln bei 68°C im Wasserbad inkubiert.
Wahrend dessen wurde der Hybridisierungspuffer, bestehend aus 25 ml des
Prahybridisierungspuffers und 100 ul der markierten Sonde, zur Denaturierung auf 100°C

erhitzt. Nach diesem Schritt durfte der Puffer nicht mehr unter 68°C abkihlen.
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Nachfolgend wurde der Préahybridisierungspuffer verworfen und die spezifische
Hybridisierung durch Inkubation der Membranen mit dem Hybridisierungspuffer unter
leichtem Schitteln bei 68°C im Wasserbad flr mindestens 6 Stunden vollzogen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Hybridisierungspuffer in ein steriles Gefal
dekantiert und zur Wiederverwendung bei -20°C gelagert.

Bevor die hybridisierten Nylonfilter bei Raumtemperatur luftgetrocknet wurden, erfolgte das

Waschen in jeweils 50 ml Waschlésung 1 und 2 fir je 2 x 15 Minuten.

2.8.14 Immunologischer Nachweis (Farbereaktion)

Die Anfarbung der hybridisierten Nylonmembranen geschah durch einen monoklonalen
Antikorper gegen Digoxigenin, an dessen Fab-Fragment alkalische Phosphatase gekoppelt
war. Das Enzym katalysierte eine Farbreaktion, deren Produkt sich als blauer Niederschlag
auf den entsprechenden Stellen bildete.

Alle Schritte der immunologischen Nachweisreaktion mit Ausnahme der Farbereaktion
wurden unter leichtem Rutteln und bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Die Membran wurde fur 1 Minute in 20 ml Puffer 1 (Maleinsaure) und nachfolgend fur 30
Minuten in 20 ml Blockpuffer (Puffer 2) gewaschen, worauf sich die 30-mindtige Inkubation
mit 20 ml Puffer 2, welchem 4 ul Anti-DIG-Konjugat zugesetzt wurden, anschloss.
Ungebundenes Antikdrperkonjugat wurde durch zweimaliges Waschen in 50 ml Puffer 1,
versetzt mit 160 ul Tween 20, fur je 15 Minuten entfernt. Der ndchste Schritt war das
Aquilibrieren der Nylonfilter in 20 ml Puffer 3 fiir 2 Minuten, dem die Inkubation mit 10 ml
Farbeldésung im Dunkeln, bei Raumtemperatur und ohne Schitteln des Reaktionsgefalies
folgte.

Die Farbelésung wurde nach der folgenden Anleitung immer frisch angesetzt:

10 mi Hybridisierungspuffer 3
45 pl NBT
35ul X-Phosphat.

Die Reaktion wurde mit 50 ml Hybridisierungspuffer 4 abgestoppt und die Nylonmembranen

bei 80°C gebacken. Gelagert wurden die Membranen bei Raumtemperatur.
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Fortsetzung von Tabelle 2.10
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Verdinnungsreihen fur den CK-18-Nachweis in
Zytozentrifugations- und Sedimentationspréaparaten

Bei der immunzytologischen Farbung der Prdparate jedes Verdlinnungsreihenansatzes

wurde eine Probe peripheren Blutes eines Probanden ohne maligne Erkrankung als

Negativkontrolle und ein mit MCF-7 Zellen beschickter Objekttrager als positive Kontrolle

mitgefuhrt.

3.1.1 Ergebnisse der Verdiinnungsreihe im Bereich von 1x10® bis 1x10°
Tumorzellen

In den mit der Zytozentrifuge hergestellten Praparaten war ein Nachweis von Tumorzellen ab
einer Verdiinnung von 1x10™, entsprechend 10 Tumorzellen pro 1x10° Zellen, méglich. Von
den auf dieser Verdinnungsstufe eingesetzten 10 Zellen der Zelllinie MCF-7 konnte in 2
Verdinnungsansatzen 1 Zelle mit Hilfe der APAAP-Methode detektiert werden, in einem
Ansatz keine. Die mittlere Anzahl angefarbter Zellen betrug 0,6 von 10. Von 20 eingesetzten
Tumorzellen konnten lediglich in einem Ansatz 4 Zellen detektiert werden, wéhrend in den
beiden Ubrigen kein Zellnachweis erfolgte. Der Mittelwert detektierbarer Zellen betrug hier
1,3 von 20 pro 1x10° Zellen. Von 50 eingesetzten MCF-7-Zellen wurden im
Verdinnungsansatz | 0, im Ansatz Il 14 und im Ansatz Ill 7 Zellen erkannt, was einem
Mittelwert von 7 von 50 detektierbaren Zellen entspricht. Bei 100 eingesetzten Zellen Betrug
die Anzahl der angefarbten Tumorzellen 2, 3 und 7 in den entsprechenden
Verdinnungsansétzen (Mittelwert 4 von 100 Zellen) (Tabelle 3.1, Diagramm 3.1).

In den mittels der Immunette hergestellten Praparaten mit 1x10° Zellen lag die
Detektionsgrenze ebenfalls bei 1x10™®, entsprechend 100 Tumorzellen pro 1x10° Zellen. In
den 3 Verdinnungsansatzen wurden 9, 38 und 5 von 100 MCF-7-Zellen gefunden. Die
mittlere Anzahl detektierter Zellen lag bei 17,3 von 100 eingesetzten Zellen. Von 200
Tumorzellen in 1x10° Zellen konnten in dem Verdinnungsansatz | 11, in dem
Verdinnungsansatz Il 20 und in dem Verdinnungsansatz Ill 35 MCF-7-Zellen mittels der
APAAP-Methode markiert werden, was einem Mittelwert von 22 detektierten Zellen in dieser
Verdinnungsstufe entspricht. Von 500 Tumorzellen wurden in den Verdiinnungsansatzen |
46, 11 41 und Il 10 wiedergefunden, was einem Mittelwert von 64 detektierten von 500
Tumorzellen pro 1x10° Zellen entspricht. In den Ansatzen mit 1000 MCF-7 Zellen pro 1x10°
Zellen wurden 123, 136 und 145 Zellen, entsprechend einem Mittelwert von 134,6 von 1000

detektierbaren Zellen, identifiziert (Tabelle 3.2, Diagramm 3.2).
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Zytospin / 1x10° Zellen

Praparat|Verdinnung| eingesetzte Verdinnungsansatz / Mittelwert
Tumorzellzahl detektierte Zellen detektierter
Zellen
I Il 1
1 1x10° 0,1 0 0 0 0
2 0,2x10° 0,2 0 0 0 0
3 0,5x10° 0,5 0 0 0 0
4 1x10° 1 0 0 0 0
5 1x10* 10 0 1 1 0,6
6 2x10* 20 0 4 0 1,3
7 5x10* 50 0 14 7 7
8 1x10° 100 2 3 7 4

Tab. 3.1: Darstellung der detektierten Zellen in Zytozentrifugationspraparaten bezogen auf die

Verdiinnungstufe bzw. die in 1x10° Zellen eingesetzte Tumorzellzahl

Mittelwerte der in Zytozentrifugationspraparaten
detektierten Tumorzellen
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Diagramm 3.1: Darstellung der mittleren detektierten  Tumorzellzahl in den

Zytozentrifugationspraparaten (1x10° Zellen). Der héchste und der niedrigste detektierte Wert des

jeweiligen Verdunnungsschrittes sind mit aufgetragen.
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Immunette / 1x10° Zellen

Praparat |Verdinnung| eingesetzte Verdinnungsansatz / Mittelwert
Tumorzellzahl detektierte Zellen detektierter
Zellen
I Il 1
1 1x10° 1 0 0 0 0
2 0,2x10° 2 0 2 0 0,6
3 0,5x107° 5 0 0 0 0
4 1x10° 10 0 0 0 0
5 1x10™ 100 9 38 5 17,3
6 2x10™ 200 11 20 35 22
7 5x10* 500 46 41 105 64
8 1x1073 1000 123 136 145 134,6

Tab. 3.2: Darstellung der detektierten Zellen in Sedimentationspraparaten bezogen auf die

VerdUnnungsstufe bzw. die in 1x10° Zellen eingesetzte Tumorzellzahl

Mittelwerte der in Sedimentationspraparaten
detektierten Tumorzellen
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Diagramm 3.2: Darstellung der mittleren detektierten Tumorzellzahl in den Sedimentationspraparaten
(1x106 Zellen). Der hochste und der niedrigste detektierte Wert des jeweiligen Verdinnungsschrittes

sind mit aufgetragen.

3.1.2 Ergebnisse der Verdiinnungsreihe im Bereich 1x10™ bis 1x10™° Tumorzellen
Die Verdunnungsreihe 2 wurde angelegt, um eine genauere Detektionsgrenze zwischen den
Verdiinnungen von 1x10° und 1x10™* Tumorzellen pro 1x10° bzw. 1x10° Zellen, die in der

ersten Verdinnungsreihe ermittelt wurde, zu bestimmen.
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In den Zytozentrifugationspréparaten konnte in einem Ansatz 1 von 5 eingesetzten
Tumorzellen in 1x10° Zellen mit dem Antikérper gegen CK 18 angefarbt werden, was einer
mittleren Anzahl detektierter Tumorzellen von 0,3 von 5x10 eingesetzten Tumorzellen
entsprach. In den 3 Ansétzen der Verdiinnungen von 1, 2 und 10 Tumorzellen in 1x10°
Zellen gelang kein Nachweis von Tumorzellen mittels der APAAP-Methode (Tabelle 3.3,
Diagramm 3.3).

In den Sedimentationspraparaten lag die Detektionsgrenze bei 1x10°, entsprechend 10
Tumorzellen in 1x10° Zellen. In den 3 Anséatzen wurden 0, 1 und 3 von 10 eingesetzten
Zellen gefunden. Die mittlere Anzahl detektierter Tumorzellen betrug 1 von 10 MCF-7-Zellen
in 1x10° Zellen. In den Ansatzen mit 20 MCF-7 Zellen pro 1x10° Zellen konnten 1, 3 und 1
Zellen detektiert werden, entsprechend einem Mittelwert von 1,6 von 20 eingesetzten
Tumorzellen. Von 50 in 1x10° verdiinnten Tumorzellen konnten 0, 4 und 4 Zellen mit dem
gegen CK 18 gerichteten Antikdrper markiert werden, was einer mittleren nachweisbaren
Anzahl von 2,6 Tumorzellen in dieser Verdiunnungsstufe entspricht. Der Mittelwert
wiedergefundener Tumorzellen bei einer Verdiinnung von 100 MCF-7-Zellen in 1x10° Zellen
betrug 3. Bei dieser Verdiinnung konnten 1, 3 und 5 von 100 eingesetzten Zellen in den

jeweiligen Ansatzen detektiert werden.

Zytospin / 1x10° Zellen

Praparat |Verdinnung| eingesetzte Verdinnungsansatz / Mittelwert
Tumorzellzahl detektierte Zellen detektierter
Zellen
| Il [
4 1x107° 1 0 0 0 0
4a 2x107° 2 0 0 0 0
4b 5x107° 5 0 1 0 0,3
5 1x10™ 10 0 0 0 0

Tab. 3.3: Darstellung der detektierten Zellen in Zytozentrifugationspraparaten bezogen auf die

VerdUnnungsstufe bzw. die in 1x10° Zellen eingesetzte Tumorzellzahl



3. Ergebnisse 51

Verdiinnungsreihe 1x10~ bis 1x10™ Zellen in
Zytozentrifugationspréaparaten
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Diagramm 3.3: Darstellung der mittleren detektierten ~ Tumorzellzahl in den

Zytozentrifugationspraparaten (1x10° Zellen). Der héchste und der niedrigste detektierte Wert des

jeweiligen Verdunnungsschrittes sind mit aufgetragen.

Immunette / 1x10° Zellen

Praparat | Verdinnung| eingesetzte Verdinnungsansatz / Mittelwert
Tumorzellzahl detektierte Zellen detektierter
Zellen
I Il Il
4 1x107° 10 0 1 2 1
4a 2x10° 20 1 3 1 1,6
4b 5x107° 50 0 4 4 2,6
5 1x10* 100 1 3 5 3

Tab. 3.4: Darstellung der detektierten Zellen in Sedimentationspraparaten bezogen auf die

Verdinnungsstufe bzw. die in 1x10° Zellen eingesetzte Tumorzellzahl
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Verdiinnungsreihe 1x10” bis 1x10™ Zellen
in Sedimentationspraparaten
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Diagramm 3.4: Darstellung der mittleren detektierten Tumorzellzahl in den Sedimentationspraparaten
(1x10° Zellen) der Verdiinnungsreihe 2. Der hochste und der niedrigste detektierte Wert des

jeweiligen Verdunnungsschrittes sind mit aufgetragen.

3.1.3 Ubersicht Uber beide Verdiinnungsreihen und Darstellung der
Detektionsgrenze

Die Tabelle 3.5 gibt die mittlere Anzahl der detektierten Tumorzellzahlen beider

Verdunnungsreihen fir die Zentrifugations- und Sedimentationspraparate wieder. Die

Mittelwerte der Verdinnungsschritte 4 und 5 wurden aus den detektierten Tumorzellzahlen

beider Verdinnungsreihen ermittelt.
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Verdinnungs- |Verdinnung Mittelwerte
schritt Zytospin Immunette
(1x10° Zellen) (1x10° Zellen)

1 1x10°® 0 0

2 0,2x107° 0 0,6

3 0,5x107° 0 0

4 1x107 0 0,5

4a 2x107° 0 1,6

4b 5x107° 0,3 2,6

5 1x10™ 0,3 10,16

6 2x10* 1,3 22

7 5x10™ 7 64

8 1x1073 4 134,6

Tab. 3.5: Darstellung der Mittelwerte der Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparate beider

VerdUnnungsreihen; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, Immunette: Sedimentationspréaparate

In dem Diagramm 3.5 sind die relativen detektierten Tumorzellzahlen in den
Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten beider Verdinnungsreihen sowie die
Mittelwerte der detektierten Tumorzellen aus Tabelle 3.5 in Relation zu den
Verdinnungsstufen aufgetragen. Die Mittelwerte aus den Einzelmessungen der jeweiligen
Verdunnungsstufen wurden zur besseren Vergleichbarkeit beider Methoden zu einer Kurve
verbunden. Der Verlauf der Kurve der Sedimentationspraparate verlauft ab der
Verdinnungsstufe 1x10° nahezu linear, wahrend der Verlauf der Kurve der
Zytozentrifugationspraparate keine Linearitdt erkennen lasst. Tumorzellnachweise in
einzelnen Verdunnungsansatzen konnten in den Sedimentationspraparaten bei einer
Verdiinnungsstufe von 0,2x10°, entsprechend 2 eingesetzten Tumorzellen in 1x10° Zellen,
gefuhrt werden. Ein Nachweis von Tumorzellen in zwei Verdiinnungsanséatzen gelang in den
Sedimentationspraparaten bei einer Verdinnung von 1x10° in allen drei
Verdiinnungsansétzen erst ab einer Verdiinnungsstufe von 2x10°, entsprechend 10 bzw. 20
Tumorzellen in 1x10° Zellen. In den Zytozentrifugationspréaparaten konnten Tumorzellen in
einzelnen Ansétzen in einer Verdiinnung von 5x10® Zellen, entsprechend 5 Tumorzellen in
1x10° Zellen, detektiert werden. Ein zuverlassigerer Nachweis von Tumorzellen in
mindestens 2  Verdlinnungsansatzen der Zytospinpraparate wurde ab einer
Verdiinnungsstufe von 1x10™ bis 2x10™, entsprechend 10 bzw. 20 Tumorzellen in 100000

Zellen, beobachtet.
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Vergleich der Zytospin- und Sedimentationspraparate der
Verdunnungsreihe 10°® bis 10
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Diagramm_3.5: Darstellung der mittleren detektierten Zellzahlen beider Verdiinnungsreihen der

Zytozentrifugations- und Sedimentationspréaparate. In den Verdinnungsschritten 4 und 5 wurde der
Mittelwert  aus den Ergebnissen beider  Verdinnungsreihen ermittelt; Zytospin:

Zytozentrifugationspraparate, mit 1x10° Zellen, Immunette: Sedimentationspraparate, mit 1x10° Zellen

3.2 Lichtmikroskopische Auswertung der Knochenmark- und Blutausstriche in
der Pappenheimféarbung

Ausstriche des KM und PB wurden von 37 Patientinnen, nur des KM von 5 und nur des PB

von 4 Patientinnen angefertigt und nach Pappenheim gefarbt. In der lichtmikroskopischen

Auswertung war in keinem der Knochenmark- und Blutausstriche ein Anhalt fiir disseminierte

Tumorzellen zu erkennen. Als Kriterium der Erkennung von Tumorzellen galten

Tumorzellnester (Cluster) und die Zellmorphologie.
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Bei einer Patientin (B.S.) mit einem Tumor des Stadiums IV, von der lediglich das PB
untersucht wurde, wurde pathohistologisch eine Infiltration des Knochenmarks festgestellt.

Der Blutausstrich dieser Patientin stellte sich unauffallig dar.

3.3 Ergebnisse des immunzytologischen Nachweises von CK 18 in Zytozentri-
fugationspraparaten

3.31 Ergebnisse der auf CK 18 untersuchten Zytozentrifugationspraparate des
Materials der Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma

KM und PB aller 8 Patientinnen wurden anhand von Préparaten, die mit der

Zytozentrifugationstechnik hergestellt wurden, auf CK 18 untersucht.

Bei 2 von 8 (25%) Patientinnen war CK 18 im KM (K.R.P., L.H.) und bei keiner der 8 im PB

nachweisbar. Negative Ergebnisse fanden sich bei 6 von 8 (75%) Patientinnen im KM (B.K.,

W.T., B.T., R.H., F.R.l,, W.S.) und 8 von 8 (100%) im PB (Tabelle 3.6). 6 der 8 untersuchten

Patientinnen (75%) zeigten negative Ergebnisse im KM und PB.

Material |Patienten- CK 18
anzahl |positiv [negativ
KM 8 2 6
PB 8 0 8

Tab. 3.6: Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des KM und PB der Patientinnen mit

einer benignen Erkrankung der Mamma

3.3.2 Ergebnisse der immunzytologischen Untersuchung fiur CK 18 des
Patientenkollektivs mit einem Mammmakarzinom

3.3.2.1 Auswertung der immunzytologisch auf CK 18 untersuchten
Zytozentrifugationspraparate des gesamten Patientenkollektivs mit einem
Mammakarzinom bezogen auf das Stadium des Tumors

Von den 46 Patientinnen mit einem Karzinom der Mamma wurden von 36 KM und PB, von

jeweils 5 nur KM und nur PB in Zytozentrifugationspraparaten gegen CK 18 gefarbt.

Positive Ergebnisse fur CK 18 in den mit der Zytozentrifugationsmethode hergestellten

Praparaten wurde bei 10 von 41 Patientinnen (24,39%) im KM nachgewiesen, von denen 1

Probe von einer Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma stammte (N.K.). Bei 4 von

41 Patientinnen (9,76%) wurden CK 18 exprimierende Zellen im PB gefunden. Negativ

stellten sich 31 von 41 KM (75,61%) und 37 von 41 PB (90,24%) dar.

Die Anzahl detektierter Tumorzellen reichte in Praparaten des KM von 3 bis 19 Zellen, im PB

von 3 bis 14 Zellen, die zum Teil als Cluster vorlagen.
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Die Tabellen 3.7 und 3.8 stellen die CK-18-positiven Ergebnisse der KM- und PB-Proben
bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl der untersuchten Patientinnen dar. Die
Patientinnen mit einem Rezidiv sind unter dem Stadium ihres Primartumors aufgefihrt. Das
primére Karzinom der Patientin mit dem Zweitkarzinom der Mamma hatte ein Stadium |, das
Zweitkarzinom wurde mit T1 N2 bei nicht definiertem Fernmetastasenstatus beschrieben,
weshalb der Tumor keinem Stadium der TNM-Klassifikation zugeordnet werden konnte und
als “nicht definiert* aufgefihrt ist. Bei einer Patientin (K.K.I.) mit positivem
Lymphknotenstatus wurde die TumorgrofRe nicht festgelegt, weshalb diese Patientin in

Tabelle 3.7 und 3.8 unter der selben Kategorie aufgefihrt ist.

Stadium Patienten- CK 18
anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.

0 4 1 3

I 2 1 1

IIA 18 4 14

IIB 5 1 4

A 4 0 4

Il B 4 1 3

\Y% 2 1 1

nicht definiert 2 1 1
Gesamt 41 10 31

Tab. 3.7: Ergebnisse der gegen CK 18 gefarbten Zytozentrifugationspraparate des KM bezogen auf
die Anzahl untersuchter Patientinnen und das Tumorstadium; nicht definiert: Tumoren dieser
Patientinnen waren einer Stadieneinteilung im Sinne der TNM-Klassifikation nicht zuganglich, pos.:
positiv, neg.: negativ
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Stadium Patienten- CK 18

anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.

0 4 0 4

I 2 0 2

A 16 2 14

Il B 8 0 8

A 2 0 2

Il B 5 2 3

I\ 3 0 3

nicht definiert 1 0 1

Gesamt 41 4 37

Tab. 3.8: Ergebnisse der gegen CK 18 gefarbten Zytozentrifugationspraparate des PB bezogen auf
die Anzahl untersuchter Patientinnen und das Tumorstadium; nicht definiert: Tumoren dieser
Patientinnen waren einer Stadieneinteilung im Sinne der TNM-Klassifikation nicht zuganglich, pos.:

positiv, neg.: negativ

In der immunzytologischen Untersuchung auf CK 18 an Zytozentrifugationspraparaten wurde
bei 1 von 36 Patientinnen (2,78%) (S.G.) mit einem Tumor des Stadiums IIIB ein positives
Ergebnis sowohl im Knochenmark als auch im peripheren Blut gefunden. 7 von 36 (19,44%)
wiesen ein positives Resultat im KM und ein negatives im PB auf (K.L.F., F.R.E., P.E., K.C.,
B.G., KK.W., N.R.). CK-18-negativ im KM und CK-18-positiv im PB waren 2 von 36
Patientinnen (5,56%) (R.S., H.R.). In 26 von 36 Fallen (72,22%) war Kkeine
Tumorzelldissemination im KM und PB nachweisbar. Die Tabelle 3.9 stellt die fir CK 18 im

KM und PB gefundenen Ergebnisse vergleichend dar.

n=36 KM pos. | KM neg.
PB pos. 1 2
PB neg. 7 26

Tab. 3.9: Vergleich der Ergebnisse von CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des KM und PB aller

Patientinnen mit einem Mammakarzinom; n: Anzahl, pos.: positiv, neg.: negativ
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Abb. 3.1: Mit der APAAP-Methode gegen CK 18 gefarbtes Zytozentrifugationspraparat einer KM-
Probe

3.3.2.2 Ergebnisse der immunzytologischen Untersuchung auf CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten von Patientinnen mit einem primaren
Mammakarzinom
Von 33 der 41 Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom wurden KM und PB mittels
der immunzytologischen Diagnostik an Zytozentrifugationspraparaten auf die Expression von
CK 18 uberpruft. Bei 4 Patientinnen geschah dies nur an Praparaten des KM (C.S., K.l.,
K.R.E.E., K.L.U.) und bei 4 Patientinnen nur an Objekttrdgern des PB (S.T., G.N., R.R,,
B.S.).
Bei 9 von 37 (24,32%) Patientinnen mit der Diagnose eines primaren Mammakarzinoms
wurde eine Tumorzelldissemination im KM festgestellt. Von diesen hatte 1 einen Tumor im
Stadium 0 (P.E.), 1 einen Tumor im Stadium | (N.R.), 4 einen Tumor im Stadium lIA (K.I.,
K.L.F., B.G., K.K.W.), 1 einen Tumor im Stadium 1IB (F.R.E.), 1 einen Tumor im Stadium IIIB
(S.G.) und 1 einen Tumor im Stadium IV (K.C.). Bei 4 der 37 (10,81%) Patientinnen wurden
Tumorzellen im PB nachgewiesen, wobei 2 einen Tumor im Stadium IlA (S.R., R.S.) und 2
einen Tumor im Stadium IlIB hatten (R.R., S.G.). Das Material der Patientinnen R.R.
(Stadium 1l B) und R.S. (Stadium I1IA) wurde nach begonnener Chemo- und / oder
Radiotherapie gewonnen. 28 von 37 (75,68%) KM-Proben und 33 von 37 (89,19%) PB-
Proben zeigten keinen Anhalt fiir eine CK 18-Expression. Der Tumor einer Patientin (K.K.l.)
konnte keinem Stadium der TNM-Klassifikation zugeordnet werden, da die Tumorgréf3e nicht
festgelegt wurde (Tabellen 3.10 und 3.11)
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Stadium Patienten- CK 18
anzahl Zytospin / 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.

0 4 1 3

I 2 1 1

A 15 4 11

IIB 5 1 4

A 4 0 4

Il B 4 1 3

[\ 2 1 1

nicht definiert 1 0 1
Gesamt 37 9 28

Tab. 3.10: Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des KM von Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom bezogen auf die Probenanzahl und das Stadium des Tumors; Zytospin:
Zytozentrifugationspraparate, nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren im Rahmen der
TNM-Klassifikation nicht klassifizierbar, pos.: positiv, neg.: negativ

Stadium Patienten- CK 18
anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.

0 4 0 4

I 2 0 2

A 13 2 11

Il B 7 0 7

A 2 0 2

Il B 5 2 3

v 3 0 3

nicht definiert 1 0 1
Gesamt 37 4 33

Tab. 3.11: Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des PB von Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom bezogen auf die Probenanzahl und das Stadium des Tumors; Zytospin:
Zytozentrifugationspraparate, nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren im Rahmen der

TNM-Klassifikation nicht klassifizierbar, pos.: positiv, neg.: negativ

Von 33 Patientinnen, von denen beide Probenarten untersucht wurden, wiesen die
Zytozentrifugationspraparate des Knochenmarks und des peripheren Blutes 1 Patientin
(3,03%) mit einem Tumor des Stadiums IIIB (S.G.) positive Ergebnisse fur CK 18 auf. In 7
von 33 Fallen (21,21%) waren CK-18-exprimierende Zellen im KM identifizierbar, nicht
jedoch im PB. Hierbei handelte es sich um Proben von Patientinnen mit Tumoren im Stadium
0 (P.E.), im Stadium I (N.R.), im Stadium IIA (K.L.F., B.G., KKK.W.), im Stadium IIB (F.R.E.)
und im Stadium IV (K.C.). Ein Nachweis von CK 18 im PB bei fehlender CK-18-Expression

im KM lag in 2 von 33 Fallen (6,06%) vor. Beide Patientinnen hatten einen Tumor im
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Stadium IIA (S.R., R.S.). 23 von 33 Patientinnen (69,7%) zeigten weder im KM noch im PB
CK-18-Positivitat (Tabelle 3.12, Diagramm 3.6).

n=30 KM pos. KM neg.
PB pos. 1 2
PB neq. 7 23

Tab. 3.12: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des
KM und PB der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; n: Anzahl, pos.: positiv, neg.:

negativ

KM+/PB+
KM+/PB-

KM-/PB+
KM-/PB-

Diagramm _3.6: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in KM- und PB-Proben des
Kollektives der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; aufgetragen sind nur die 33

Patientinnen, von denen Zytozentrifugationspraparate des KM und PB auf CK 18 untersucht wurden.

3.3.2.3 Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspréparaten der Patientinnen mit
einem primaren Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen

15 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose
ihres Tumors einen negativen Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus auf. Bei einer
Patientin mit einem Carcinoma in situ wurden vor dem Diagnosezeitpunkt Lebermetastasen
festgestellt, deren Ursprung histologisch nicht geklart werden konnte und bei der das
Vorliegen eines anderen Malignoms ausgeschlossen wurde (P.E.), weshalb die Patientin in
dieser Gruppe aufgefuhrt wird.

Das KM und PB von 14 Patientinnen dieser Gruppe wurde in Zytozentrifugationspraparaten
auf die Expression von CK 18 Uberprift. Bei 1 Patientin wurde die Untersuchung lediglich an
Praparaten des KM durchgefihrt (K.L.U.).

CK-18-exprimierende Zellen wurden bei 7 von 15 Patientinnen (46,67%) im KM festgestellt.
Davon hatte 1 Patientin ein Carcinoma in situ (P.E.), 1 einen T1-Tumor (N.R.), 4 einen T2-
Tumor (K.I., K.L.F., B.G., KKK.W.) und 1 einen T4-Tumor (S.G.). Bei 1 der 14 Patientinnen
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(7,14%) mit einem Tumor der Grofe T4 wurden Tumorzellen im PB identifiziert (S.G.).
Negative Ergebnisse fur CK 18 wurden in 8 von 15 Fallen (53,33%) im KM und bei 13 von 14

Fallen (92,86%) im PB beobachtet (Tabelle 3.13 und 3.14).

TumorgroRe| Patienten- CK 18
anzahl Zytospin / 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.
Tis 4 1 3
T1 2 1 1
T2 8 4 4
T4 1 1 0
Gesamt 15 7 8

Tab. 3.13: Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspréparaten des KM von nodal negativen

Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der Proben und die Grof3e

des Tumors; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, neg.: negativ

TumorgroRe| Patienten- CK 18
anzahl Zytospin / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.
Tis 4 0 4
T1 2 0 2
T2 7 0 7
T4 1 1 0
Gesamt 14 1 13

Tab. 3.14: Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspréparaten des PB von nodal negativen

Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der Proben und die Grof3e

des Tumors; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, neg.: negativ

Bei 1 von 14 Patientinnen (7,14%) waren sowohl das KM als auch das PB CK-18-positiv
(S.G.). 5 von 14 Patientinnen (35,71%) wiesen ein positives Ergebnis fur CK 18 im KM, nicht

aber im PB auf. Davon hatte 1 ein Carcinoma in situ (P.E.), 1 einen T1-Tumor (N.R.) und 3

einen T2-Tumor (K.L.F., B.G., K.K.W.). In den Proben peripheren Blutes konnte bei keiner

der Patientinnen dieser Gruppe eine Tumorzelldissemination nachgewiesen werden. 8 von

14 (57,14%) Patientinnen zeigten keinen Anhalt fir eine gleichzeitige CK-18-Expression im
KM und PB (Tabelle 3.15).



3. Ergebnisse 62

n=14 KM pos. KM neg.
PB pos. 1 0
PB neg. 5 8

Tab. 3.15: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des
KM und PB der nodal negativen Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; n: Anzahl, pos.:

positiv, neg.: negativ

3.3.2.4 Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspréparaten von Patientinnen mit
einem primaren Mammakarzinom und Lymphknotenmetastasen ohne
Fernmetastasen
Bei 23 der 41 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom hatte der Tumor bereits in
die Lymphknoten metastasiert, wobei kein Nachweis von Fernmetastasen vorlag. Eine
Chemo- und / oder Strahlentherapie war bei 4 Patientinnen vor der Materialgewinnung
bereits begonnen worden (R.S., G.N., K.R.E.H., R.R.). Bei 1 der Patientinnen wurde die
TumorgroRRe nicht festgelegt, wodurch die Einteilung des Tumors in ein Stadium nach der
TNM-Klassifikation nicht moglich war (K.K.l.). Diese wird in der unten aufgefihrten Tabelle
als "TX" dargestellt.
Von 17 Patientinnen wurden KM und PB in Praparaten, die mit Hilfe der Zytozentrifuge
hergestellt worden waren, mit dem Antikbrper gegen CK 18 auf die Expression des
Zytokeratins untersucht. Bei 3 Patientinnen wurde diese Untersuchung lediglich an
Praparaten des KM (C.S., K.R.E.E., K.L.U.), bei 3 Patientinnen nur an Objekttragern des PB
(S.T., G.N., R.R.) durchgefiihrt.
In 1 von 20 KM (5%) einer Patientin mit einem T2-Tumor (F.R.E.) und 3 von 20 PB (15%)
konnten 3 oder mehr Zellen mit dem Antikérper gegen CK 18 markiert werden. Die als positiv
bewerteten Praparate des PB stammten von 2 Patientinnen mit einem T1-Tumor (S.R., R.S.)
und 1 Patientin mit einem T4-Tumor (R.R.). In 19 von 20 KM (95%) und 17 von 20 PB (85%)
wurde keine Tumorzelldissemination entdeckt.
In den Tabellen 3.16 und 3.17 sind die Ergebnisse der Zytozentrifugationspraparate des KM

bzw. des PB in Bezug auf die Anzahl untersuchter Proben und die Tumorgré3e aufgefihrt.



3. Ergebnisse

63

Tumorgr6Re| Patienten- CK 18
anzahl Zytospin / 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.
T1 8 0 8
T2 7 1 6
T3 2 0 2
T4 2 0 2
TX 1 0 1
Gesamt 20 1 19

Tab. 3.16: Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des KM von nodal positiven

Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl der

Proben und die Grol3e des Tumors; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, ned.: negativ

TumorgrdRe| Patienten- CK 18
anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.
T1 7 2 5
T2 8 0 8
T3 1 0 1
T4 3 1 2
TX 1 0 1
Gesamt 20 3 17

Tab. 3.17: Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des PB von nodal positiven

Patientinnen ohne Fermetastasen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der

Proben und die Grol3e des Tumors; Zytospin: Zytozentrifugationspréparate, pos.: positiv, ned.: negativ

14 der 17 (82,35%) untersuchten Patientinnen von denen KM- und PB-Proben untersucht

wurden, zeigten ein negatives Ergebnis fiir CK 18 sowohl im KM als auch im PB. In 1 von 17

Fallen (5,88%) wurden CK-18-exprimierende Zellen im KM, nicht aber im PB von einer

Patientin mit einem T2-Tumor (F.R.E.) detektiert. Ein positives Ergebnis im PB und ein

negatives im KM lag in 2 von 17 Fallen (11,76%) bei Patientinnen mit einem T1-Tumor (S.R.,
R.S) vor (Tabelle 3.18).
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n=17 KM pos. KM neg.
PB pos. 0 2
PB neg. 1 14

Tab. 3.18: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des
KM und PB der nodal positiven Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom ohne

Fernmetastasen, n: Anzahl, pos.: positiv, neq.: negativ

3.3.2.5 Ergebnisse fir CK 18 in den Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen
mit einem primaren Mammakarzinom und mit Fernmetastasen

Bei 3 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom wurden Fernmetastasen und ein
positiver Lymphknotenstatus festgestellt. 2 von 3 Patientinnen hatten einen T4-Tumor (C.T.,
B.S.) die dritte einen T1-Tumor (K.C.). In Zytozentrifugationspraparaten wurden das KM und
PB der Patientin mit dem T1-Tumor und einer Patientin mit einem T4-Tumor (C.T.) auf die
Expression von CK 18 untersucht. Von der zweiten Patientin mit einem T4-Tumor wurde dies
nur an einem Préparat des PB durchgefihrt (B.S.).

Bei 1 von 2 Patientinnen (K.C.) war eine Tumorzelldissemination im KM feststellbar, bei der
anderen nicht. In den Zytozentrifugationspraparaten des PB wurden bei keiner der 3
Patientinnen Tumorzellen entdeckt.

Die Tabelle 3.19 und 3.20 stellen die Ergebnisse der PB- und KM-Proben im

Zusammenhang mit der untersuchten Probenanzahl und der Tumorgrof3e dar.

TumorgrofRe | Patienten- CK 18
anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen

KM pos. KM neg.
T1 1 1 0
T4 1 0 1
Gesamt 2 1 1

Tab.3.19: Darstellung der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des KM der
Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und mit Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl
der Proben und die GroRe des Tumors; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, neg.:
negativ
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TumorgréRe | Patienten- CK 18
anzahl Zytospin / 1x10° Zellen

PB pos. PB neg.
T1 1 0 1
T4 2 0 2
Gesamt 3 0 3

Tab.3.20: Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des PB der
Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und mit Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl
der Proben und die GréRe des Tumors; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, neg.:

negativ

KM und PB der Patientin mit dem T4-Tumor (C.T.) zeigten keinen Anhalt flir eine
Tumorzelldissemination. Im KM der Patientin mit dem T1 Tumor (K.C.) konnten 12 Zellen mit
dem Antikérper gegen CK 18 markiert werden, wahrend im PB kein positives Ergebnis fr

CK 18 nachgewiesen wurde (Tabelle3.21).

n=2 KM pos. KM neg.
PB pos. 0 0
PB neg. 1 1

Tab. 3.21: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des
KM und PB der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und mit Fernmetastasen;
aufgefiihrt sind nur Patientinnen, von denen beide Probenarten vorhanden waren; pos.: positiv, neg.:

negativ

3.3.2.6 Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit
einem Rezidiv eines Mammakarzinoms und der Patientin mit einem
Zweitkarzinom der Mamma
Das Material von 5 Patientinnen wurde beim Auftreten eines Rezidivs gewonnen. Von diesen
wurde bei 2 Patientinnen (H.M., B.E.) und 1 Patienten (I.N.) initial ein priméarer Tumor des
Stadiums A bei nodal negativem Status diagnostiziert. Bei einer wurde initial ein priméarer
Tumor des Stadiums IIB mit einem Befall der Lymphknoten festgestellt (S.N.). Die Rezidive
wurden bei 3 Patientinnen lokal und bei einer in den axillaren Lymphknoten festgestellt. Das
Material einer weiteren Patientin wurde bei der Diagnose eines Zweitkarzinoms der Mamma
entnommen (N.K.). Der Primartumor wurde als Stadium | eingestuft, das Zweitkarzinom als
T1 N2 und war wegen fehlender Beurteilbarkeit der Fernmetastasensituation einer

Stadieneinteilung im Sinne der TNM-Klassifikation nicht zugéanglich, weshalb das Material
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dieser Patientin in der Tabelle als nicht im Rahmen der TNM-Klassifikation definierbarer
Tumor aufgefihrt ist.

Von den Patientinnen deren Material zum Zeitpunkt eines Rezidivauftrittes gewonnen wurde,
wurde von 3 der 4 KM und PB, von einer Patientin (S.N.) lediglich PB im
Zytozentrifugationspraparat auf die Expression von CK 18 lberprift. Von der Patientin mit
einem Zweitkarzinom (N.K.) wurde nur das Knochenmark im Zytozentrifugationspraparat auf
CK 18 untersucht.

Positive Ergebnisse fur CK 18 wurden bei 1 (N.K.) von 4 KM- Proben und keiner von 4 PB-
Proben der Rezidivpatientinnen gefunden (Tabelle 3.22 und 3.23).

Stadium Patienten- CK 18
anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen

KM pos. KM neg.
A 3 0 3
I B X X X
nicht definiert 1 1 0
Gesamt 4 1 3

Tab.3.22: Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des KM der
Patientinnen mit einem Rezidiv eines Mammakarzinoms oder einem Zweitkarzinom der Mamma
bezogen auf die Anzahl der Proben wund das Stadium des Tumors;, Zytospin:
Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, neg.: negativ; nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen
waren einer Stadieneinteilung im Rahmen der TNM-Klassifikation nicht zuganglich, hier handelt es

sich um die Patientin mit dem Zweitkarzinom der Mamma, x: kein Material untersucht

Stadium Patienten- CK 18
anzahl | Zytospin / 1x10° Zellen

PB pos. PB neq.
A 3 0 3
Il B 1 0 1
nicht definiert X X X
Gesamt 4 0 4

Tab.3.23: Darstellung der Ergebnisse fiur CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des PB der
Patientinnen mit einem Rezidiv eines Mammakarzinoms bezogen auf die Anzahl der Proben und das
Stadium des Tumors, Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, pos.: positiv, neg.: negativ; nicht
definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren einer Stadieneinteilung im Rahmen der TNM-
Klassifikation nicht zuganglich, hier handelt es sich um die Patientin mit dem Zweitkarzinom der

Mamma, von der kein PB vorlag (x)
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Die Proben der Patientinnen mit einem initialen Tumor des Stadiums IlIA, von denen das
Knochenmark und das periphere Blut untersucht wurden, lieBen keinen Anhalt fur eine

Tumorzellaussaat erkennen (Tabelle 3.24).

n=3 KM pos. KM neg.
PB pos. 0 0
PB neg. 0 3

Tab. 3.24: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des
KM und PB der Patientinnen mit einem Rezidiv; aufgefiihrt sind nur Patientinnen, von denen beide

Probenarten vorhanden waren; pos.: positiv, neg.: negativ

3.4 Ergebnisse flir CK 18 in Sedimentationspraparaten

341 Ergebnisse der auf CK 18 untersuchten Sedimentationspraparate des
Materials der Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma

Von 3 der 8 Patientinnen dieses Kollektivs wurden Sedimentationspraparate des KM und PB

auf die Expression von CK 18 Uberpruft.

Ein positiver Nachweis ergab sich in 1 von 3 KM (W.S.) und keinem der 3 PB. Negative

Resultate lagen in 2 von 3 KM und 3 von 3 PB vor (Tabelle 3.25). Von diesen zeigten 2 von 3

Falle negative Ergebnisse im KM und PB.

Material | Patienten- CK 18
anzahl |positiv [negativ
KM 3 1 2
PB 3 0 3

Tab. 3.25: Ergebnisse fir CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM und PB der Patientinnen mit

einer benignen Erkrankung der Mamma

3.4.2 Auswertung der immunzytologisch auf CK 18 untersuchten

Sedimentationspraparate des Patientenkollektivs mit einem Mammakarzinom
Von den 46 Patientinnen mit der histologisch gesicherten Diagnose eines Mammakarzioms
wurde von 13 das KM wund PB auf die Dissemination von Tumorzellen in
Sedimentationspraparaten mittels der APAAP-Methode untersucht, von 2 der 46

Patientinnen lediglich das KM (N.K., K.L.U.). 1 Patientin (N.K.) hatte ein Zweitkarzinom der
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Mamma, die Ubrigen Patientinnen, die mit dieser Methode auf CK 18-exprimierende Zellen

untersucht wurden hatten ein primares Mammakarzinom.

Abb. 3.2: Mit der APAAP-Methode gegen CK 18 gefarbtes Sedimentationspraparat einer KM-Probe

3.4.2.1 Ergebnisse fir CK 18 in Sedimentationspraparaten von Patientinnen mit
einem primaren Mammakarzinom

Sedimentationspraparate des KM und PB von 13 Patientinnen mit einem primaren
Mammakarzinom wurden mittels der immunzytologischen Farbemethode auf CK 18
untersucht. Bei 1 Patientin wurde sie nur an einem Objekttrager des KM durchgefihrt
(K.L.U.).

In 5 von 14 KM (35,71%) konnten Tumorzellen mit Hilfe des Antikdrpers gegen CK 18
markiert werden. Diese Proben stammten von Patientinnen mit einem Tumor im Stadium 0
(N.E.), einem Tumor im Stadium | (N.R.), einem Tumor im Stadium IIA (H.N.H., B.G.) und
einem Tumor im Stadium IIB (S.M.). In 5 von 13 PB (38,46%) konnten CK-18-positive Zellen
bei Patientinnen mit einem Tumor im Stadium 0 (N.E.), im Stadium | (N.R.), im Stadium IIA
(H.N.H., B.G.) und einem Tumor im Stadium IV (K.C.) nachgewiesen werden. Ein negatives
Ergebnis fir CK 18 in den mit 1x10° Zellen beschichteten Praparaten wurde in 9 von 14 KM
(64,29%) und 8 von 13 PB (61,54%) gefunden. In den Tabellen 3.26 und 3.27 sind die
Ergebnisse des CK-18-Nachweises in Sedimentationspraparaten bezogen auf die Art und

Anzahl der untersuchten Proben und das Stadium des Tumors dargestellt.
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Stadium | Patienten- CK 18
anzahl | Immunette / 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.

0 3 1 2
I 1 1 0
A 3 2 1
1B 3 1 2
A 1 0 1
1B 2 0 2
v 1 0 1
Gesamt 14 5 9

Tab. 3.26: Ergebnisse fur CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM von Patientinnen mit einem

primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der Proben und das Stadium des Tumors;

Immunette: Sedimentationspraparate, pos.: positiv, neg.: negativ

Stadium |Patienten- CK 18
anzahl Immunette / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.

0 3 1 2
I 1 1 0
A 3 2 1
1B 3 0 3
A X X X
B 2 0 2
v 1 1 0
Gesamt 13 5 8

Tab. 3.27: Ergebnisse fir CK 18 in Sedimentationspraparaten des PB von Patientinnen mit einem

primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der Proben und das Stadium des Tumors;

Immunette: Sedimentationspraparate, x: kein Material, pos.: positiv, ned.: negativ

Die Sedimentationspraparate von KM und PB stellten sich in 4 von 13 Fallen (30,77%)

positiv dar. Davon hatte 1 Patientin einen Tumor im Stadium 0 (N.E.), 1 einen Tumor im
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Stadium | (N.R.) und 2 einen Tumor im Stadium IIA (H.N.H., B.G.). 1 von 13 Patientinnen
(7,69%) mit einem Tumor im Stadium 1B (S.M.) hatte ein positives Ergebnis fur CK 18 im KM
und ein negatives im PB. Die umgekehrte Konstellation stellte sich in 1 von 13 Fallen
(7,69%) bei einer Patientin mit einem Tumor im Stadium IV (K.C.) dar. Bei 7 der 13
Patientinnen (53,85%) liel3en sich keine CK-18-exprimierenden Zellen identifizieren (Tabelle
3.28, Diagramm 3.7).

n=13 KM pos. KM neg.
PB pos. 4 1
PB neg. 1 7

Tab. 3.28: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiir CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM
und PB der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; aufgefihrt sind nur die Patientinnen,

von denen beide Probenarten vorhanden waren; n: Anzahl, pos.: positiv, neg.: negativ

KM+/PB+

KM+/PB-

KM-/PB- KM-/PB+

Diagramm 3.7: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in Sedimentationspraparaten
des KM und PB der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; aufgetragen sind nur die

Patientinnen, von denen Sedimentationspréparate des KM und PB untersucht wurden

3.4.2.2 Ergebnisse fur CK 18 in Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit
einem primaren Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen
Von den 7 Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom, negativem
Lymphknotenstatus und ohne Fernmetastasen wurde das KM und PB in
Sedimentationspraparaten, die mittels der APAAP-Methode gegen CK 18 gefarbt wurden,

auf eine Tumorzelldissemination beurteilt.
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Ein positives Ergebnis wurde in jeweils 3 von 7 KM (42,86%) und PB (42,86%) der selben
Patientinnen gefunden. Von diesen hatte 1 ein Carcinoma in situ (N.E.), 1 einen T1-Tumor
(N.R.) und 1 einen T2-Tumor (B.G.). Ohne Anhalt fur eine Tumorzelldissemination waren
jeweils 4 von 7 KM (57,14%) und PB (57,14%) (Tabelle 3.29, 3.30 und 3.31).

Stadium | Patienten- CK 18
anzahl |Immunette/ 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.

Tis 3 1 2

T1 1 1 0

T2 2 1 1

T4 1 0 1
Gesamt 7 3 4

Tab. 3.29: Ergebnisse fir CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM von nodal negativen
Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der Proben und die Grol3e

des Tumors; Immunette: Sedimentationspraparate, pos.: positiv, neg.: negativ

TumorgroRRe| Patienten- CK 18
anzahl |Immunette / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.
Tis 3 1 2
T1 1 1 0
T2 2 1 1
T4 1 0 1
Gesamt 7 3 4

Tab. 3.30: Ergebnisse fir CK 18 in Sedimentationspraparaten des PB von nodal negativen
Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der Proben und die Grol3e

des Tumors; Immunette: Sedimentationspréaparate, pos.: positiv, neg.: negativ
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n=7 KM pos. KM neg.
PB pos. 3 0
PB neg. 0 4

Tab. 3.31: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiir CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM
und PB der nodal negativen Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; n: Anzahl, pos.:

positiv, neg.: negativ

3.4.2.3 Ergebnisse fur CK 18 in Sedimentationspréparaten der Patientinnen mit
einem primadren Mammakarzinom mit Lymphknotenmetastasen ohne
Fernmetastasen

Von den 6 Patientinnen, die einen positiven Nodalstatus bei unauffalligen weiteren

Metastasenstationen aufwiesen, wurde die immunzytologische Untersuchung auf CK 18 bei

5 Patientinnen an Sedimentationspraparaten des KM und PB, bei 1 Patientin nur an einem

Praparat des KM durchgefiihrt (K.L.U).

2 von 6 KM (33,33%) von 1 Patientin mit einem T1-Tumor (H.N.H.) und 1 Patientin mit einem

T2-Tumor (S.M.) sowie 1 von 5 PB (20%) von 1 Patientin mit einem T1-Tumor (H.N.H.)

waren CK-18-positiv. 4 von 6 KM (66,67%) und 4 von 5 PB (80%) stellten sich negativ in der

immunzytochemischen Farbung dar.

Die Tabellen 3.32 und 3.33 stellen die Ergebnisse der Sedimentationspraparate des KM

bzw. des PB bezuglich der Anzahl untersuchter Proben und der TumorgroR3e dar.

Stadium | Patienten- CK 18
anzahl |Immunette / 1x10° Zellen
KM pos. KM neg.

T1 1 1 0

T2 3 1 2

T3 1 0 1

T4 1 0 1
Gesamt 6 2 4

Tab. 3.32: Ergebnisse fur CK 18 in Sedimentationsprdparaten des KM von nodal positiven
Patientinnen ohne Fernmetastasen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der

Proben und die Grél3e des Tumors; Immunette: Sedimentationspraparate, pos.: positiv, neq.: negativ
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TumorgroRe| Patienten- CK 18
anzahl [Immunette / 1x10° Zellen
PB pos. PB neg.
T1 1 1 0
T2 3 0 3
T3 X X X
T4 1 0 1
Gesamt 5 1 4

Tab. 3.33: Ergebnisse fur CK 18 in Sedimentationspraparaten des PB von nodal positiven
Patientinnen ohne Fernmetastasen mit einem primaren Mammakarzinom bezogen auf die Anzahl der
Proben und die GroBe des Tumors; Immunette: Sedimentationspraparate, x: kein Material, pos.:

positiv, neg.: negativ

Bei 1 von 5 Patientinnen mit einem T1-Tumor (H.N.H.) waren CK-18-positive Zellen im KM
und PB detektierbar, in 3 von 5 Fallen waren beide Probenarten negativ fir diesen Marker
(L.R., E.T., P.M.). Ein negatives Resultat im PB und ein positives im KM war in 1 von 5

Fallen bei einer Patientin mit einem T2-Tumor zu finden (S.M.) (Tabelle 3.34).

n=5 KM pos. KM neg.
PB pos. 1 0
PB neg. 1 3

Tab. 3.34: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiir CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM
und PB der nodal positiven Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen;

n: Anzahl, pos.: positiv, neg.: negativ

3.4.2.4 Ergebnisse fur CK 18 in den Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit
einem primaren Mammakarzinom und mit Fernmetastasen

Sedimentationspraparate des KM und PB wurden von einer Patientin mit einem T1-Tumor

und ossaren Metastasen (K.C.) angefertigt und gegen CK 18 gefarbt. Im PB wurde ein

positives, im KM ein negatives Ergebnis gefunden.
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3.4.2.5 Ergebnisse fur CK 18 in den Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit
einem Rezidiv eines Mammakarzinoms oder einem Zweitkarzinom der
Mamma
Das KM einer Patientin mit einem Zweitkarzihnom der Mamma (N.K.) wurde im
Sedimentationspraparat mittels der APAAP-Methode gegen CK 18 gefarbt. Es wurden 3 CK-
18-exprimierende Zellen gefunden und das Praparat als positiv eingestuft. Im
Zusammenhang mit dem Zweitkarzinom wurde ein positiver Lymphknotenstatus bei nicht
beurteilbarer Fernmetastasensituation erfasst, wobei zum Zeitpunkt der Diagnose des
Erstkarzinoms weder Metastasen in den Lymphknoten noch in entfernteren Regionen

beschrieben wurden. Primarius und Zweitkarzinom waren T1-Tumoren.

3.5 Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und
Sedimentationspraparaten

351 Vergleich der Ergebnisse des in Zytozentrifugations- und
Sedimentationspraparaten auf CK 18 untersuchten Materials der

Patientinnen mit einer gutartigen Erkrankung der Mamma
Die Expression von CK 18 anhand von Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten
des KM und PB wurde bei 3 Patientinnen mit einer gutartigen Brustdriisenerkrankung
Uberpruft. Negative Ergebnisse fur CK 18 in beiden Methoden zeigten sich in 1 von 3 KM
und 3 PB.

Sedimentationspraparat war 1 von 3 KM (W.S.). Ein positives Ergebnis in Praparaten der

von 3 Negativ im Zytozentrifugationspraparat und positiv im

Zytozentrifugationstechnik und ein negatives in solchen der Sedimentationstechnik wurde in
1 von 3 KM (L.H.) gefunden. Von den untersuchten Patientinnen waren KM und PB von 1
von 3 in beiden Methoden CK-18-negativ (Tabelle 3.35 und 3.36).

Knochenmark (n=3) peripheres Blut (n=3)

Immunette | Immunette Immunette | Immunette
positiv negativ positiv negativ
Zytospin 0 1 Zytospin 0 0
positiv positiv
Zytospin 1 1 Zytospin 0 3
negativ negativ
Tab. 3.35 Tab. 3.36

Tabelle 3.35 und 3.36: Vergleich der Ergebnisse fiur CK 18

Sedimentationspraparaten des KM und PB des Patientenkollektivs mit einer benignen Erkrankung der

in  Zytozentrifugations- und

Mamma; Immunette: 1x10° Zellen, Zytospin: 1x10° Zellen
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3.5.2 Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und
Sedimentationspréparaten der Patientinnen mit einem Mammakarzinom
3.5.2.1 Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und

Sedimentationspraparaten des gesamten Patientenkollektivs mit einem

Mammakarzinom
Von den 15 Patientinnen deren Knochenmark und Blut auf CK 18 exprimierende Zellen
anhand von Zytozentrifugations- und Sedimentationspréparaten untersucht wurde, hatten 14
ein primares Mammakarzinom und eine Patientin ein Zweitkarzinom der Mamma (N.K.).
CK-18-Positivitat sowohl in Sedimentations- als auch in Zytozentrifugationspraparaten war
bei 3 von 15 KM-Proben (20%) nachweisbar (N.K., N.R., B.G.) und keiner von 13 PB-
Proben. Positive Ergebnisse in  Sedimentationsprdparaten und negative in
Zytozentrifugationspraparaten traten in 3 von 15 KM (20%) (N.E., H.N.H., S.M.) und 5 von 13
PB (38,46%) (N.E., N.R., H.N.H., B.G., K.C)
Zytozentrifugationspraparaten und negative in Sedimentationspréaparaten wurden in 1 von 13
PB (S.G.) (7,69%) und 3 von 15 KM (K.K.W., S.G., K.C.) (20%) gefunden. Negative
Ergebnisse fir CK 18 in beiden Untersuchungen traten bei 6 von 15 KM (40%) und 7 von 13

PB (53,85%) auf (Tabelle 3.37 und 3.38).

auf. Positive Ergebnisse in

Knochenmark (n=15)

Peripheres Blut (n=13)

Immunette | Immunette Immunette | Immunette
positiv negativ positiv negativ
Zytospin 3 3 Zytospin 0 5
positiv positiv
Zytospin 3 6 Zytospin 1 7
negativ negativ
Tab. 3.37 Tab. 3.38
Tab. 3.37 und 3.38: Vergleich der Ergebnisse fir CK 18 in Zytozentrifugations-
Sedimentationspraparaten des KM und PB des Kollektivs der Patientinnen mit einem
Mammakarzinom;  Zytospin:  Zytozentrifugationspraparate mit  1x10°  Zellen, Immunette:

Sedimentationspraparate mit 1x10° Zellen, n: Anzahl

3.5.2.2 Vergleich der Ergebnisse der auf CK 18 untersuchten Zytozentrifugations-

und Sedimentationspréaparate aller Patientinnen mit einem priméaren
Mammakarzinom
Auf die Expression von CK 18 wurden KM von 14 und PB von 13 Patientinnen mit einem

primaren Mammakarzinom anhand von Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten
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Uberprift. Von diesen standen von 13 Patientinnen sowohl KM als auch PB fir beide
Methoden zur Verfligung, von einer Patientin lediglich KM (K.L.U.). Die Tabellen 3.39 und
3.40 vergleichen die Ergebnisse beider Untersuchungen fir KM bzw. PB bezlglich der
Tumorstadien und der untersuchten Probenanzahl.

Positive Ergebnisse in beiden Methoden zeigten 2 von 14 Patientinnen im KM (14,29%) mit
einem Tumor im Stadium | (N.R.) und einem Tumor im Stadium IlIA (B.G.) und keine von 13
PB-Proben.

CK-18-positive Zytozentrifugationspréaparate und negative Sedimentationspraparate fanden
sich in 3 von 14 KM (21,43%) von Patientinnen mit einem Tumor im Stadium [IA (K.K.W.),
einem Tumor im Stadium IIIB (S.G.) sowie einem Tumor im Stadium IV (K.C.). 1 von 13 PB-
Proben (7,69%) von einer Patientin im Stadium [lIB (S.G.) wies ein positives Ergebnis im
Zytozentrifugationspraparat und ein negatives im Sedimentationspraparat auf. Negative
Resultate in Praparaten, die mittels der Zytozentrifuge hergestellt wurden, und positive
Ergebnisse in solchen, die mit der Sedimentationskammer hergestellt wurden, wiesen das
KM von 3 von 14 Patientinnen (21,43%) mit einem Tumor im Stadium 0 (N.E.), einem Tumor
im Stadium IIA (H.N.H.) und einem Tumor im Stadium IIB (S.M.) sowie das PB von 5 von 13
Patientinnen (38,46%) mit einem Tumor im Stadium 0 (N.E.), einem Tumor im Stadium |
(N.R.), einem Tumor im Stadium IIA (B.G., H.N.H.) und einem Tumor im Stadium IV (K.C.)
auf. Negative Ergebnisse in beiden Nachweismethoden waren in 6 von 14 KM (42,86%) und
7 von 13 PB (53,85%) zu finden.

Knochenmark (n=14)

Methode Tumorstadium

CK 18 CK 18 0 A =3 A B IV | Gesamt-
(Zytospin)|(Immunette) anzahl

positiv positiv 0 1 1 0 0 0 0 2

positiv negativ 0 0 1 0 0 1 1 3

negativ positiv 1 0 1 1 0 0 0 3

negativ negativ 2 0 0 2 1 1 0 6
Patientenanzahl 3 1 3 3 1 2 1 14

Tab. 3.39: Vergleich der Ergebnisse fiir CK 18 in Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten
des Knochenmarks bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl untersuchter Proben; aufgefuhrt
sind nur die Patientinnen von denen beide Praparatarten zur Verfigung standen; Zytospin:
Zytozentrifugationspraparate mit 1x10° Zellen, Immunette: Sedimentationspraparate mit 1x10° Zellen
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Peripheres Blut (n=13)

Methode Tumorstadium

CK 18 CK 18 0 A 1B A B IV | Gesamt-
(Zytospin) |(Immunette) anzahl

positiv positiv 0 0 0 0 X 0 0 0

positiv negativ 0 0 0 0 X 1 0 1

negativ positiv 1 1 2 0 X 0 1 5

negativ negativ 2 0 1 3 X 1 0 7
Patientenanzahl 3 1 3 3 X 2 1 13

Tab. 3.40: Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten
des peripheren Blutes bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl untersuchter Proben;
aufgefiihrt sind nur die Patientinnen von denen beide Praparatarten zur Verfligung standen; Zytospin:
Zyto- zentrifugationspraparate mit 1x10° Zellen, Immunette: Sedimentationspraparate mit 1x10°

Zellen, x: kein Material

KM und PB, welche CK-18-positiv im Zytozentrifugationsprdparat und negativ im
Sedimentationspraparat erschienen, lagen bei 1 Patientin mit einem Tumor im Stadium 1lIB
vor (S.G.). Bei 1 von 3 Patientinnen mit einem Carcinoma in situ (N.E.) und 1 von 3
Patientinnen mit einem Tumor des Stadiums IIA (H.N.H.) waren sowohl das KM als auch das

PB negativ fir CK 18 im Zytozentrifugationspréparat und positivim Sedimentationspraparat.

3.5.2.3 Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und
Sedimentationsprdparaten der Patientinnen mit einem  primaren
Mammakarzinom und ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen
14 der 41 Patientinnen mit einem primaren Karzinom der Mamma hatten einen negativen
Lymphknotenstatus und keinen Anhalt fir Fernmetastasen. Die CK-18-Expression wurde bei
7  Patientinnen  dieses  Kollektivs anhand von  Zytozentrifugations-  und
Sedimentationspraparaten des KM und PB Uberpriift.
Positive Ergebnisse in beiden Methoden wurden bei 2 von 7 Patientinnen im KM (28,57%)
gefunden. Von diesen Patientinnen wies die eine einen T1-Tumor im Stadium IIA (H.N.H.)
und die andere einen T2-Tumor im Stadium 1B (S.M.) auf. 2 von 7 KM (28,57%) waren
negativ fir CK 18 in beiden Verfahren. Positive Ergebnisse im Zytospin und negative im
Sedimentationspraparat des KM ergaben sich bei 2 von 7 (28,57%) Patientinnen mit einem
Tumor im Stadium 1A mit einem T2-Tumor (K.K.W.) sowie einer Patientin mit einem Tumor

im Stadium 11IB mit einem T4-Tumor (S.G.). Das KM einer von 7 Patientinnen (14,29%) mit
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einem Tumor im Stadium O mit einem Carcinoma in situ zeigte CK-18-positive Zellen im
Sedimentationspraparat nicht aber im Zytozentrifugationspraparat (N.E.).

Im PB dieser Patientinnen waren 3 von 7 (42,86%) negativ fir CK 18 in beiden Methoden
und 3 von 7 (42,86%) positiv in den Sedimentationspraparaten und negativ in den
Zytozentrifugationspraparaten. Von den letztgenannten hatte 1 Patientin einen Tumor im
Stadium O bei einem Carcinoma in situ (N.E.), 1 einen Tumor im Stadium | mit einem T1-
Tumor (N.R.) und 1 einen Tumor im Stadium A mit einem T2-Tumor. Bei 1 von 7
Patientinnen (14,29%) mit einem T4-Tumor wurden CK-18-exprimierende Zellen im
Zytozentrifugationspraparat des PB, nicht aber im Sedimentationspraparat nachgewiesen
(S.G).

Von diesen untersuchten Patientinnen waren KM und PB von 2 von 7 Patientinnen mit einem
Carcinoma in situ negativ in beiden CK 18 nachweisenden Verfahren (P.X., H.N.D.). Bei 1
Patientin mit einem Carcinoma in situ waren KM und PB CK-18-negativ in den
Zytozentrifugationspraparaten und positiv in den Sedimentationspraparaten (N.E.). Eine
Tumorzelldissemination konnte bei 1 Patientin mit einem T4-Tumor in den
Zytozentrifugationspraparaten des KM und PB, nicht aber in den Sedimentationspraparaten
festgestellt werden (S.G.).

Die Tabellen 3.41 und 3.42 stellen die Ergebnisse der immunzytologischen Farbung beider
Praparatformen vergleichend dar.

Knochenmark (n=7) Peripheres Blut (n=7)

Immunette | Inmunette Immunette | Immunette
positiv negativ positiv negativ
Zytospin 2 2 Zytospin 0 1
positiv positiv
Zytospin 1 2 Zytospin 3 3
negativ negativ
Tab. 3.41 Tab. 3.42

Tabelle 3.41 und 3.42: Vergleich der Ergebnisse fur CK 18

Sedimentationspraparaten des KM bzw. PB nodal negativer Patientinnen mit einem priméaren

in Zytozentrifugations- und

Mammakarzinom; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate, Immunette: Sedimentationspraparate
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3524 CK 18 in

Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen

Vergleich der Ergebnisse fir Zytozentrifugations- und
ohne Fernmetastasen
Von 5 Patientinnen dieses Kollektivs wurden KM und PB, von einer Patientin nur KM (K.L.U.)
mit beiden Methoden auf eine Tumorzelldissemination Uberpruft.
Positive Ubereinstimmende Ergebnisse wurden weder in Praparaten des KM noch des PB
gefunden. 2 von 6 KM (33,33%) waren im Sedimentationspraparat, nicht aber im
Zytozentrifugationspraparat positiv, wobei die Tumorgré3e der Patientin mit einem Tumor
des Stadiums IIA T1 (H.N.H.) und derjenigen mit einem Tumor des Stadiums IIB T2 (S.M.)
war. 1 von 5 PB-Proben (20%) einer Patientinnen mit einem Tumor des Stadiums IIA mit
einem T1-Tumor (H.N.H.) wies CK-18-exprimierende Zellen im Sedimentationspréaparat,
nicht aber im Zytozentrifugationspraparat auf. In 4 von 6 KM (66,67%) und 4 von 5 PB (80%)
konnten in keiner Praparatart Tumorzellen identifiziert werden.
Eine Patientin mit einem Tumor im Stadium IIA mit einem T1-Tumor zeigte CK-18-Positivitéat
in den Sedimentationspraparaten des KM und PB bei negativen Ergebnissen in den
Zytozentrifugationspraparaten (H.N.H.). Bei 3 Patientinnen mit einem Tumor im Stadium IIB
mit einem T2-Tumor wurden Ubereinstimmende negative Ergebnisse in beiden Praparatarten
des KM und PB gefunden (L.R., E.T., P.M.).
Die Tabellen 3.43 und 3.44 stellen die Ergebnisse beider Methoden fir KM- bzw. PB-Proben
gegenuber.

Knochenmark (n=6) peripheres Blut (n=5)

Immunette | Immunette Immunette | Immunette
positiv negativ positiv negativ
Zytospin 0 0 Zytospin 0 0
positiv positiv
Zytospin 2 4 Zytospin 1 4
negativ negativ
Tab. 3.43 Tab. 3.44

Tabelle 3.43 und 3.44: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations-

und Sedimentationspraparaten des Materials der nodal positiven Patientinnen mit einem priméren
Mammakarzinom ohne Fernmetastasen; aufgefuhrt sind nur die Patientinnen, von denen beide

Praparatarten vorhanden waren; Zytospin: 1x10° Zellen, Immunette: 1x10° Zellen
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3.5.25 Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und
Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit Fernmetastasen

Eine Patientin mit einem T1-Tumor wurde anhand von Zytozentrifugations- und

Sedimentationspraparaten des KM und PB auf die Expression von CK 18 untersucht (K.C.).

Das KM stellte sich im Zytozentrifugationspréaparat positiv und im Sedimentationspraparat

negativ dar. Das Zytozentrifugationspréaparat des PB liel3 keine Tumorzellen erkennen,

wahrend im Sedimentationspraparat CK-18-positive Zellen entdeckt wurden.

3.5.2.6 Vergleich der Ergebnisse fur CK 18 in Zytozentrifugations- und
Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit einem Rezidiv und der
Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma

Das KM der Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma wurde in Praparaten beider

Methoden mit dem Antikdrper gegen CK 18 geféarbt. In beiden Untersuchungen wurden

anfarbbare Zellen und somit ein Tumorzellnachweis gefunden.

3.6 Korrelation der Ergebnisse der immunzytologischen Untersuchung auf CK
18 mit dem Ostrogen und Progesteronrezeptorstatus
Insgesamt wurde Tumorgewebe von 42 Patientinnen mit einem Mammakarzinom auf
Ostrogen- und Progesteronrezeptoren untersucht, wobei von 42 Patientinnen der
Ostrogenrezeptorstatus und von 41 der Progesteronrezeptorstatus bekannt war. Jede
Gewebeprobe, die als rezeptorarm, positiv oder hochpositiv fur den jeweiligen Rezeptor
eingestuft wurde, galt als positiv. Jede Probe, bei der kein Nachweis eines Rezeptors
gelang, wurde als negativ betrachtet. Die Proben der Patientinnen mit einem Rezidiv oder
einem Zweittumor der Mamma wurden nach dem Rezeptorstatus ihres Rezidivs oder
Zweittumors beurteilt. Von den 42 Patientinnen, bei denen der Ostrogenrezeptor bestimmt
wurde, wiesen 37 einen positiven und 5 einen negativen Status auf. 29 der 41 Patientinnen,
die auf die Expression des Progesteronrezeptors untersucht wurden, waren positiv, 12

negativ fiir den Progesteronrezeptor.

3.6.1 Korrelation der Ergebnisse der immunzytologischen Untersuchung auf CK
18 in  Zytozentrifugationspraparaten mit dem  Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus

Von 41 Patientinnen, bei denen der Ostrogenrezeptor bestimmt wurde, wurden 37 KM und

37 PB in Zytozentrifugationspraparaten auf eine Tumorzelldissemination anhand der CK-18-

Expression Uberprft. Von Diesen Patientinnen wurden von 32 KM und PB, von 5 nur KM

(C.S., K., K.R.E.E., K.L.U., N.K.)) und von 5 nur Proben des PB (S.T., G.N., R.R., B.S., S.N.)

auf CK-18-positive Zellen untersucht.
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In 32 Tumorgeweben der Patientinnen, deren KM untersucht wurde, wurde eine Expression
des Ostrogenrezeptors festgestellt. Von diesen zeigten 8 (25%) im Knochenmark CK-18-
exprimierende Zellen (K.C., N.R., K.l., K.L.F., F.R.E., B.G., KKK.W., S.G.), bei 24 (75%) fiel
der Nachweis des Zytokeratins negativ aus. 5 der untersuchten Tumorgewebe waren negativ
fur den Ostrogenrezeptor. Bei diesen Patientinnen war bei 1 Patientin (20%) (N.K.) eine
Tumorzelldissemination im Knochenmark feststellbar, bei 4 (80%) nicht.

37 PB wurden auf Tumorzellen mit der APAAP-Technik untersucht. Die Tumorgewebe dieser
Patientinnen ergaben in 34 Fallen einen positiven Nachweis fur den Ostrogenrezeptor, in 3
Fallen einen negativen Befund. Im PB der ¢strogenrezeptorpositiven Gruppe wurden bei 3
Patientinnen (8,82%) (S.R., R.R., S.G.) mit CK 18 markierte Zellen gefunden, bei 31
(91,18%) war der Befund negativ. Im PB der 3 Patientinnen mit einem negativen
Ostrogenrezeptorstatus des Tumors wurde keine Tumorzellkontamination erkannt.

Ein positiver Progesteronrezeptorstatus wurde in 29 der untersuchten Tumorgewebe
gefunden, ein negativer bei 12 der untersuchten Karzinome. Von 36 Patientinnen wurde KM
und PB auf CK-18-exprimierende Zellen in Zytozentrifugationspraparaten untersucht, von
denen von 31 KM und PB, von 5 nur KM (C.S., K.I.,, K.L.U., N.K., K.R.E.E.) und von 5 nur
Proben des PB (S.T., G.N.,, R.R., B.S.,, S.N.) zur Verfugung standen. In der
Patientinnengruppe, deren KM auf disseminierte Tumorzellen untersucht wurde (n=36),
wurde bei 26 ein positiver und bei 10 ein negativer Progesteronrezeptorstatus festgestellt.
Von den 36 Patientinnen deren PB auf CK-18-positive Zellen untersucht wurde, exprimierten
26 Tumoren den Progesteronrezeptor und 10 nicht.

Einen positiven Progesteronrezeptorstatus und den Nachweis einer Tumorzelldissemination
zeigten 7 von 26 Patientinnen (26,92%) im KM (N.R., K.I., K.L.F., F.R.E., B.G., KK.W,, S.G),
negative Ergebnisse in der APAAP-Technik lagen in 19 (73,08%) der KM vor. Von 10 KM der
progesteronrezeptornegativen Gruppe waren 2 CK-18-positiv (20%) (K.C., N.K.) und 8 (80%)
negativ.

Von 26 PB der Patientinnen mit einem positiven Nachweis flir den Progesteronrezeptor
zeigten 2 (7,69%) (S.G., R.R.) CK-18-positive Zellen und 24 (92,30%) nicht. In der Gruppe
von 10 Patientinnen, deren Mammakarzinom keine Progesteronrezeptoren exprimierte, war
bei 1 (10%) (S.R.) ein Nachweis von Tumorzellen im PB zu beobachten, bei 9 Patientinnen
(90%) fiel der Nachweis negativ aus.

Die Tabellen 3.45, 3.46. 3.47 und 3.48 stellen die Ergebnisse der untersuchten KM und PB

in Korrelation mit dem Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus des Tumors dar.
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Knochenmark Peripheres Blut
n=37 CK18- CK18- n=37 CK18- CK18-
positiv negativ positiv negativ
ER-positiv 8 24 ER-positiv 3 31
ER-negativ 1 4 ER-negativ 0 3
Tab. 3.45 Tab. 3.46

Tabelle 3.45 und 3.46: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten des KM bzw. PB und des Ostrogenrezeptornachweises im
Tumorgewebe aller untersuchten Mammakarzinomproben; n: Anzahl, ER: Ostrogenrezeptor, pos.:
positiv, neg.: negativ

Knochenmark Peripheres Blut
n=36 CK18- CK18- n=36 CK18- CK18-
positiv negativ positiv negativ
PR-positiv 7 19 PR-positiv 2 24
PR-negativ 2 8 PR-negativ 1 9
Tab. 3.47 Tab. 3.48

Tabelle 3.47 und 3.48: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten des KM bzw. PB und des Progesteronrezeptornachweises im
Tumorgewebe aller untersuchten Mammakarzinomproben; n: Anzahl, PR: Progesteronrezeptor,. pos.:
positiv, neg.: negativ

3.6.1.1 Korrelation der gegen CK 18 gefarbten Zytozentrifugationspraparate mit dem
Ostrogen- und Progesteronrezptorstatus der Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom
Von 38 Patientinnen mit einem  primaren Mammakarzinom  wurde der
Ostrogenrezeptorstatus im entnommenen Tumorgewebe bestimmt. Von 30 Patientinnen
standen KM und PB, von 4 nur KM (C.S., K.I., K.R.E.E., K.L.U.) und von 4 nur PB (S.T.,
G.N., R.R., B.S\) fur die Untersuchung auf CK-18-exprimierende Zellen zur Verfligung. Bei
34 Patientinnen war das Ergebnis im Tumorgewebe fur den Ostrogenrezeptor positiv, bei 4
negativ.
Von den Patientinnen, bei denen das Tumorgewebe den Ostrogenrezeptor exprimierte,
wurden mittels der indirekten Immunzytologie 30 KM und 31 PB untersucht. In 8 der 30 KM
(26,67%) (N.R., K.L.F., F.R.E., B.G., KK.W., S.G., K.C., K.I.) und in 3 der 31 PB (9,68%)
(S.G., R.R., S.R.) wurden Tumorzellen entdeckt, wobei KM und PB von 1 Patientin (S.G.)
CK-18-positiv war. 22 von 30 KM (73,33%) und 28 von 31 PB (90,32%) zeigten keinen
Anhalt fur eine Tumorzelldissemination. Von diesen konnten bei 20 Patientinnen weder im

KM noch im PB CK-18-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden.
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Bei den Patientinnen ohne eine Expression des Ostrogenrezeptors wurden in 4 von 4 KM
und 3 von 3 PB negative Ergebnisse fir CK 18 festgestellt (Tabellen 3.49 und 3.50). Davon
waren bei 3 Patientinnen KM und PB negativ fir den untersuchten Marker (H.T.l.G.,
K.R.E.H., C.T.).

Der Progesteronrezeptorstatus wurde an Tumorgeweben von 37 Patientinnen untersucht.
Der Nachweis des Progesteronrezeptors im Mammakarzinomgewebe fiel bei 27 Patientinnen
positiv aus, von denen 21 Patientinnen an Proben des KM und PB auf eine
Tumorzellkontamination untersucht wurden. Von 3 Patientinnen standen nur Proben des KM
(K.I., K.R.E.E., K.L.U.) und von 3 nur Proben des PB (G.N., R.R., B.S.) zur Verfiigung. 10
Tumorgewebe waren negativ beziiglich des Progesteronrezeptors, von denen KM und PB
von 8 Patientinnen auf eine CK-18-Expression untersucht wurden. Von 1 Patientin wurde
dies nur an Proben des KM (C.S.) und bei 1 nur an Proben des PB (S.T.) durchgefihrt. In
den Proben der Patientinnen mit einem Progesteronrezeptor tragenden Tumor wurden in 7
von 24 KM (29,17%) (N.R., K.L.F., F.R.E., B.G., K.K.W., S.G., K.l.) und 2 der 24 PB (8,33%)
(S.G., R.R.) Tumorzellen gefunden. 17 von 24 KM (70,83%) und 22 von 24 PB (91,67%)
wiesen keine Tumorzellkontamination auf. Die Patientinnen, deren Tumoren negativ flr
diesen Rezeptor waren zeigten in 8 der 9 KM (88,89%) und 8 der 9 PB (88,89%) negative
Ergebnisse fur CK 18 und in je 1 KM (11,11%) (K.C.) und 1 PB (11,11%) (S.R.) ein positives
Resultat (Tabellen 3.51 und 3.52). Von 4 der Patientinnen mit einem progesteronrezeptor-
freien Malignom waren KM und PB CK-18-negativ (N.E., H.L., P.M., H.R.1.).

Knochenmark Peripheres Blut
n=34 CK18- CK18- n=34 CK18- CK18-
positiv negativ positiv negativ
ER-positiv 8 22 ER-positiv 3 28
ER-negativ 0 4 ER-negativ 0 3
Tab. 3.49 Tab. 3.50

Tabelle  3.49 und_ 3.50: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten des KM bzw. PB und des Ostrogenrezeptornachweises im
Tumorgewebe der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom; n: Anzahl, ER:

Ostrogenrezeptor, pos.: positiv, neg.: negativ
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Knochenmark Peripheres Blut
n=33 CK18- CK18- n=33 CK18- CK18-
positiv negativ positiv negativ
PR-positiv 7 17 PR-positiv 2 22
PR-negativ 1 8 PR-negativ 1 8
Tab. 3.51 Tab. 3.52
Tabelle 3.51 und 3.52: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fur CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten des KM bzw. PB und des Progesteronrezeptornachweises im
Tumorgewebe der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom; n: Anzahl, PR:

Progesteronrezeptor, pos.: positiv, neg.: negativ

3.6.1.2 Korrelation der gegen CK 18 gefarbten Zytozentrifugationspraparate mit dem
Ostrogen- und Progesteronrezptorstatus der Patientinnen mit einem Rezidiv
und der Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma

Von 4 Patientinnen mit einem Rezidiv konnte der Rezeptorstatus des Rezidiv- bzw.
Zweitkarzinoms der Mamma ermittelt werden. Ein positiver Nachweis fur den
Ostrogenrezeptor lag bei 3 Patientinnen vor, von denen KM und PB von 2 Patientinnen auf
CK 18 Uberpriuft wurden, von 1 Patientin nur das PB (S.N.). Positive Ergebnisse flr den
epithelialen Marker ergaben sich bei keiner Patientin im KM oder PB, negative im KM von 2
Patientinnen (B.E., H.M.) und im PB aller 3 Patientinnen.

Ein negatives Ergebnis fir den Ostrogenrezeptor wies das Zweitkarzinom der Mamma 1
Patientin auf (N.K.), von der eine Tumorzelldissemination nur anhand des KM untersucht
wurde und hier ein positives Ergebnis erbrachte.

Der Progesteronrezeptorstatus war bei 2 Patientinnen positiv, wobei von 1 Patientin KM und
PB, von der anderen nur PB (S.N.) auf eine Tumorzellkontamination tberpruft wurde. In
beiden Proben des PB und im KM wurden keine Tumorzellen detektiert.

Die Tumore von 2 Patientinnen wiesen einen negativen Progesteronrezeptorstatus auf. Von
1 Patientin wurden KM und PB im Zytozentrifugationsprdparat mit negativem Ergebnis
untersucht. Von der Patientin mit dem Zweitkarzinom der Mamma (N.K.) lag nur KM zur
Untersuchung vor und zeigte eine Tumorzellkontamination.

3.6.2 Korrelation der gegen CK 18 gefarbten Sedimentationspraparate mit dem
Ostrogen- und Progesteronrezptorstatus

Von 14 Patientinnen in deren Tumorgewebe der Ostrogen- und Progesteronstatus ermittelt
wurde, wurde die Tumorzelldissemination in Sedimentationspraparaten des KM und PB von
12 Patientinnen und nur des KM von 2 Patientinnen uberprift, von denen bei 1 Patientin

(N.K.) ein Zweitkarzinom der Mamma vorlag.
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3.6.2.1 Korrelation der gegen CK 18 gefarbten Sedimentationspraparate mit dem
Ostrogen- und Progesteronrezptorstatus der Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom
Bei allen 13 untersuchten primaren Mammakarzinomen wurden Ostrogenrezeptoren
nachgewiesen. Von 12 der Patientinnen wurde eine Tumorzelldissemination mittels des
Antikorpers gegen CK 18 in Sedimentationspréparaten des KM und PB untersucht, bei 1
Patientin erfolgte dies nur an Praparaten des KM (K.L.U.). In 5 der 13 KM (38,46%) (N.E.,
N.R., H.N.H., B.G., S.M.) und 5 der 12 PB (41,67%) (N.E., N.R., H.N.H., B.G., K.C.) konnten
CK-18-exprimierende Zellen nachgewiesen werden. In 8 von 13 KM (61,54%) und 7 von 12
PB (58,33%) war das Ergebnis negativ (Tabellen 3.53 und 3.54).
10 Patientinnen wiesen einen positiven Progesteronstatus auf. Von diesen wurden von 9
Patientinnen KM- und PB-Proben, von 1 nur das KM (K.L.U.) auf Tumorzellen in
Sedimentationspraparaten untersucht. Positive Ergebnisse wurden in 4 von 10 KM (40%)
(N.K., H.N.H., B.G., S.M.) und 3 von 9 PB (33,33%) (N.R., H.N.H., B.G.) gefunden. Negative
Resultate zeigten 6 der 10 KM (60%) und 6 der 9 PB (66,67%).
Von 3 Patientinnen mit einem negativen Progesteronrezeptorstatus konnten im KM einer
Patientin (N.E.) und in 2 von 3 PB (K.C., N.E.) CK-18-positive Zellen identifiziert werden.
Davon waren bei 1 Patientin KM und PB positiv fir den Tumorzellnachweis (N.E.). In 2 der 3
KM und 1 der 3 PB von Patientinnen mit einem negativen Progesteronrezeptorstatus
konnten keine Zellen mit dem Antikdrper gegen CK 18 angefarbt werden (Tabellen 3.55 und
3.56).

Knochenmark Peripheres Blut
n=13 CK18- CK 18- n=12 CK18- CK18-
positiv negativ positiv negativ
ER-positiv 5 8 ER-positiv 5 7
ER-negativ 0 0 ER-negativ 0 0
Tab. 3.53 Tab. 3.54

Tabelle 3.53 und 3.54: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiur CK 18 in

Sedimentationspraparaten des KM bzw. PB und des Ostrogenrezeptornachweises im Tumorgewebe

der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; n: Anzahl, ER: Ostrogenrezeptor, pos.: positiv,
neg.: negativ
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Knochenmark Peripheres Blut
n=13 CK18- CK18- n=12 CK18- CK18-
positiv negativ positiv negativ
PR-positiv 4 6 PR-positiv 3 6
PR-negativ 1 2 PR-negativ 2 1
Tab. 3.55 Tab. 3.56

Tabelle  3.55 und 3.56: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir CK 18 in

Sedimentationspraparaten des KM bzw. PB und des Progesteronrezeptornachweises im
Tumorgewebe aller untersuchten Mammakarzinomproben; n: Anzahl, PR: Progesteronrezeptor, pos.:

positiv, neg.: negativ

3.6.2.2 Korrelation der gegen CK 18 gefarbten Sedimentationspraparate mit dem
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus der Patientinnen mit einem
Rezidiv und der Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma

In der Untersuchung auf CK 18 an Sedimentationspraparaten wurde das KM der Patientin

mit dem Zweitkarzinom untersucht. Das Gewebe des Zweitkarzinoms war sowohl fur

Ostrogenrezeptoren als auch fiir Progesteronrezeptoren negativ. Das KM dieser Patientin

lield eine Tumorzellkontamination erkennen.

3.7 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungsmethoden
3.7.1 Ergebnisse der R-Aktin-PCR zur Uberpriifung der Integritat der cDNA aus
Knochenmark-, Blut- und Tumorgewebeproben

RNA wurde aus dem Knochenmark- und Blutproben von 7 Patientinnen mit einer benignen
Mammaerkrankung extrahiert und mittels der reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Zur Uberpriifung der DNA-Integritat diente der positive Nachweis des R-
Aktin-Gens in der PCR. Alle 7 KM- und PB-Proben zeigten positive Ergebnisse.

Von 40 Patientinnen mit einem Mammakarzinom wurde RNA aus Probenmaterial extrahiert,
in cODNA umgeschrieben und mit dem PCR-Nachweis des 3-Aktin-Gens auf die Integritat der
DNA Uberprift. Von den 40 Patientinnen wurde dies bei 38 an Proben des KM, bei 37 an
Proben des PB und bei 14 an Gewebe aus dem operativ entfernten Tumor durchgefiihrt. Von
diesen lagen bei 13 Proben des KM, PB und des Tumors vor, bei 22 Proben des KM und PB.
Bei 2 Patientinnen wurde die Untersuchung nur an PB-Proben (G.N., R.R.) und bei 3
Patientinnen nur an Proben des KM durchgefiihrt (K.L.U., N.K., K.R.E.E.), wobei bei einer
Patientin zusétzlich Tumorgewebe zur Untersuchung vorlag (K.R.E.E.).

37 der 38 KM-Proben, alle 37 PB-Proben und 12 der 14 Tumorgewebe zeigten positive
Banden in der Gelelektrophorese der PCR-Produkte. Bei 1 Patientin (R.S.) fiel das Ergebnis
der KM-Probe und bei 2 Patienten (C.T., I.N.) das Ergebnis der Tumorgewebsprobe negativ
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aus. Die negativen Proben wurden nicht fir die PTHrP-nachweisenden Verfahren verwendet
und sind deshalb in den entsprechenden Kapiteln nicht mehr mit aufgefihrt.

Als positive Kontrolle wurde cDNA aus Tumorzellen der Zelllinien MDA-MB 231, 786-O und
MCF-7 mitgefihrt. Als negative Kontrolle diente ddH0.

3.7.2 Ergebnisse der primaren PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP

In die primdre PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP-Gens wurden nur cDNA der
Proben eingesetzt, die einen positiven Nachweis der R-Aktin-Expression ergaben. Als
positive Kontrolle wurde cDNA aus Tumorzellen der Zelllinien MDA-MB 231 und 786-0, als
negative Kontrolle ddH,O mitgefihrt.

3.7.2.1 Ergebnisse der primaren PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP in
Knochenmark- und Blutproben der Patientinnen mit einer benignen
Erkrankung der Mamma

Die 7 KM- und PB-Proben der Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma

fielen negativ fir den Nachweis von PTHrP in der primaren PCR aus.

3.7.2.2 Ergebnisse der primaren PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP in
Knochenmark-, Blut- und Tumorgewebeproben der Patientinnen mit einem
Mammakarzinom
Von den 40 Patientinnen mit einem malignen Mammatumor wurde die Expression des
PTHrP-Gens in der primaren PCR an 37 KM, 37 PB und 12 Tumorgewebeproben Uberprift.
Von 11 der Patientinnen wurden Proben des KM, des PB und des Tumorgewebes
untersucht, von 23 Proben des KM und PB. Bei 3 Patientinnen wurde die Untersuchung nur
an Proben des PB (R.S., G.N., R.R.) und bei 3 Patientinnen nur an Proben des KM (K.L.U.,
N.K., K.R.E.E.) durchgefiihrt, wobei von 1 Patientin zusatzlich eine Probe des
Tumorgewebes vorlag (K.R.E.E.).
Keine der 37 KM- und PB-Proben zeigte die fur PTHrP-typischen Banden in der
gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte. Ein positiver Nachweis fur PTHrP
wurde bei 11 der 12 Tumorgewebe, ein negativer bei 1 der 12 Tumorgewebe (G.L.)

gefunden.
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LS N P TU KMPB TUKMPB TUKM PB
1 2 3
Abb. 3.3: Produkte der primaren PCR fur PTHrP des KM und PB der Patientinnen mit einem

Mammakarzinom nach gelelektrophoretischer Auftrennung, LS: Ladngenstandard VI, P: Positivkontrolle
/ MB-231, N: Negativkontrolle, TU: Tumor, KM: Knochenmark, PB: peripheres Blut, 1: TU, KM und PB
der Patientin B.G., 2: Tu, KM und PB der Patientin H.N.H., 3: TU, KM und PB der Patientin G.L.

3.7.3 Ergebnisse der nested PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP
Die Produkte der primaren PCR zum Nachweis von PTHrP sowie die Produkte der negativen
und positiven Kontrollen der jeweiligen Ansétze der primdren PCR wurden in die

Versuchsansatze der nested PCR zum Nachweis von PTHrP eingesetzt.

3.7.3.1 Ergebnisse der nested PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP in
Knochenmark- und Blutproben der Patientinnen mit einer benignen
Erkrankung der Mamma

Die 7 KM und PB-Proben der 7 Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma

zeigten keine Amplifikation des PTHrP-Produktes in der nested PCR zum Nachweis von

PTHrP.

Die Hybridisierung mit einer PTHrP-spezifischen Sonde der PCR-Produkte in der Southern-

Blot-Technik bestatigte das Ergebnis (Tabelle 3.57).

Material |Patienten- PTHrP
anzahl |positiv |[negativ
KM 7 0 7
PB 7 0 7

Tab. 3.57: Ergebnisse fur PTHrP im KM und PB der Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der
Mamma
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3.7.3.2 Ergebnisse der nested PCR zum Nachweis der Expression von PTHrP in
Knochenmark-, Blut- und Tumorgewebeproben der Patientinnen mit einem
Mammakarzinom
Von den Proben der 40 Patientinnen mit einem Mammakarzinom wurden von 34 KM- und
PB-Proben untersucht, von 3 Patientinnen nur Proben des KM (K.R.E.E., K.L.U., N.K.) und
von 3 Patientinnen nur Proben des PB (R.S., G.N., R.R.). 10 von 37 Knochenmark- und 8
von 37 Blutproben stellten sich PTHrP-positiv in der nested PCR zum Nachweis von PTHrP
dar. 27 der 37 KM- und 29 der 37 PB-Proben fielen negativ fir PTHrP bei dieser
Untersuchung aus.
Das Tumorgewebe der Patientin (G.L.), deren Tumorgewebeprobe in der primaren PCR
negativ ausgefallen war, zeigte eine PTHrP-typische Bande in der nested PCR zum
Nachweis von PTHrP. Die 11 Tumorgewebe, welche in der primaren PCR bereits positive

Ergebnisse gezeigt hatten, wurden nicht in die nested PCR Uberfihrt.

LS P NKMPB KMPB TU KM PB LS
1 2 3

Abb. 3.4: Produkte der nested PCR fur PTHrP der KM- und PB-Proben von Patientinnen mit einem
Mammakarzinom_LS: Langenstandard VI, P: Positivkontrolle / MB-231, N: Negativkontrolle, KM:
Knochenmark, PB: peripheres Blut, TU: Tumor, 1: KM und PB der Patientin B.G., 2: KM und PB der
Patientin H.N.H., 3: KM, PB und TU der Patientin G.L.

3.74 Ergebnisse der Hybridisierung der PCR-Produkte der Knochenmark-, Blut-
und Tumorgewebeproben der Patientinnen mit einem Mammakarzinom mit
PTHrP-spezifischen Sonden

Die Produkte der nested PCR wurden mit Hilfe des Southern-Blots auf Nylonmembranen

transferiert und die Spezifitdt der Ergebnisse durch die Hybridisierung mit Sonden, die

komplementér zu Sequenzen des PTHrP-Gens waren, Uberprift. Alle in der nested PCR als

PTHrP-positiv bewerteten Produkte konnten bestatigt werden. Insgesamt wurden PCR-

Produkte von 37 Proben des Knochenmarks, 37 Proben peripheren Blutes und 12 Proben
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des operativ entfernten Tumorgewebes von Patientinnen mit der Erstdiagnose eines
Mammakarzinoms auf Transkripte des PTHrP-Gens untersucht.

11 der 37 KM-Proben (29,73%) wurden nach der Hybridisierung der Produkte der nested
PCR als PTHrP-positiv eingestuft. Davon zeigte die Knochenmarkprobe 1 Patientin mit
einem primaren Mammakarzinom des Stadiums IIA und einem T2-Tumor, die in der
sekundaren PCR keine deutliche Bande erkennen liel3, eine PTHrP-spezifische Bande in der
hybridisierten Nylonmembran und wurde somit als positiv fir das PTHrP-Gen gewertet
(F.E.). 26 der 37 KM-Proben (70,27%) waren negativ fur PTHrP in der Blot-Technik.

9 der 37 PB-Proben (24%) waren im Blot mit PTHrP-spezifischen Sonden positiv. Davon
wurde bei 1 Patientin (H.L.) mit einem Tumor des Stadiums IIA und einem T2-Tumor, deren
Probe in der nested PCR fiir PTHrP keine deutliche Bande aufwies, eine PTHrP-spezifische
Bande auf der Blot-Ebene festgestellt, weshalb die PB-Probe dieser Patientin als PTHrP-
positiv gewertet wurde. 28 der 37 PB-Proben (76%)erwiesen sich als PTHrP-negativ in
dieser Untersuchung.

Proben des KM und des PB wurden von 34 Patientinnen mit der gesicherten Diagnose eines
Mammakarzioms untersucht. PTHrP-Positivitat in KM und PB zeigten die Proben von 2
Patientinnen mit einem Tumor des Stadiums I1I1B (5,88%) (B.G., E.T). Ein positives Ergebnis
im KM, nicht aber im PB wurde bei 9 der 34 Patientinnen (26,47%) gefunden (H.N.D., N.R.,
L.S., HN.H., F.E., LN., S.M., C.T., K.C.). PTHrP-positiv im PB und negativ im KM stellten
sich 5 der 34 Proben (14,71%) dar (P.X., G.L., H.L., K.L.F., T.U.). Bei 18 der 34 Patientinnen
(52,94%) fielen die Proben des KM und des PB negativ fir PTHrP aus (Tabelle 3.59).

Fur 11 der 12 Tumorgewebeproben, die in der primaren PCR positive Ergebnisse fir die
Expression des PTHrP-Gens gezeigt hatten, und 1 von 12 Tumorgewebeproben, die in der
nested PCR fur PTHrP einen positiven Nachweis erbracht hatte, wurde die Spezifitat der
PCR-Produkte in der Hybridisierung bestatigt.

Die Tabelle 3.58 gibt die PTHrP-positiven Ergebnisse des untersuchten KM ,PB und
Tumorgewebes bezogen auf die Anzahl und Art untersuchter Proben sowie das

Tumorstadium wieder.
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PTHrP
Stadium KM PB Tumor
(n=37) (n=37) (n=12)
pos. | neg. || pos. | neg. || pos. | neg.

0 1(1)13@) |11 ] 31 X X
[ 1(1)]12@) | 00O | 2(2) X X
A 5(4) |10 (10)| 5 (4) |10 (10)| 7 (7) 0
]]=] 22133 22|44 | 212 0
A 00133002 || 11 0
1B 0O |14@ 1) ]4@ || 1D 0
\Y; 1(1) 1) 00|22 1(1) 0
nicht definiert] 1(1) | 0(0) | 0(0) | 1 (1) X X
Gesamt 11 (10)|26 (26)| 9 (8) |28 (28)[|12 (12)] O

Tab. 3.58: PTHrP-positive Ergebnisse im Blot bezogen auf das Tumorstadium, die Anzahl und die Art

der untersuchten Proben; in Klammern sind die Ergebnisse der nested PCR fiir PTHrP angegeben;

nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren einer Einteilung im Sinne der TNM-Klassifikation

nicht zuganglich, Tumor: Tumorgewebe, x: kein Material

n=34 KM pos. KM neg.
PB pos. 2 5
PB neg. 9 18

Tab.3.59: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP in den KM- und PB-Proben der Patientinnen mit einem

Mammakarzinom; aufgefuhrt sind nur Patientinnen, von denen beide Probearten untersucht wurden.

Von den Patientinnen, deren Tumorgewebe auf die Expression von PTHrP untersucht

wurde, standen von 11 Patientinnen auch KM und PB, von 1 Patientin nur das KM (K.R.E.H.)

fur diese Untersuchung zur Verfiigung. Alle 12 untersuchten Tumorgewebe exprimierten
PTHrP (100%). Zusatzlich wurden im KM von 3 (25%) (F.E., H.N.H., B.G.) und im PB von 2
Patientinnen (18,18%) (G.L., B.G.) positive Ergebnisse fur PTHrP beobachtet. Davon waren

alle 3 Proben 1 Patientin mit einem Tumor des Stadium IIA (B.G.) positiv fir das Gen des
Uberpriften Proteins. 9 von 12 KM (75%) und 9 von 11 PB (81,82%) ergaben keinen Anhalt

fur die Expression dieses Markers bei PTHrP-positivem Tumorgewebe (Tabellen 3.60 und

3.61).
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n=12 Tumor Tumor n=11 Tumor Tumor
positiv negativ positiv negativ
KM positiv 3 0 PB positiv 2 0
KM negativ 9 0 PB negativ 9 0
Tab. 3.60 Tab. 3.61

Tabelle 3.60 und 3.61: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir PTHrP in Tumorgewebe und

KM bzw. PB der Patientinnen mit einem Mammakarzinom; das Tumorgewebe wurde von Patientinnen

mit der Erstdiagnose eines Mammakarzinoms gewonnen; n: Anzahl

3.8 Ergebnisse des Nachweises von PTHrP bei Patientinnen mit einem priméren
Mammakarzinom bezogen auf das Stadium des Tumors

KM und PB von 37 Patientinnen mit einem priméren Mammakarzinom wurden mittels der
RT-PCR und anschlieBender Hybridisierung mit PTHrP-spezifischen Sonden auf die
Expression von PTHrP Uberprift. Von 32 Patientinnen dieser Gruppe standen KM und PB,
von 2 Patientinnen nur KM (K.R.E.E., K.L.U.) und von 3 Patientinnen nur PB (R.S., G.N.,
R.R.) fur diese Untersuchung zur Verfigung. Die als positiv gewerteten Proben zeigten
PTHrP-positive Ergebnisse im Blot mit PTHrP-spezifischen Sonden.

10 von 34 KM (29,41%) und 9 von 35 PB (25,71%) waren PTHrP-positiv. In 24 von 34 KM
(70,59%) und 26 von 35 PB (74,29%) konnte das Gen des Proteins nicht nachgewiesen
werden. Die 12 untersuchten Tumorgewebeproben stellten sich alle PTHrP-positiv dar

(100%) (Tabelle 3.62).

PTHrP

Stadium KM PB Tumor
(n=34) (n=35) (n=12)

pos. | neg. | pos. | neg. | pos. | neg.
0 1 3 1 3 X X
I 1 1 0 2 X X
A 4 9 5 8 7 0
IIB 2 3 2 4 2 0
A 0 3 0 2 1 0
1B 0 4 1 4 1 0
\Y% 1 1 0 2 1 0
nicht definiert 1 0 0 1 X X
Gesamt 10 24 9 26 12 0

Tab. 3.62: Ergebnisse fur PTHrP des KM und PB von Patientinnen mit einem primaren Karzinom der
Mamma auf Blotebene bezogen auf die Anzahl untersuchter Proben und das Stadium des Tumors;
Patientinnen waren im Sinne der TNM-Klassifikation nicht

nicht definiert: Tumoren dieser

klassifizierbar, pos.: positiv, neq.: negativ, x: kein Material
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Ein positives Ergebnis fur PTHrP im KM und ein negatives im PB wurde bei 8 der 32
Patientinnen (25%) festgestellt, von denen beide Probearten untersucht wurden. Von diesen
hatte 1 Patientin einen Tumor im Stadium O (H.N.D.), 1 einen Tumor im Stadium | (N.R.), 3
einen Tumor im Stadium IIA (L.S., H.N.H., F.E.), 1 einen Tumor im Stadium 1B (S.M.), 1
einen Tumor im Stadium IV (C.T.) und 1 einen Tumor dessen Grol3e nicht festgelegt wurde
und der deshalb keinem Tumorstadium im Rahmen der TNM-Klassifikation zugeordnet
werden konnte (K.K.l.). Ein negatives Ergebnis fur die Expression von PTHrP im KM und ein
positives im PB fand sich bei 5 Patientinnen (15,63%). Von diesen hatte 1 einen Tumor im
Stadium 0 (P.X.), 3 einen Tumor im Stadium A (G.L., H.L., K.L.F.) und 1 einen Tumor im
Stadium 11IB (T.U.). Ein Nachweis von PTHrP im KM und PB gelang bei 2 Patientinnen
(6,25%). Davon hatte 1 einen Tumor im Stadium IIA (B.G.) und 1 einen Tumor im Stadium
IIB (E.T.). Bei 17 der 32 Patientinnen (53,13%), bei denen beide Probearten untersucht
wurden, konnte eine Expression des PTHrP-Gens nicht nachgewiesen werden (Tabelle 3.63

und Diagramm 3.8).

n=32 KM pos. KM neg.
PB pos. 2 5
PB neg. 8 17

Tab. 3.63: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im KM und PB aller Patientinnen mit einem priméaren

Mammakarzinom; pos.: positiv, neg.: negativ
KM+/PB+ KM-+/PB-

KM-/PB+

KM-/PB-

Diagramm_3.8: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Hybridisierung mit spezifischen

Sonden zum Nachweis von PTHrP der KM- und PB-Proben der Patientinnen mit einem priméren
Mammakarzinom; aufgefuhrt sind nur die Patientinnen, von denen KM und PB untersucht wurden
(n=32)
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Die Darstellung und der Vergleich der Ergebnisse der untersuchten Tumorgewebe von
Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom sind in Kapitel 3.7.4 dargestellt.

3.8.1 Ergebnisse des PTHrP-Nachweises bei Patientinnen mit einem primaren
Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen

Von 14 Patientinnen mit einem negativen Nodalstatus und ohne Fernmetastasen wurden KM
und PB auf Transkripte von PTHrP Uberpruft. Die als positiv fur Transkripte des PTHrP-Gens
gewerteten Proben zeigten PTHrP-spezifische PCR-Produkte in der Hybridisierung des
Southern-Blots.

In 4 der 14 KM-Proben (28,57%) konnte PTHrP detektiert werden. Die Proben stammten von
1 Patientin mit einem Carcinoma in situ (H.N.D.), von 1 Patientin mit einem T1-Tumor (N.R.)
und von 2 Patientinnen mit einem T2-Tumor (F.E., B.G.). Proben des PB ergaben bei 4 von
14 Patientinnen (28,57%) ein positives Ergebnis fur PTHrP. Von diesen hatte 1 Patientin ein
Carcinoma in situ (P.X.), und 3 Patientinnen einen T2-Tumor (H.L., K.L.F., B.G.). In 10 von
14 KM-Proben (71,43%) und 10 von 14 PB-Proben (71,43%) konnten keine Transkripte von
PTHrP nachgewiesen werden. Eine Darstellung der Ergebnisse der jeweiligen Probenart
bezogen auf die Anzahl der Uberpriften Proben und die GroRe des Tumors zeigen die
Tabellen 3.64 und 3.65.

PTHrP PTHrP
Tumor- |Patienten- KM Tumor- |Patienten- PB
gréfde anzahl pos. neg. grofde anzahl pos. neg.
Cis 4 1 3 Cis 4 1 3
T1 2 1 1 T1 2 0 2
T2 7 2 5 T2 7 3 4
T4 1 0 1 T4 1 0 1
Gesamt 14 4 10 Gesamt 14 4 10
Tab. 3.64 Tab. 3.65

Tab. 3.64 und 3.65: Ergebnisse fir PTHrP im Southern-Blot der KM- und PB-Proben von

Patientinnen mit einem primaren Karzinom der Mamma bezogen auf die Anzahl untersuchter Proben

und die Grol3e des Tumors; pos.: positiv, ned.: negativ

Bei 1 Patientin (7,14%) mit einem T2-Tumor waren KM und PB positiv fiur PTHrP (B.G.). 3
Patientinnen (21,43%) zeigten Transkripte fur PTHrP im KM, nicht aber im PB, von denen 1
ein Carcinoma in situ (H.N.D.), 1 einen T1-Tumor (N.R.) und 1 einen T2-Tumor hatte. Bei 3
der 14 Patientinnen (21,43%) war PTHrP im PB detektierbar, ohne gleichzeitigen Nachweis
im KM. Von diesen hatte 1 ein Carcinoma in situ (P.X.) und 2 einen Tumor der GroRRe T2
(H.L., K.L.F.). Bei 7 von 14 Patientinnen (50%) waren keine positiven Ergebnisse fur PTHrP
im KM und PB zu finden (Tabelle3.66).
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PTHrP
n=13 KM pos. KM neg.
PB pos. 1 3
PB neg. 3 6

Tab. 3.66: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im Southern-Blot der KM- und PB-Proben der nodal
negativen Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen; pos.: positiv,

neg.: negativ

Von 4 Patientinnen mit einem Tumor der Gré3e T2 im Stadium IIA wurde zusatzlich operativ
entferntes Tumorgewebe auf die Expression von PTHrP untersucht. Bei 2 Patientinnen (F.E.,
B.G.) waren Transkripte fir PTHrP im Knochenmark und im Tumorgewebe nachweisbar, bei
2 Patientinnen lediglich im Tumorgewebe. Von 4 Patientinnen mit positiven Ergebnissen fur
PTHrP im Tumorgewebe fiel bei 1 Patientin (B.G.) die Untersuchung des PB positiv, bei 3
Patientinnen negativ aus. Bei 1 Patientin war die Untersuchung der nested-PCR-Produkte ftr
PTHrP in der Hybridisierung fir alle drei Probenarten positiv (B.G.) (Tabellen 3.67 und 3.68).

PTHrP PTHrP
n=4 Tumor Tumor n=4 Tumor Tumor
positiv negativ positiv negativ
KM positiv 2 0 PB positiv 1 0
KM negativ 2 0 PB negativ 3 0
Tab. 3.67 Tab. 3.68

Tabelle 3.67 und 3.68: Vergleich der Ergebnisse der KM- und PB-Proben der Patientinnen mit einem

primaren Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen; aufgefiihrt sind nur

Patientinnen, von denen alle 3 Probenarten untersucht wurden

3.8.2 Ergebnisse des PTHrP-Nachweises bei nodal positiven Patientinnen mit
einem primaren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen

In dem Kollektiv nodal positiver Patientinnen bei denen keine Fernmetastasen diagnostiziert
wurden, wurden von 21 Patientinnen die Produkte der nested PCR fir PTHrP von 18 KM-
Proben und 19 PB-Proben im Blot mit PTHrP-spezifischen Sonden auf die Expression von
PTHrP untersucht. Von 16 Patientinnen lagen PB und KM, von 2 nur Proben des KM
(K.R.E.E., K.L.U.) und von 3 nur Proben des PB (R.S., G.N., R.R.) fur diese Untersuchung
vor. Als PTHrP-positiv wurden Proben gewertet, deren nested-PCR-Produkte sich im Blot mit
PTHrP-spezifischen Sonden nachweisen lie3en.

In 5 von 18 KM (27,78%) konnten Transkripte des PTHrP-Gens nachgewiesen werden,

wobei 2 Patientinnen einen T1-Tumor (L.S., H.N.H.), 2 Patientinnen einen T2-Tumor (S.M.,
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E.T.) und 1 Patientin einen Tumor nicht festgelegter GroRe (K.K.l.) aufwiesen. In 5 von 19
PB (26,32%) (E.T., T.U., G.N.) konnte PTHrP detektiert werden. Von diesen wurde bei 2
Patientinnen (G.L., R.S.) ein Tumor der Grol3e T1 diagnostiziert, bei 2 Patientinnen ein
Tumor der GroRe T2 (E.T., G.N.) und bei 1 Patientin ein Tumor der GroRe T4 (T.U.).
Negative Ergebnisse fiir diese molekularbiologische Untersuchung zeigten 13 von 18 KM-
Proben (72,22%) und 14 von 19 PB-Proben (73,68%).

Die Tabellen 3.69 und 3.70 zeigen die Ergebnisse im KM und PB der Patientinnen bezogen

auf die Anzahl untersuchter Proben und die Tumorgréi3e.

PTHrP PTHrP
Tumor- |Patienten- KM Tumor- |Patienten- PB
gréiRe anzahl pos. neg. groiRe anzahl pos. neg.
T1 6 2 4 T1 7 2 5
T2 7 2 5 T2 7 2 5
T3 2 0 2 T3 1 0 1
T4 2 0 2 T4 3 1 2
TX 1 1 0 TX 1 0 1
Gesamt 18 5 13 Gesamt 19 5 14
Tab. 3.69 Tab. 3.70

Tabelle 3.69 und 3.70: Ergebnisse fur PTHrP im Southern-Blot der KM- und PB-Proben von nodal

positiven Patientinnen mit einem primaren Karzinom der Mamma ohne Fermetastasen bezogen auf

die Anzahl untersuchter Proben und die GréRe des Tumors; pos.: positiv, neg.: negativ

Von 16 Patientinnen, von denen Proben des KM und des PB untersucht wurden, wurde bei 1
Patientin (6,25%) mit einem Tumor der GréRe T2 (E.T.) ein positives Ergebnis in beiden
Probenarten gefunden. Ein positives Ergebnis im KM und ein negatives im PB fand sich bei
3 Patientinnen (18,75%), von denen 2 einen T1-Tumor (L.S., H.N.H.) und 1 Patientin einen
T2-Tumor (S.M.) aufwiesen. 2 Patientinnen (12,5%) waren PTHrP-positivim PB und PTHrP-
negativ im KM, wobei bei einer ein Tumor der Groé3e T1 (G.L.) und bei einer ein Tumor der
GroRe T4 (T.U.) diagnostiziert wurde. In 10 von 16 Fallen (62,5%) fiel der Nachweis von
PTHrP im KM und PB negativ aus (Tabelle 3.71).
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PTHrP
n=16 KM pos. KM neg.
PB pos. 1 2
PB neg. 3 10

Tab. 3.71: Vergleich der Ergebnisse fiir PTHrP im Southern-Blot der KM- und PB-Proben der nodal
positiven Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen; aufgefuihrt sind

nur Patientinnen, von denen beide Probenarten zur Verfiigung standen;_pos.: positiv, neg.: negativ

Von 7 der Patientinnen dieses Kollektivs wurden PCR-Produkte der Tumorgewebsproben mit
PTHrP-spezifischen Sonden untersucht. Von 6 dieser Patientinnen lagen zusétzlich Proben
des KM und PB zur Untersuchung vor, von 1 Patientin nur eine des KM (K.R.E.E.). Alle 7
Tumorgewebsproben stellten sich positiv dar, bei je 1 Patientin mit einem T1-Tumor konnte
PTHrP auch im KM (14,29%) (H.N.H.) und im PB (16,67%) (G.L.) nachgewiesen werden. Bei
6 Patientinnen war das KM (85,71%) und bei 5 Patientinnen das PB (83,33%) negativ fur
PTHrP bei positivem Nachweis im Tumorgewebe (Tabellen 3.72 und 3.73).

n=7v Tumor Tumor n==6 Tumor Tumor
positiv negativ positiv negativ
KM positiv 1 0 PB positiv 1 0
KM negativ 6 0 PB negativ 5 0
Tab. 3.72 Tab. 3.73

Tabelle 3.72 und 3.73: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiir PTHrP im Southern-Blot der

Tumorgewebeproben und KM- bzw. PB-Proben der nodal positiven Patientinnen mit einem

Mammakarzinom ohne Fernmetastasen; n: Anzahl

3.8.3 Ergebnisse des PTHrP-Nachweises bei Patientinnen mit einem primaren
Mammakarzinom und mit Fernmetastasen

Von 2 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und dem gleichzeitigen Vorliegen
von Fernmetastasen wurden die nested-PCR-Produkte der KM- und PB-Proben mit PTHrP-
spezifischen Sonden auf Transkripte des PTHrP-Gens im Southern-Blot Uberprift. Als
PTHrP-positiv wurden Proben befundet, deren PCR-Produkte sich mit der Sonde zum
Nachweis von PTHrP-Transkripten im Southern-Blot markieren liel3en.

1 Patientin mit einem T4-Tumor (C.T.) und positivem Lymphknotenstatus und pulmonalen
Metastasen wies PTHrP-Transkripte im KM auf. Die Patientin mit einem T1-Tumor, positivem

Lymphknotenstatus und ossdren Metastasen war PTHrP-negativ in der untersuchten KM-
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Probe (K.C.). Die untersuchten PB-Proben dieser Gruppe zeigten keinen Anhalt fir das

Vorliegen des Uberpriften Gens (Tabellen 3.74, 3.75 und 3.76).

PTHrP PTHrP
Tumor- |Patienten- KM Tumor- |Patienten- PB
groiRe anzahl pos. neg. groiRe anzahl pos. neg.
T1 1 0 1 T1 1 0 1
T4 1 1 0 T4 1 0 1
Gesamt 2 1 1 Gesamt 2 0 2
Tab. 3.74: Tab. 3.75

Tabelle 3.74 und 3.75: Ergebnisse fir PTHrP des KM von Patientinnen mit einem priméren Karzinom

der Mamma und mit Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl untersuchter Proben und das Stadium

des Tumors; pos.: positiv, neg.: negativ

n=2 KM pos. KM neg.
PB pos. 0 0
PB neg. 1 1

Tab.3.76: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im KM und PB der Patientinnen mit einem priméaren

Mammakarzinom und mit Fernmetastasen; pos.: positiv, neg negativ

3.8.4 Ergebnisse des PTHrP-Nachweises bei Patientinnen mit einem Rezidiv und
der Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma

Von KM- und PB-Proben von 2 Patienten, deren Material zum Zeitpunkt der Rezidivdiagnose
gewonnen wurde, wurden mittels PTHrP-spezifischer Sonden die Produkte der RT-PCR auf
die Expression von PTHrP Uberprft. Von diesen wurde initial bei einer Patientin ein primarer
Tumor des Stadiums IIA (H.M.) und einem Patienten ein mannliches Mammakarzinom des
Stadiums 1IA (I.N.) diagnostiziert. Lymphknoten- und / oder Fernmetastasen wurden zum
Zeitpunkt der Probenentnahme bei keiner der beiden diagnostiziert. Ein positives Ergebnis
fand sich bei der Patientin im KM (H.M.), das KM des Patienten mit einem mannlichen
Mammakarzinom war negativ fur Transkripte des PTHrP-Gens. Die Proben des PB beider
Patienten waren PTHrP-negativ.

Der Nachweis fiur die Expression von PTHrP in der RT-PCR und in der Hybridisierung mit
PTHrP-spezifischen Sonden im Southern-Blot des untersuchten Knochenmarks der Patientin
mit einem Zweitkarzinom der Mamma fiel negativ aus.

Die Tabellen 3.77, 3.78 und 3.79 stellen die Ergebnisse der untersuchten KM- und PB-
Proben in Bezug auf das Stadium des Tumors bzw. des Primatumors der
Rezidivpatientinnen und die Anzahl untersuchter Proben dar. Das Zweitkarzinom der

Patientin wurde mit T1 N2 bei unklarem Fernmetastasenstatus festgelegt, weshalb die
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Patientin in der Tabelle als nicht definierbar im Rahmen der TNM-Klassifikation aufgefuhrt

wird.
PTHrP PTHrP
Tumor- Patienten- KM Tumor- Patienten- PB
stadium anzahl |pos.] neg. stadium anzahl |pos.| neg.
A 2 1 1 A 2 0 2
nicht definiert 1 0 1 nicht definiert X X X
Gesamt 3 1 1 Gesamt 2 0 2
Tab. 3.77: Tab. 3.78

Tab. 3.77 und 3.78: Ergebnisse fur PTHrP des KM von Patientinnen mit einem Rezidiv und der

Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma bezogen auf die Anzahl untersuchter Proben und das
Stadium des Tumors. Die Patientinnen mit einem Rezidiv sind dem Stadium des Primartumors zu
geordnet. pos.. positiv, neg.: negativ, nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren einer

Einteilung im Sinne der TNM-Klassifikation nicht zuganglich

n=2 KM pos. KM neg.
PB pos. 0 0
PB neg. 1 1

Tab. 3.79: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im KM und PB der Patientinnen mit einem Rezidiv und

der Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma; pos.: positiv, heq.: negativ

3.9 Korrelation der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP mit dem Ostrogen-
und Progesteronrezeptorstatus

Im operativ entfernten Tumormaterial von 42 Patientinnen wurde die Expression von
Ostrogen- und Progesteronrezeptoren quantitativ bestimmt. Der Rezeptorbefund galt als
positiv, wenn das Tumorgewebe als rezeptorarm, positiv oder hochpositiv eingestuft worden
war. Negativ waren diejenigen Karzinomgewebe, in denen Kkein Rezeptorprotein
nachgewiesen werden konnte.

Bei 36 der 42 Mammakarzinompatientinnen wurde der Ostrogenrezeptorstatus im
Tumorgewebe erhoben, bei 35 die Progesteronrezeptorexpression bestimmt und das KM,
PB und Tumorgewebe auf Transkripte von PTHrP Uberprift. Von 31 Patientinnen lagen KM
und PB zur Untersuchung vor, von 3 Patientinnen nur KM-Proben (K.R.E.E., K.L.U., N.K\)

und von 2 Patientinnen nur PB-Proben (G.N., R.R.).
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391 Korrelation der Ergebnisse von PTHrP mit dem Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus bei  Patientinnen mit einem  primaren
Mammakarzinom

Von 34 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom, in deren Tumorgewebe der

Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus ermittelt werden konnte, wurden Proben des KM

und PB auf einen Tumorzellkontamination mittels der RT-PCR fir PTHrP tberpruft.

30 Tumorgewebe wiesen einen positiven Ostrogenrezeptorstatus auf, 2 waren negativ. Von

30 Patientinnen, deren Tumorgewebe den Ostrogenrezeptor exprimierten, wurden von 28

KM und PB, von 2 nur KM (K.R.E.E., K.L.U.) und von 2 Patientinnen nur Proben des PB

(G.N., R.R.) auf die Expression von PTHrP untersucht. Transkripte von PTHrP konnten bei

diesen in 8 von 30 KM (26,67%) (N.R., F.E., L.S., H.N.H., B.G., S.M., E.T., K.K.l.) und 8 von

30 PB (26,67%) (T.U., E.T., B.G., K.L.F., G.L., G.N., P.X., H.L.) gefunden werden. Bei 2

Patientinnen dieser Gruppe waren sowohl das KM als auch das PB positiv fur PTHrP (B.G.,

E.T.). PTHrP-negativ bei Rezeptornachweis im Tumorgewebe waren 22 der 30 KM (73,33%)

und 22 der 30 PB (73,33%). Von den 2 Patientinnen, deren Tumoren keinen

Ostrogenrezeptor exprimierten, waren das KM von 1 positiv (C.T.) und von 1 PTHrP-negativ.

Die PB-Proben beider Patientinnen stellten sich negativ dar (Tabelle 3.80 und 3.81).

Tumorgewebe von 23 der auf PTHrP untersuchten Patientinnen exprimierten den

Progesteronrezeptor. Bei 21 dieser Patientinnen wurde die Expression von PTHrP im KM

und PB, von 2 nurim KM (K.R.E.E., K.L.U.) und von 2 nur im PB (G.N., R.R.) untersucht.

9 von 23 Patientinnen (39,13%) zeigten Transkripte des PTHrP-Gens im KM (N.R., F.E.,

L.S., H.N.H,, B.G., S.M., E.T., C.T., K.K.l.) und 7 von 23 (30,43%) im PB (P.X., G.N., B.G.,

E.T., T.U, G.L.,, K.L.F.). 2 Patientinnen wiesen positive Ergebnisse fur PTHrP im KM und PB

auf (E.T., B.G.). Negative Ergebnisse flr PTHrP bei positivem Rezeptorstatus fanden sich in

14 von 23 KM (60,87%) und 16 von 23 PB (69,57%). Bei 8 Patientinnen war kein

Progesteronrezeptor im Tumorgewebe nachweisbar. Keine der 8 Patientinnen exprimierte

PTHrP im KM. Bei 1 der 8 Patientinnen (12,5%) wurde PTHrP im PB gefunden (H.L.) und bei

7 der 8 Patientinnen (87,5%) fiel der Nachweis fir PTHrP im PB negativ aus (3.82 und 3.83).

Karzinome von 25 Patientinnen waren positiv flr beide Rezeptortypen. Davon waren bei 2

Patientinnen PTHrP-Transkripte im KM und PB (B.G., E.T.), bei 6 im KM (N.R., F.E., L.S.,

H.N.H., S.M., K.K.l.) und bei 5im PB (T.U., K.L.F., G.L., G.N., P.X.) nachweisbar. 1 Patientin

zeigte weder eine Rezeptorexpression noch einen PTHrP-Nachweis im KM und PB

(K.R.E.H.).
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Knochenmark Peripheres Blut
n=32 PTHrP-pos. | PTHrP-neg. n=32 PTHrP-pos. | PTHrP-neg.
ER-positiv 8 22 ER-positiv 8 22
ER-negativ 1 1 ER-negativ 0 2
Tab. 3.80 Tab. 3.81

Tabelle 3.80 und 3.81: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von PTHrP im KM und PB von

Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und der Expression von Ostrogenrezeptoren im

Tumorgewebe; pos.: positiv, neg.: negativ, n: Anzahl, ER: Ostrogenrezeptor

Knochenmark Peripheres Blut
n=31 PTHrP-pos. | PTHrP-neg. n=31 PTHrP-pos. | PTHrP-neg.
PR-positiv 9 14 PR-positiv 7 16
PR-negativ 0 8 PR-negativ 1 7
Tab. 3.82 Tab. 3.83

Tabelle 3.82 und 3.83: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von PTHrP im KM und PB von

Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und der Expression von Progesteronrezeptoren im

Tumorgewebe; pos.: positiv, neq.: negativ, n: Anzahl, PR: Progesteronrezeptor

In den 12 Proben des entnommenen Tumorgewebes der Patientinnen mit einem primaren
Mammakarzinom, wurde eine Koexpression von Ostrogenrezeptoren und dem PTHrP-Gen
in 12 von 12 Féllen, sowie eine Koexpression von Progesteronrezeptoren und Transkripten
fur PTHrP in 10 von 12 Fallen festgestellt. 2 der 12 untersuchten Tumorgeweben hatten
einen negativen Progesteronrezeptorstatus bei nachweisbarer PTHrP-Expression.

PTHrP mit und

Progesteronstatus der Patientinnen mit einem Rezidiv oder Zweitkarzinom

3.9.2 Korrelation der Ergebnisse fir dem Ostrogen-

der Mamma

Gewebe des Rezidiviumors einer Patientin, sowie Material der Patientin mit dem

Zweitkarzinom der Mamma wurden auf Ostrogen- und Progesteronrezeptoren untersucht.

Das Tumorgewebe des Rezidivs stellte sich positiv fir den Ostrogen- und

Progesteronrezeptor dar, das auf PTHrP-Transkripte untersuchte KM und PB der Patientin
zeigte keinen Anhalt fur eine Tumorzelldissemination. Das Gewebe des Zweitkarzinoms der

Mamma war fir beide Rezeptorarten negativ. Das KM der Patientin war negativ fur PTHrP.
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3.10 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten

Die in diesem Vergleich als positiv fir die Expression von PTHrP bezeichneten Proben sind
solche, deren nested-PCR-Produkte einen positiven Nachweis fir die Expression fur PTHrP
in der Hybridisierung mit PTHrP-spezifischen Sonden erbgaben. Die als positiv fur CK 18
bewerteten Zytozentrifugationspraparate wiesen 3 oder mehr Zellen auf, die mit dem
Antikdrper gegen CK 18 markiert werden konnten.

3.10.1  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in

Zytozentrifugationspréparaten bei Patientinnen mit einer benignen
Erkrankung der Mamma

KM und PB von 7 der 8 Patientinnen wurden mittels der RT-PCR und der Hybridisierung der

nested-PCR-Produkte auf die PTHrP

Zytozentrifugationspraparaten auf die Expression von CK 18 untersucht.

Ergebnisse fur CK 18 und PTHrP wurden in 5 von 7 (71,43%) KM-Proben und 7 von 7

(100%) PB-Proben gefunden. Im KM von 2 der 7 Patientinnen (28,57%) (K.R.P., L.H.) ergab

sich ein positives Resultat fur CK 18 und ein negatives fir PTHrP. Von den untersuchten

Expression  von und mit Hilfe von

Negative

Patientinnen war bei 5 von 7 keiner der beiden Marker im KM und PB nachweisbar (Tabelle
3.84 und 3.85).

Knochenmark (n=7) peripheres Blut (n=7)

PTHrP- | PTHrP- PTHrP- | PTHrP-

positiv | negativ positiv | negativ
CK-18-positiv 0 2 CK-18-positiv 0 0
CK-18-negativ 0 5 CK-18-negativ 0 7
Tab. 3.84 Tab. 3.85

Tabelle 3.84 und 3.85: Vergleich der Ergebnisse fiir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten und des

Nachweises von PTHrP im KM und PB des Patientenkollektivs mit einer benignen Erkrankung der

Mamma

3.10.2  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Zytozentrifugationspréparaten aller Patientinnen mit einem Mammakarzinom
Von 40 Patientinnen mit der gesicherten Diagnose eines Mammakarzinoms wurde von 36
das KM CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten als auch auf Transkripte des PTHrP-Gens Uberprift. Davon
standen von 33 Patientinnen KM und PB, von 3 Patientinnen nur KM (K.R.E.E., K.L.U., N.K.)

und von 4 Patientinnen nur Proben des PB (S.T., G.N., R.R., R.S.) fiir beide Untersuchungen

und von 37 das PB sowohl auf die Expression von

zur Verfligung.
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Bei der Auswertung der Ergebnisse von CK 18 in den Zytozentrifugationspraparaten und
Untersuchung fir die Expression von PTHrP wiesen 2 von 36 KM (5,56%) (N.R., B.G.) und 1
von 37 PB (2,70%) (R.S.) positive Ergebnisse in beiden Untersuchungen auf. CK-18-negativ
und PTHrP-positiv waren 9 von 36 KM (25%) (H.N.D., L.S., H.N.H., F.E., S.M., E.T., C.T,,
K.K.I., I.N.) und 8 von 37 PB (21,62%) (P.X., G.L., H.L., K.L.F., B.G., E.T., G.N., T.U.). CK-
18-positiv und PTHrP-negativ befundet wurden 7 von 36 KM (19,44%) (P.E., K.C., K.L.F.,
F.R.E., KK.W., S.G., N.K.)) und 3 von 37 PB (8,12%) (S.R., R.R., S.G.). Negativ fur beide
Parameter waren 18 von 36 (50%) KM-Proben und 25 von 37 PB-Proben (67,57%) (Tabelle
3.86 und 3.87).

10 von 33 Patientinnen von denen beide Probenarten zur Verflgung standen zeigten
negative Ergebnisse fiir beide Marker im KM und PB, 1 von 33 Patientinnen (S.G.) wies in
beiden Probenarten CK 18, nicht aber PTHrP auf und bei 1 von 33 Patientinnen (E.T.) waren
KM und PB CK-18-negativ und PTHrP-positiv.

KM/ n=36 PTHrP- PTHrP- PB / n=37 PTHrP- PTHrP-
positiv negativ positiv negativ
CK-18-positiv 2 7 CK-18-positiv 1 3
CK-18-negativ 9 18 CK-18-negativ 8 25
Tab. 3.86 Tab.3.87

Tabelle 3.86 und 3.87: Darstellung des Vergleichs der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten des KM bzw. des PB aller Patientinnen mit einem Mammakarzinom

3.10.3  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem priméaren
Mammakarzinom unter Bericksichtigung des Tumorstadiums
Es wurden Knochenmarksproben von 33 Patientinnen und Proben peripheren Blutes von 35
Patientinnen mit der Diagnose eines primaren Mammakarzinoms anhand von
Zytozentrifugationspraparaten auf CK 18 und mittels der RT-PCR und Blot-Technik auf die
Expression von PTHrP untersucht. Von diesen standen von 31 Patientinnen sowohl KM als
auch PB fir beide Methoden zur Verfigung, von 2 Patientinnen nur KM (K.R.E.E., K.L.U.)
und von 4 Patientinnen nur PB (S.T., G.N., R.R., R.S.). Die Tabellen 3.88 und 3.89 geben
die Ergebnisse fir Knochenmark- bzw. Blutproben in den nach Tumorstadien unterteilten
Gruppen bezogen auf die Anzahl der untersuchten Patientenproben wieder. Bei 1 Patientin
mit einem Carcinoma in situ (P.E.) wurden vor dem Zeitpunkt der Diagnose des
Mammakarzioms Lebermetastasen festgestellt, deren Ursprung pathohistologisch nicht
geklart werden konnte und bei der ein Tumor anderer Genese ausgeschlossen wurde. Diese

Patientin ist aus diesem Grund unter dem Stadium 0 aufgefiihrt. Bei einer Patientin (K.K.l.)
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wurde die Tumorgrof3e nicht definiert, weshalb eine Einteilung des Tumors in ein Stadium
der TNM-Klassifikation nicht méglich war und die Patientin als “nicht definiert* in den
Tabellen aufgefiihrt wurde.

Positive Resultate fir beide Untersuchungen lagen in 2 von 33 Fallen (6,06%) in den KM-
Proben vor. 1 Probe entstammte einer Patientin mit einem Tumor im Stadium | (N.R.) und 1
Probe einer Patientin mit einem Tumor im Stadium IIA (B.G). PTHrP-positive und CK-18-
negative Ergebnisse zeigten sich im KM von 8 der 33 Patientinnen (24,24%), von denen 1
ein Carcinoma in situ (H.N.D.), 3 einen Tumor im Stadium IIA (L.S., H.N.H., F.E.), 2 einen
Tumor im Stadium 1IB (E.T., S.M.), 1 einen Tumor im Stadium IV (C.T.) und 1 einen Tumor
nicht definierter GroRe hatte, weshalb dieser keinem Stadium im Rahmen der TNM-
Klassifikation zugeteilt werden konnte (K.K.l.). PTHrP-Negativitdt und CK-18-Positivitét
wurde bei 6 der 33 Patientinnen (18,18%) im KM gefunden. Von diesen hatte 1 einen Tumor
im Stadium 0 bei Lebermetastasen unklaren Ursprungs (P.E.), 2 einen Tumor im Stadium IIA
(K.L.F., K.KK.W.), 1 einen Tumor im Stadium IIB (F.R.E.), 1 einen Tumor im Stadium 1B
(S.G.) und 1 einen Tumor im Stadium IV (K.C.). Negativ fiir beide Marker waren 17 der 33
KM-Proben (51,52%).

1 von 35 PB-Proben (2,86%) von einer Patientin mit einem Tumor im Stadium IIA (R.S.) war
positiv fur beide Marker. Positive Ergebnisse fiur PTHrP und negative fiur CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten wurden im PB von 8 der 35 Patientinnen (22,86%) festgestellt.
Von diesen hatte 1 ein Carcinoma in situ (P.X.), 4 einen Tumor im Stadium IlIA (G.L., H.L,,
K.L.F., B.G.), 2 einen Tumor im Stadium 1IB (E.T., G.N.) und 1 einen Tumor im Stadium IIIB
(T.U). Negativ fur PTHrP und positiv fir CK 18 im Zytozentrifugationspraparat waren 3 der
35 (8,57%) untersuchten PB-Proben, die einer Patientin mit einem Tumor im Stadium IIA
(S.R.) und zwei Patientinnen mit einem Tumor im Stadium IlIB (R.R., S.G.) entnommen
worden waren. Ein negatives Ergebnis fur beide Marker ergab sich bei 23 der 35 PB-Proben
(65,71%).

In 10 von 31 Fallen, von denen KM und PB untersucht wurden, waren sowohl das KM als
auch das PB negativ fir beide Marker. Konkordante positive Ergebnisse fur KM und PB
lagen nicht vor. 1 Patientin mit einem Tumor im Stadium IlIB (S.G.) zeigte positive
Ergebnisse fir CK 18 im KM und PB und negative fir PTHrP in beiden Probearten. Bei 1
Patientin mit einem Tumor im Stadium IIB (E.T.) wiesen KM und PB positive Ergebnisse fur
PTHTrP, nicht aber fir CK 18 auf.
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Knochenmark (n=33)

Methode Tumorstadium
PTHrP CK 18 Cis| I [HA{UB [IIA[NB/| IV nicht Gesamt-
(Zytospin) definiert anzahl

positiv positiv 0 1 1 0 0 0 0 0 2
positiv negativ 1 0 3 2 0 0 1 1 8
negativ.__ |positiv 1 0 2 1 0 1 1 0 6
negativ  |negativ 2 1 7 1 3 3 0 0 17

Patientenanzahl 4 2 |13 | 4 3 4 2 1 33

Tab.3.88: Vergleich der im Knochenmark gefundenen Ergebnisse fur PTHrP und der auf CK 18
untersuchten Zytozentrifugationspraparate bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl der
untersuchten Patientinnen mit einem priméaren Mammakarzinom; Zytospin:
Zytozentrifugationspraparate mit 1x10° Zellen, nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren im
Rahmen der TNM-Klassifikation nicht klassifizierbar

Vergleich von PTHrP und CK 18in
Zytozentrifugationspraparaten des KM

PTHrP+/CK18+

PTHrP-/CK18- n=2
n=17 PTHrP+/CK18-

n=8

PTHrP-/CK18+
n=6

Diagramm _ 3.9: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im Blot und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der KM-Proben aller Patientinnen mit einem priméren
Mammakarzinom; aufgefihrt sind nur Patientinnen, bei denen beide Untersuchungen durchgefihrt
wurden
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Peripheres Blut (n=35)

Methode Tumorstadium
PTHrP CK 18 Cis| I [HA{UB [IIA[IB /| IV nicht Gesamt-
(Zytospin) definiert anzahl

positiv positiv 0 0 1 0 0 0 0 0 1
positiv negativ 1 0 4 2 0 1 0 0 8
negativ__ |positiv 0 0 1 0 0 2 0 0 3
negativ.  |negativ 3 2 7 4 2 2 2 1 23

Patientenanzahl 4 2 |13 ] 6 2 5 2 1 35

Tab.3.89: Vergleich der im peripheren Blut gefundenen Ergebnisse fir PTHrP und der auf CK 18
untersuchten Zytozentrifugationspraparate bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl der
untersuchten Patientinnen mit einem priméren Mammakarzinom, Zytospin:
Zytozentrifugationspraparate mit 1x10° Zellen, nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren im
Rahmen der TNM-Klassifikation nicht klassifizierbar

Vergleich von PTHrP und CK 18in
Zytozentrifugationspraparaten des PB

PTHIP-/CK18- PTHIP+/CK18+
n=23 n=1 PTHrP+/CK18-

N

PTHrP-/CK18+
n=3

Diagramm _ 3.10: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP im Blot und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der PB-Proben aller Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom;

aufgefiihrt sind nur Patientinnen, bei denen beide Untersuchungen durchgefiihrt wurden

3.10.3.1 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem priméaren
Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen

Von 14 Patientinnen wurden KM und PB in Zytozentrifugationspraparaten gegen CK 18

gefarbt und zuséatzlich auf die Expression von PTHrP untersucht.

Im KM zeigten 2 der 14 Patientinnen (14,29%) positive Ergebnisse fur CK 18 und PTHrP,

von denen 1 einen Tumor der GroRe T1 (N.R.) und 1 einen Tumor der GréRe T2 (B.G.)

aufwies. Positiv fir CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten und negativ flr die Expression
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von PTHrP wurden 4 KM-Proben (28,57%) gewertet, die von 1 Patientin mit einem
Carcinoma in situ bei Lebermetastasen unklaren Ursprungs (P.E.), von 2 Patientinnen mit
einem T2-Tumor (K.L.F., K.KK.W.) und 1 Patientin mit einem T4-Tumor (S.G.) gewonnen
worden waren. Ein positiver Nachweis von PTHrP bei fehlendem Nachweis von CK-18-
exprimierenden Zellen wurde bei 2 der 14 Patientinnen (14,29%) gefunden, von denen bei 1
Patientin ein Carcinoma in situ (H.N.D.) und bei 1 Patientin ein T1-Tumor (F.E.)
diagnostiziert worden war. 6 der 14 (42,86%) untersuchten KM-Proben waren fir beide
Marker negativ.

Ein positives Ergebnis fur PTHrP und CK 18 lag bei keinem (0%) der 14 untersuchten PB-
Proben vor. CK-18-positiv und PTHrP-negativ stellte sich das PB von 1 Patientin (7,14%) mit
einem T4-Tumor dar. Im PB von 4 Patientinnen (28,57%) wurden negative Ergebnisse flr
CK 18 und positive fur PTHrP festgestellt. Von diesen hatten 1 ein Carcinoma in situ (P.X.)
und 3 einen T2-Tumor (H.L., K.L.F., B.G.). Bei 9 der 14 Patientinnen (64,29%) war das PB
negativ fur beide Marker.

4 von 14 Patientinnen, von denen KM und PB untersucht wurden, wiesen negative Resultate
fur beide Marker im KM und PB auf. CK 18 wurde im KM und PB bei fehlendem Nachweis
fur eine PTHrP-Expression bei 1 Patientin mit einem T4-Tumor (S.G.) festgestellt. Positive
Ergebnisse in KM und PB fur beide untersuchen Proteine konnten bei keiner Patientin
nachgewiesen werden.

Die Tabellen 3.90 und 3.91 stellen vergleichend die Ergebnisse des untersuchten KM und
PB dieses Patientenkollektivs dar, die Tabellen 3.92 und 3.93 zeigen dies bezogen auf die

Grofde des Tumors.

Knochenmark peripheres Blut
n=14 PTHrP- PTHrP- n=14 PTHrP- PTHrP-
positiv negativ positiv negativ
CK-18-positiv 2 4 CK-18-positiv 0 1
CK-18-negativ 2 6 CK-18-negativ 4 9
Tab. 3.90 Tab. 3.91
Tabelle 390 und 3.91: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten des KM bzw. PB nodal negativer Patientinnen mit einem priméren

Mammakarzinom; Zytospin: Zytozentrifugationspraparate mit 1x10° Zellen, n: Anzahl
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KM (n=14) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+ /|PTHrP+ /| PTHrP- /] PTHrP-/| Patienten-
groiRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
Cis 0 1 1 2 4
T1 1 0 0 1 2
T2 1 1 2 3 7
T4 0 0 1 0 1
Gesamt 2 2 4 6 14

Tabelle 3.92: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des

KM der nodal negativen Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen

bezogen auf die Anzahl der Proben und die Tumorgrdl3e; +: positiv, -: negativ

PB (n=14) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+ /|PTHrP+ /| PTHrP-/| PTHrP-/| Patienten-
gréRRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
Cis 0 1 0 3 4
T1 0 0 0 2 2
T2 0 3 0 4 7
T4 0 0 1 0 1
Gesamt 0 4 1 9 14

Tabelle 3.93: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des PB
der nodal negativen Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen

bezogen auf die Anzahl der Proben und die Tumorgrof3e; +: positiv, -: negativ

3.10.3.2 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem primaren
Mammakarzinom und Lymphknotenmetastasen ohne Fernmetastasen

21 Patientinnen mit der primaren Diagnose eines Mammakarzinoms mit
Lymphknotenmetastasen und ohne Anhalt flir Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose
wurden auf die Expression von PTHrP und anhand von Zytozentrifugationspraparaten auf
CK-18-exprimierende Zellen untersucht. Von 15 Patientinnen wurden KM- und PB-Proben
auf beide Marker untersucht, von 2 Patientinnen nur KM-Proben (K.R.E.E., K.L.U.) und von 4
Patientinnen nur PB-Proben (R.S., G.N., R.R., S.T.). Bei einer Patientin dieses Kollektivs
(K.K.I.) wurde die Tumorgrél3e nicht festgelegt.

Im KM wurde bei keiner der 17 Patientinnen die Expression von PTHrP und CK 18
festgestellt. CK-18-positiv und PTHrP-negativ war das KM 1 Patientin(B.G.) (5,88%) mit

einem T2-Tumor. Negativ fir CK 18 und positiv fir PTHrP stellten sich die KM-Proben von 5
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Patientinnen (29,41%) dar, von denen 2 einen T1-Tumor (L.S., H.N.H.) hatten, 2 einen T2-
Tumor (S.M., E.T.) und eine einen Tumor nicht definierter GrofRe (K.K.1.). Als negativ fur die
Expression beider Proteine erwiesen sich 11 KM-Proben (64,71%).

Positive Ergebnisse in beiden Nachweisverfahren wurden im PB von 1 der 19 Patientinnen
(5,26%) mit einem T1-Tumor (R.S.) beobachtet. Positiv fir CK 18 bei negativem Ergebnis flr
PTHrP war das PB von 2 Patientinnen (10,53%), von denen 1 einen T1-Tumor (S.R.) und 1
einen T4-Tumor (R.R.) hatten. Transkripte von PTHrP ohne gleichzeitiges Vorliegen CK-18-
positiver Zellen wurde bei 4 Patientinnen (21,05%) im PB detektiert. Von diesen wurde bei 1
Patientin ein T1-Tumor (G.L.) diagnostiziert, bei 2 Patientinnen ein T2-Tumor (E.T., G.N.)
und bei 1 Patientin ein T4-Tumor (T.U.). 12 von 19 PB-Proben (63,16%) der Patientinnen
dieses Kollektivs waren negativ fur beide Marker.

Von 15 Patientinnen, von denen KM und PB untersucht wurden, war bei 1 Patientin mit
einem Tumor der GréRe T2 (E.T.) das KM und das PB positiv fir PTHrP bei fehlender
Expression des Zytokeratins. Von 6 der 15 Patientinnen zeigten weder das KM noch das PB
einen Anhalt fir eine Tumorzelldissemination.

Die Tabellen 3.94 und 3.95 stellen die Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten vergleichend dar. Die Tabellen 3.96 und 3.97 stellen diese

Ergebnisse in Bezug auf die Tumorgré3e dar.

Knochenmark Peripheres Blut
n=17 PTHrP- PTHrP- n=19 PTHrP- PTHrP-
positiv negativ positiv negativ
CK-18-positiv 0 1 CK-18-positiv 1 2
CK-18-negativ 5 11 CK-18-negativ 4 12

Tab. 3.94

Tab. 3.95

Tabelle 3.94 und 3.95: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der nodal positiven Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom

ohne Fernmetastasen; n: Anzahl

KM (n=17) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+/|PTHrP+ /| PTHrP- /| PTHrP-/| Patienten-
groile CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
T1 0 2 0 4 6
T2 0 2 1 3 6
T3 0 0 0 2 2
T4 0 0 0 2 2
TX 0 1 0 0 1
Gesamt 0 5 1 11 17

Tabelle 3.96: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in Zytozentrifugationspraparaten des
KM der

Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl der Proben und die TumorgroRle; +: positiv, -: negativ

Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom und Lymphknotenbefall ohne
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PB (n=19) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+/|PTHrP+ /| PTHrP- /| PTHrP-/| Patienten-
groiRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
T1 1 1 1 4 7
T2 0 2 0 5 7
T3 0 0 0 1 1
T4 0 1 1 1 3
TX 0 0 0 1 1
Gesamt 1 4 2 12 19

Tabelle 3.97: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in Zytozentrifugationspréparaten des PB
der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom und Lymphknotenbefall ohne Fernmetastasen

bezogen auf die Anzahl der Proben und die Tumorgrofe; +: positiv, -: negativ

3.10.3.3 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem priméaren
Mammakarzinom und mit Fernmetastasen
Untersucht wurden das KM und PB von 2 Patientinnen mit einem priméren
Mammakarzinom, bei denen zum Diagnosezeitpunkt bereits Fernmetastasen vorlagen. Im
KM der Patientin mit einem T1-Tumor und ossaren Metastasen (K.C.) war CK 18
nachweisbar, ohne dass die gleichzeitige Expression von PTHrP vorlag. Die Patientin mit
einem T4-Tumor, positivem Lymphknotenstatus und Lungenmetastasen (C.T.) zeigte im KM
positive Ergebnisse flir PTHrP und negative Resultate in der CK 18 nachweisenden APAAP-
Farbung. In den PB-Proben beider Patientinnen fielen die Nachweise der untersuchten

Proteine negativ aus (Tabelle 3.98 und 3.99).

Knochenmark Peripheres Blut
n=2 PTHrP- | PTHrP- n=2 PTHrP- | PTHrP-
positiv | negativ positiv | negativ
CK-18-positiv 0 1 CK-18-positiv 0 0
CK-18-negativ 1 0 CK-18-negativ 0 2
Tab. 3.98 Tab. 3.99

Tabelle 3.98 und 3.99: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom und mit

Fernmetastasen; n: Anzahl
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3.10.4  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem Rezidiv und der
Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma

Von 2 Patientinnen, deren initial diagnostizierter Tumor als Stadium I[IA klassifiziert wurde
und deren KM und PB zum Zeitpunkt eines Rezidivs gewonnen wurde, standen fir beide
Detektionsverfahren KM und PB zur Verfigung. 1 Patient (I.N.) mit einem Rezidiv eines
mannlichen Mammakarzinoms wies ein positives Ergebnis fur PTHrP und ein negatives fur
CK 18 im KM auf. Das KM der anderen Patientin war negativ hinsichtlich des Nachweises
von PTHrP und CK 18 (H.M.). Das PB beider Patientinnen war fiir beide Marker negativ. Ein
negativer Befund in beiden Detektionsmethoden ergab sich bei 1 von 2 Patientinnen im KM
und im PB.

Bei der Patientin mit dem Zweitkarzinom der Mamma (N.K.), deren Zweitkarzinom mit T1 N2
MX festgelegt wurde, wurde nur das KM auf disseminierte Tumozellen mit beiden
Nachweisverfahren untersucht. CK 18 wurde im Zytozentrifugationspraparat nachgewiesen,

nicht jedoch PTHrP (Tabelle 3.100 und 3.101).

Knochenmark Peripheres Blut
n=3 PTHrP- PTHrP- n=2 PTHrP- PTHrP-
positiv negativ positiv negativ
CK-18-positiv 0 1 CK-18-positiv 0 0
CK-18-negativ 1 1 CK-18-negativ 0 2
Tab. 3.100 Tab. 3.101

Tabelle 3.100 und 3.101: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in

Zytozentrifugationspraparaten der Patientinnen mit einem Rezidiv und der Patientin mit einem

Zweitkarzinom der Mamma; n: Anzahl

3.11 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationspraparaten

Die im Folgenden als PTHrP-positiv beschriebenen KM- und PB-Proben ergaben einen

positiven Nachweis fir PTHrP in der Hybridisierung der nested-PCR-Produkte mit PTHrP-

spezifischen Sonden. Die fir CK 18 positiv gewerteten Sedimentationspraparate wiesen 3

oder mehr Zellen auf, die mit dem Antikdrper gegen CK 18 markiert werden konnten.

3.11.1  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationsprdparaten bei Patientinnen mit einer benignen Erkrankung
der Mamma

Von 3 Patientinnen wurden KM und PB auf die Expression von CK 18 in

Sedimentationspraparaten und von PTHrP Uberprift. Im KM zeigten 2 von 3 Patientinnen
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und im PB 3 von 3 keinen Anhalt fir eine Expression einer der beiden Marker. 1 der 3
Patientinnen (W.S.) zeigte ein positives Ergebnis fur CK 18 und ein negatives fir PTHrP im
KM. Von den untersuchten Patientenproben waren in 2 von 3 Fallen KM und PB negativ fir
CK 18 und PTHrP (Tabelle 3.102 und 3.103).

Knochenmark (n=3) peripheres Blut (n=3)
PTHrP- | PTHrP- PTHrP- | PTHrP-
positiv | negativ positiv | negativ

CK-18-positiv 0 1 CK-18-positiv 0 0
CK-18-negativ 0 2 CK-18-negativ 0 3
Tab. 3.102 Tab. 3.103

Tabelle 3.102 und 3.103: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in

Sedimentationspraparaten des KM und PB des Patientenkollektivs mit einer benignen Erkrankung der

Mamma

3.11.2  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationspraparaten aller Patientinnen mit einem Mammakarzinom
In der Betrachtung der Ergebnisse fiir CK 18 in Sedimentationspraparaten (Immunette) und
der Hybridisierung der PCR-Produkte fir PTHrP wurden KM-Proben von 15 Patientinnen
und PB-Proben von 13 Patientinnen verglichen. Von diesen lagen von 13 Patientinnen KM
und PB und von 2 Patientinnen (K.L.U., N.K.) nur KM vor. Bei 1 Patientin (N.K.), von der nur
das KM untersucht wurde, bestand die Diagnose eines Zweitkarzinoms der Mamma. Die
ubrigen Proben stammten von Patientinnen mit einem primédren Mammakarzinom.
Es zeigten sich positive Ergebnisse fir CK 18 und PTHrP in 4 von 15 KM (26,67%) (N.R.,
H.N.H., B.G., S.M.). Eine Expression von PTHrP bei fehlendem Nachweis von CK 18 wurde
bei 2 Patientinnen im KM (13,33%)(H.N.D., E.T.) festgestellt. Im KM von 2 der 15
Patientinnen (13,33%) (N.E., N.K.) wurden CK-18-exprimierende Zellen ohne den
gleichzeitigen Nachweis von PTHrP beobachtet. Negativ flr beide Marker waren 7 der 15
(46,67%) untersuchten Proben des KM.
In 1 der 13 PB-Proben (7,68%) (B.G.) wurden CK-18-positive und PTHrP-positive Befunde
erhoben. 2 der 13 PB (15,38%) (P.X., E.T.) waren negativ fur CK 18 und positiv fir PTHrP.
CK-18-Positivitat und PTHrP-Negativitat wurde bei 4 der 13 PB (30,77%) (N.E., N.R., H.N.H.,
K.C.) beobachtet. Negativ fiir beide Marker waren 6 der 13 PB (46,15%). Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.104 und 3.105 dargestellt.
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KM/ n=15 PTHrP- PTHrP- PB / n=13 PTHrP- PTHrP-
positiv negativ positiv negativ
CK-18-positiv 4 2 CK-18-positiv 1 4
CK-18-negativ 2 7 CK-18-negativ 2 6
Tab. 3.104 Tab. 3.105

Tabelle 3.104 und 3.105: Darstellung der Ergebnisse fur PTHrP auf der Blot-Ebene und CK 18 in

Sedimentationspraparaten des KM bzw. des PB aller untersuchten Patientinnen mit einem

Mammakarzinom

3.11.2.1 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit einem  priméaren
Mammakarzinom unter Berlicksichtigung des Tumorstadiums
Es wurde Knochenmark von 14 und peripheres Blut von 13 Patientinnen mit einem primaren
Karzinom der Brustdriise auf die Expression von PTHrP mit Hilfe der RT-PCR und von CK
18 an Sedimentationspréparaten untersucht. Von diesen standen von 13 Patientinnen Blut
und Knochenmark fiir beide Untersuchungen zur Verfigung, von 1 Patientin (K.L.U.) nur
Proben des KM. Die Tabellen 3.106 und 3.107 zeigen die Ergebnisse im KM bzw. PB
bezogen auf die Anzahl der untersuchten Proben und das Tumorstadium.
4 der 14 KM (28,57%) waren in beiden Untersuchungen positiv fir den jeweiligen Marker.
Von diesen hatte 1 Patientin einen Tumor im Stadium | (N.R.), 2 einen Tumor im Stadium IIA
(H.N.H., B.G.) und 1 einen Tumor im Stadium IIB (S.M.). Ein positives Resultat fir PTHrP
und ein negatives fur CK 18 fand sich in 2 von 14 KM-Proben (14,29%), die von 1 Patientin
mit einem Carcinoma in situ (H.N.D.) und von 1 Patientin mit einem Tumor im Stadium [lIB
(E.T.) stammte. Eine fehlende Expression von PTHrP bei einem Nachweis CK 18 markierter
Zellen wurde bei 1 Patientin (7,14%) (N.E.) mit einem Carcinoma in situ beobachtet. 7 der
untersuchten KM-Proben (50%) ergaben keinen Hinweis auf eine Tumorzelldissemination.
1 der 13 PB-Proben (7,69%) von einer Patientin mit einem Tumor im Stadium IIA (B.G.)
zeigte eine Expression von PTHrP neben einer Expression von CK 18. PTHrP-negative und
CK-18-positive Ergebnisse lagen in 4 von 13 PB-Proben (30,77%) vor. Diese Proben
stammten von 1 Patientin mit einem Carcinoma in situ (N.E.), von 1 Patientin mit einem
Tumor im Stadium | (N.R.), von 1 Patientin mit einem Tumor im Stadium A (H.N.H.) und von
einer Patientin mit einem Tumor im Stadium IV (K.C.). Bei 2 der 13 Patientinnen (15,38%)
lieBen sich PTHrP-exprimierende Zellen bei fehlender Expression von CK 18 nachweisen.
Von diesen hatte 1 einen Tumor im Stadium 0 (P.X.) und 1 einen Tumor im Stadium IIB
(E.T.). Negativ fur beide Parameter waren 6 der 13 PB-Proben (46,15%).
Von den 13 Patientinnen, von denen KM und PB untersucht wurden, wies 1 Patientin mit
einem Tumor des Stadiums IIA (B.G.) positive Ergebnisse in KM und PB in beiden

Untersuchungen auf. 1 Patientin mit einem Tumor des Stadiums IIB (E.T.) zeigte ein
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positives Ergebnis fir PTHrP und ein negatives fir CK 18 in KM und PB. PTHrP-negativ und
CK-18-positiv waren KM und PB von 1 Patientin mit einem Carcinoma in situ (N.E.).

Knochenmark (n=14)

Methode Tumorstadium
PTHrP CK 18 Tis I [ HA [ UB [INA|{IB | IV Gesamtanzahl
(Immunette)
positiv positiv 0 1 2 1 0 0 0 4
positiv negativ 1 0 0 1 0 0 0 2
negativ positiv 1 0 0 0 0 0 0 1
negativ negativ 1 0 1 1 1 2 1 7
Patientenanzahl 3 1 3 3 1 2 1 14

Tab. 3.106: Vergleich der im Knochenmark gefundenen Ergebnisse fir PTHrP und der auf CK 18
untersuchten Sedimentationspréparate bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl der
untersuchten Patientinnen mit einem priméaren Mammakarzinom; Immunette:

Sedimentationspraparate mit 1x10° Zellen,

Vergleich von PTHrP und CK 18in
Sedimentationspraparaten des KM

PTHrP-/CK18-
n=7 PTHrP+/CK18+

n=4

PTHrP+/CK18-
PTHrP-/CK18+ n=2

n=1

Diagramm 3.11: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im Blot und CK 18 in Sedimentationspraparaten

des KM aller Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; aufgeftihrt sind nur die Patientinnen,
bei denen beide Untersuchungen durchgefiihrt wurden
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Peripheres Blut (n=13)

Methode Tumorstadium
PTHrP CK 18 Tis | | HA [ IIB [IHA[1IB | IV Gesamtanzahl
(Immunette)

positiv positiv 0 0 1 0 X 0 0 1
positiv negativ 1 0 0 1 X 0 0 2
negativ positiv 1 1 1 0 X 0 1 4
negativ negativ 1 0 1 2 X 2 0 6

Patientenanzahl 3 1 3 3 X 2 1 13

Tab. 3.107: Vergleich der im peripheren Blut gefundenen Ergebnisse fur PTHrP und der auf CK 18
untersuchten Sedimentationspréparate bezogen auf das Tumorstadium und die Anzahl der
untersuchten Patientinnen mit einem priméren Mammakarzinom; Immunette:
Sedimentationspraparate mit 1x10° Zellen, nicht definiert: Tumoren dieser Patientinnen waren einer
Einteilung im Rahmen der TNM-Klassifikation nicht zuganglich, x: kein Material

Vergleich von PTHrP und CK 18in
Sedimentationspraparaten des PB

PTHrP+/CK18+
PTHrP-/CK18- n=1

n=6 PTHrP+/CK18-
- n=2

PTHrP-/CK18+
n=4

Diagramm 3.12: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP im Blot und CK 18 in Sedimentationspraparaten

des PB aller Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom; aufgefiihrt sind nur die Patientinnen,
bei denen beide Untersuchungen durchgefiihrt wurden

3.11.2.2 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit einem  priméren
Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen

KM und PB von 7 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom, negativem

Lymphknotenstatus und ohne Anhalt fir eine Fernmetastasierung wurden anhand von
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Sedimentationspraparaten auf CK 18 und mittels der RT-PCR auf die Expression von PTHrP
Uberprift.

Das KM von 2 Patientinnen, einer mit einem T1-Tumor (N.R.) und einer mit einem T2-Tumor
(B.G.), waren positiv fur beide Marker. Ein positiver Nachweis von PTHrP und ein negativer
von CK 18 fand sich im KM von 1 Patientin mit einem Carcinoma in situ (H.N.D.). Negativ fur
PTHrP und positiv fir CK 18 war das KM 1 Patientin mit einem Carcinoma in situ (N.E.). 3
von 7 KM-Proben waren negativ fur beide Proteine.

Im PB waren Transkripte von PTHrP und eine Anfarbung des Zytokeratins 18 bei 1 der 7
Patientinnen (14,29%) mit einem T2-Tumor (B.G.) nachweisbar. CK-18-negativ und PTHrP-
positiv war das PB 1 Patientin (14,29%) mit einem Carcinoma in situ (P.X.). PTHrP-negativ
und CK-18-positiv war das PB von 2 Patientinnen (28,57%), von denen eine ein Cis (N.E.)
und eine einen T1-Tumor (N.R.) hatte. Negativ fir beide Marker war das PB von 3 der 7
Patientinnen (42,86%). Dargestellt sind die Ergebnisse in den Tabellen 3.108 und 3.109
sowie den Tabellen 3.110 und 3.111).

Bei 1 der 7 Patientinnen mit einem T2-Tumor (B.G.) waren CK 18 und PTHrP im KM und PB
nachweisbar. Im KM und PB 1 Patientin mit einem Cis war CK 18 bei fehlender PTHrP-
Expression nachweisbar (N.E.). KM und PB von 2 der 7 Patientinnen waren unauffallig
beziglich der tberpruften Marker (K.K.W., S.G.).

Knochenmark peripheres Blut
n=7 PTHrP- | PTHrP- n=7 PTHrP- | PTHrP-
positiv | negativ positiv | negativ
CK-18-positiv 2 1 CK-18-positiv 1 2
CK-18-negativ 1 3 CK-18-negativ 1 3
Tab. 3.108 Tab. 3.109

Tabelle 3.108 und 3.109: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in

Sedimentationspraparaten des KM bzw. PB nodal negativer Patientinnen mit einem primaren

Mammakarzinom ohne Fernmetastasen; n: Anzahl

KM (n=7) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+ /|PTHrP+ /| PTHrP-/| PTHrP- /| Patienten-
groiRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
Cis 0 1 1 1 3
T1 1 0 0 0 1
T2 1 0 0 1 2
T4 0 0 0 1 1
Gesamt 2 1 1 3 7

Tabelle 3.110: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in Sedimentationspréparaten des KM
der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen

bezogen auf die Anzahl der Proben und die Tumorgrdf3e; +: positiv, -: negativ
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PB (n=7) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+/|PTHrP+ /| PTHrP- /| PTHrP-/| Patienten-
groiRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
Cis 0 1 1 1 3
T1 0 0 1 0 1
T2 1 0 0 1 2
T4 0 0 0 1 1
Gesamt 1 1 2 3 7

Tabelle 3.111: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in Sedimentationspréparaten des PB
der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen

bezogen auf die Anzahl der Proben und die Tumorgrdl3e; +: positiv, -: negativ

3.11.2.3 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit einem  priméren
Mammakarzinom und Lymphknotenmetastasen ohne Fernmetastasen
6 Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom, positivem Lymphknotenstatus und
ohne Fernmetastasen wurde auf die gleichzeitige Expression von CK 18 in
Sedimentationspraparaten und Transkripte von PTHrP untersucht. KM und PB lagen von 5
Patientinnen flr beide Untersuchungsmethoden vor, von 1 Patientin nur Proben des KM
(K.L.U.).
In 2 von 6 KM (33,33%) konnten CK-18-exprimierende Zellen markiert werden und ein
positiver Nachweis fur PTHrP gefiihrt werden. Die Proben wurden 1 Patientin mit der
Diagnose eines T1-Tumors (H.N.H.) und 1 Patientin mit der Diagnose eines T2-Tumors
(S.M.) entnommen. Eine Expression von PTHrP bei fehlendem Nachweis von CK 18 lag im
KM 1 Patientin (16,67%) mit einem T2-Tumor (E.T.) vor. Negativ fur Transkripte von PTHrP
und negativ fir CK 18 exprimierende Zellen wurden 3 der 6 KM-Proben (50%) bewertet.
Keine der 5 PB-Proben erwies sich als positiv fir beide Marker. Die PB-Probe von 2
Patientinnen (40%), eine mit einem T1-Tumor (H.N.H.) und eine mit einem T2-Tumor (E.T.),
waren positiv fur PTHrP und negativ fir CK 18. 3 der 5 PB (60%) stellten sich negativ flr
beide Marker dar.
Bei 1 der 5 Patientinnen mit einem T2-Tumor, von denen beide Probearten untersucht
wurden, waren KM und PB CK-18-negativ und PTHrP-positiv (E.T.). Von einer Patientin mit
einem T2-Tumor (S.M.) waren im KM Transkripte von PTHrP nachweisbar und CK-18-
positive Zellen zu finden, wobei das PB negative Ergebnisse in Dbeiden
Untersuchungsmethoden erbrachte (vergl. Tabelle 3.112 und 3.113, 3.114 und 3.115).
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Knochenmark Peripheres Blut
n=6 PTHrP- | PTHrP- n=5 PTHrP- | PTHrP-
positiv | negativ positiv | negativ
CK-18-positiv 2 0 CK-18-positiv 0 0
CK-18-negativ 1 3 CK-18-negativ 2 3
Tab. 3.112 Tab. 3.113

Tabelle 3.112 und 3.113: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in

Sedimentationspraparaten des KM bzw. PB nodal positiver Patientinnen mit einem primaren

Mammakarzinom ohne Fernmetastasen; n: Anzahl

KM (n=6) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+ /|PTHrP+ /| PTHrP- /| PTHrP-/| Patienten-
groiRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
T1 1 0 0 0 1
T2 1 1 0 1 3
T3 0 0 0 1 1
T4 0 0 0 1 1
Gesamt 2 1 0 3 6

Tabelle 3.114: Vergleich der Ergebnisse fur PTHrP und CK 18 in Sedimentationspraparaten des KM
der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom und Lymphknotenmetastasen ohne

Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl der Proben und die TumorgréR3e; +: positiv, -: negativ

PB (n=5) Ergebnisse PTHrP / CK 18
Tumor- |PTHrP+/|PTHrP+ /| PTHrP- /| PTHrP-/| Patienten-
groiRe CK 18+ | CK 18- | CK 18+ | CK 18- anzahl
T1 0 1 0 0 1
T2 0 1 0 2 3
T3 X X X X X
T4 0 0 0 1 1
Gesamt 0 2 0 3 5

Tabelle 3.115: Vergleich der Ergebnisse fir PTHrP und CK 18 in Sedimentationspraparaten des PB
der Patientinnen mit einem primdren Mammakarzinom und Lymphknotenmetastasen ohne

Fernmetastasen bezogen auf die Anzahl der Proben und die TumorgréRRe; +: positiv, -: negativ

3.11.2.4 Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationsprdparaten der Patientinnen mit einem  primaren
Mammakarzinom und mit Fernmetastasen

Das KM und PB einer Patientin (K.C.) mit einem T1-Tumor und ossdren Metastasen wurde

in Sedimentationspraparaten mit dem Antikdrper gegen CK18 gefarbt und in der RT-PCR auf
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die Expression von PTHrP Uberprift. Das PB wies CK 18 anfarbbare Zellen auf, wahrend
Transkripte des PTHrP nicht nachweisbar waren. Im KM der Patientin war weder PTHrP
noch CK 18 detektierbar.

3.11.3  Vergleich der Ergebnisse des Nachweises von PTHrP und von CK 18 in
Sedimentationspraparaten der Patientinnen mit einem Rezidiv und der
Patientin mit einem Zweitkarzinom der Mamma

Die Patientin mit dem Zweitkarzinom der Mamma wurde an einer Probe des Knochenmarks

auf die Expression von PTHrP und CK 18 uberpruft. Der Nachweis fir CK 18 fiel positiv, der

fur PTHrP negativ aus.

3.12 Auswertung des Beobachtungszeitraumes

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse sind in den Tabellen 3.116 und 3.117 aufgefihrt.

3.12.1  Betrachtung des Beobachtungszeitraums der Patientinnen mit einer
benignen Erkrankung der Mamma

Bei 8 der 54 Patientinnen wurde die Diagnose einer gutartigen Erkrankung der Brustdriise

gestellt.

Der mittlere Beobachtungszeitraum betrug 30 Monate (28 bis 35 Monate). Keine der

Patientinnen entwickelte wahrend dieser Zeit einen bdsartigen Tumor oder ein Rezidiv des

benignen Tumors.

In Zytozentrifugationspraparaten des KM konnten bei 2 von 8 Patientinnen (25%) (K.R.P.,

L.H.) CK-18-positive Zellen in der APAAP-Farbung detektiert werden. Eine der beiden

Patientinnen (K.R.P.) wies ein adenoides intraduktales Adenom auf, bei der anderen wurde

die Diagnose einer blunt-duct-adenosis und einer fibros-zystischen Mastopathie gestellit.

In den Sedimentationspréaparaten des KM wies 1 von 3 Patientinnen CK 18 markierte Zellen

auf (W.S.). Die Patientin hatte ein intraduktales Papillom und eine fibrés-zystische

Mastopathie.

Transkripte des PTHrP-Gens konnten bei keiner der 7 untersuchten Patientinnen gefunden

werden.

3.12.2 Betrachtung des Beobachtungszeitraums der Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom

Bei 41 Patientinnen wurde zum Zeitpunkt der Probenentnahme ein primares

Mammakarzinom gesichert. Der mittlere Beobachtungszeitraum dieses Kollektivs betrug 20

Monate (19 Tage bis 35 Monate). Bei 6 Patientinnen trat innerhalb dieses Zeitraums ein

Lokalrezidiv auf (G.L., H.R..,, R.S.,, S.T., P.M., T.U), eine Patientin mit einer
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Knochenmakskarzinose, hepatischer, pulmonaler und ossarer Filialisierung erlitt einen
Progress der Knochenmetastasen (B.S.). Von den 6 Patientinnen erlitten 2 im Verlauf ein
weiteres Lokalrezidiv (H.R.l., S.T.), eine davon zusétzlich eine pleurale Metastasierung
(S.T.). 1 der 6 Patientinnen entwickelte im weiteren Verlauf ein Karzinom der kontralateralen
Mamma (G.L.). Tumorbedingt verstarben 2 Patientinnen, von denen 1 Patientin (P.E.) mit
einem Carcinoma in situ an den Folgen einer hepatischen Metastasierung erlag, die dem
Priamarius nicht eindeutig zuzuordnen war, ein Tumor anderer Genese jedoch
ausgeschlossen werden konnte. Die andere Patientin (K.R.E.H.) verstarb durch eine
Ausdehnung der zum Zeitpunkt der Diagnose bestehenden Lymphangiosis carcinomatosa,
welche zum Todeszeitpunkt eine hepatische und pulmonale Beteiligung erkennen lie3. Da
der Zeitpunkt des Progresses nicht dokumentiert wurde, wird die Patientin nicht in dem
Kollektiv der Patientinnen aufgefiihrt, die ein Rezidiv entwickelten. Die Todesursache einer
Patientin (H.N.H.) wurde nicht als tumorbedingt dokumentiert, weshalb sie in der folgenden
Darstellung der Tumorkomplikationen nicht bertcksichtigt wird. Das mittlere rezidivireie
Intervall im gesamten Kollektiv der Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom betrug
15,4 Monate, das mittlere Intervall bis zum Eintritt eines tumorbedingten Todes 7,25 Monate.
Insgesamt wurden bei 26 der 41 Patientinnen (63%) disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark oder peripheren Blut durch den immunzytologischen Nachweis von CK 18 in
Zytospin- oder Sedimentationspraparaten oder mittels der RT-PCR fir den Nachweis von
PTHrP detektiert. 15 von 41 Patientinnen (37%) lieRen keine Tumorzellen im Knochenmark
oder peripheren Blut in einer der angewandten Nachweisverfahren erkennen. In der
tumorzellpositiven Gruppe entwickelten 3 Patientinnen (12%) ein Rezidiv (G.L., R.S., T.U.), 1
Patientin (3%) verstarb an den Folgen ihrer hepatischen Metastasierung (P.E.) und 22
Patientinnen (85%) waren unaufféllig Gber den Beobachtungszeitraum. In der Gruppe der
Patientinnen ohne evidente Tumorzellen im Knochenmark oder peripheren Blut erlitten 4
(27%) einen Progress oder ein Rezidiv ihrer Erkrankung (H.R.l., S.T., P.M., B.S.), 1 Patientin
(6%) erlag ihrem Tumorleiden (K.R.E.H.) und 10 Patientinnen (67%) blieben tumorfrei
innerhalb des Beobachtungszeitraumes. Der mittlere Beobachtungszeitraum bis Auftritt eines
Rezidivs betrug in der tumorzellpositiven Gruppe 18,7 Monate und in der tumorzellnegativen
12,3 Monate. Bis zum Eintritt eines tumorbedingten Todes wurde in der tumorzellpositiven
Gruppe ein Zeitraum von 0,5 Monaten und in der tumorzellnegativen von 14 Monaten
dokumentiert.

Die Betrachtung eines Tumorzellnachweises mit einer der drei Verfahren bezogen auf die
untersuchte Probenart ergab einen positiven Nachweis fur Tumorzellen in 18 der 38
untersuchten Knochenmarkproben (47%) und 16 der 37 Proben peripheren Blutes (43%). 20
der 38 Knochenmarkproben (53%) und 21 der 37 Proben peripheren Blutes (57%) liel3en

keine Tumorzelldissemination erkennen. In dem Kollektiv mit tumorzellpositiven
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Knochenmarkbefunden verstarb 1 der 18 Patientinnen (6%) an den Folgen ihrer hepatischen
Metastasierung (P.E.), 17 von den 18 Patientinnen (94%) blieben rezidivfrei. In der Gruppe
mit tumorzellnegativen Knochenmarkbefunden erlitten 6 der 20 Patientinnen (30%) ein
Rezidiv oder einen Progress ihrer Erkrankung (G.L., H.R.l.,, R.S., S.T., P.M,, T.U), 1
Patientin (5%) verstarb tumorbedingt (K.R.E.H.) und 13 Patientinnen (65%) zeigten keine
Verschlechterung ihres Tumorleidens. 3 der 16 Patientinnen (19%), deren periphere
Blutproben eine Tumorzelldissemination erkennen lieBen, entwickelten Rezidive ihres
Mammakarzinoms (G.L., R.S., T.U.), 13 der 16 Patientinnen (81%) waren unauffallig
innerhalb des Beobachtungszeitraums. In der Gruppe der Patientinnen ohne Hinweis auf
disseminierte Tumorzellen im peripheren Blut erlitten 4 der 21 Patientinnen (19%) ein
Rezidiv oder einen Progress ihrer Erkrankung (H.R.1., S.T., P.M., B.S.), 2 Patientinnen (10%)
verstarben an den Folgen ihres Tumorleidens (P.E., K.R.E.H.) und 15 (71%) blieben
rezidivfrei. Fur die Patientinnen, deren Knochenmark auf Tumorzellen untersucht wurde,
betrug der mittlere Zeitraum bis zum Auftritt eines Rezidivs in der tumorzellnegativen Gruppe
15 Monate und bis zum Eintritt eines tumorbedingten Todes 14 Monate. In der Gruppe der
Patientinnen mit disseminierten Tumorzellen im Knochenmark wurde ein tumorbedingter Tod
nach 0,5 Monaten beobachtet. Das mittlere rezidivfreie Intervall in dem Kollektiv der
Patientinnen mit nachgewiesenen Tumorzellen im peripheren Blut belief sich auf 18,6
Monate, in der tumorzellnegativen Gruppe auf 12,25 Monate. Die mittlere Zeitspanne bis
zum Eintritt eines tumorbedingten Todes wurde fir die Patientinnen ohne Tumorzellnachweis
im peripheren Blut mit 7,25 Monaten berechnet.

Der mittlere Beobachtungszeitraum der 41 Patientinnen mit einem priméaren
Mammakarzinom, deren  Knochenmark und peripheres Blut anhand von
Zytozentrifugationspraparaten auf eine Tumorzelldissemination mittels der Immunzytologie
auf CK-18-exprimierende Zellen untersucht wurde, erstreckte sich tber 19,9 Monate.
Insgesamt erlitten 7 Patientinnen dieses Kollektivs ein Rezidiv oder einen Progress ihrer
Erkrankung, 2 Patientinnen verstarben tumorbedingt (P.E., K.R.E.H.). Der mittlere Zeitraum
bis zum Auftritt eines Rezidivs fur das gesamte Kollektiv betrug 15,4 Monate, bis zum Eintritt
eines tumorbedingten Todes 7,25 Monate (0,5 (P.E.) und 14 Monate). Positive Befunde flr
den Nachweis von CK 18 ergaben sich in 9 KM-Proben und 4 PB-Proben. 1 von 9
Patientinnen mit einem Tumorzellnachweis im Knochenmark verstarb an den Folgen einer
hepatischen Metastasierung (P.E.), 1 der 4 Patientinnen (R.S.) mit einem positiven Befund
im PB erlitt ein Lokalrezidiv. 8 von 9 Patientinnen (89%) mit positivem Knochenmarkbefund
und 3 der 4 Patientinnen (75%) mit einer nachgewiesenen Tumorzelldissemination im PB
erlitten kein Rezidiv innerhalb dieses Zeitraumes. In der tumorzellnegativen Gruppe
entwickelten 6 von 28 (21%) Patientinnen (G.L., H.R.l., R.S., P.M., B.S., T.U.), deren
Knochenmark untersucht wurde, und 6 von 33 (18%) Patientinnen (G.L., H.R.l., S.T., P.M,,
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B.S., T.U.), deren Blutproben analysiert wurden, ein Rezidiv oder einen Tumorprogress. 1
von 28 Patientinnen ohne Tumorzellnachweis im KM (K.R.E.H.) und 2 Patientinnen ohne
Hinweis fur eine Tumorzelldissemination im PB (P.E., K.R.E.H.) verstarben tumorbedingt.
Das mittlere rezidiv- bzw. progressionsfreie Intervall der tumorzellnegativen Gruppe betrug
15,7 Monate bezuglich der untersuchten KM und 13 Monate bezuglich der untersuchten PB.
In der Gruppe der Patientinnen mit einem positiven Befund im PB lag das mittlere rezidivfreie
Intervall bei 30 Monaten. Das mittlere Zeitintervall bis zum Eintritt eines tumorbedingten
Todes belief sich in dem Kollektiv mit nachgewiesener Tumorzelldissemination in das
Knochenmark auf 0,5 Monate und in der tumorzellnegativen Gruppe auf 14 Monate.
Bezuglich der untersuchten PB betrug das mittlere Intervall bis zum Eintritt eines
tumorbedingten Todes 7,25 Monate in der tumorzellnegativen Gruppe.

Von den 14 Patientinnen, deren KM- und PB-Proben an Sedimentationspraparaten
untersucht wurden, betrug der mittlere Beobachtungszeitraum 18,8 Monate. Ein Lokalrezidiv
trat bei 1 Patientin (P.M.) der tumorzellnegativen Gruppe (KM und PB) nach 12 Monaten auf.
Keine der jeweils 5 Patientinnen mit positiven Befunden im Knochenmark oder peripheren
Blut zeigte einen Progress ihrer Erkrankung.

Der mittlere Beobachtungszeitraum des Kollektivs der 37 Patientinnen mit einem priméren
Mammakarzinom, deren Knochenmark und peripheres Blut auf Tumorzellen mit Hilfe der RT-
PCR zum Nachweis von PTHrP untersucht wurde, betrug 20 Monate. Insgesamt erlitten 6
Patientinnen dieses Kollektivs ein Rezidiv oder einen Progress ihrer Erkrankung, 2
Patientinnen verstarben an den Folgen ihres Tumorleidens. Das mittlere rezidivfreie Intervall
belief sich auf 15,5 Monate. Die Zeit bis zum Auftritt eines tumorbedingten Todes wurde im
Mittel mit 7,25 Monaten (0,5 und 14 Monate) berechnet. Keine der 10 Patientinnen mit
PTHrP-exprimierenden Zellen im Knochenmark entwickelte ein Rezidiv oder verstarb
tumorbedingt. In dem Kollektiv der Patientinnen ohne evidente Tumorzellen im Knochenmark
erlitten 5 ein Rezidiv (G.L., H.R.Il., S.T., P.M., T.U.) und 2 verstarben an den Folgen ihres
Tumorleidens (P.E., K.R.E.H.). Das mittlere rezidivfreie Intervall betrug 13 Monate, der
Zeitraum bis zum Eintritt eines tumorbedingten Todes 7,25 Monate. 3 von 9 (33%)
Patientinnen (G.L., R.S., T.U.) mit einem Tumorzellnachweis mittels der RT-PCR fir den
Nachweis von PTHrP im peripheren Blut wiesen ein Rezidiv innerhalb des
Beobachtungszeitraumes auf, 6 der 9 Patientinnen (67%) erlebten den
Beobachtungszeitraum rezidivfrei. In der tumorzellnegativen Gruppe erlitten 4 von 26 (15%)
Patientinnen (H.R.l., S.T., P.M., B.S.) ein Rezidiv ihrer Erkrankung. Das mittlere rezidiv- bzw.
progressionsfreie Intervall belief sich in der Gruppe mit positivem PTHrP-Nachweis im
peripheren Blut auf 18,7 Monate, in der tumorzellnegativen Gruppe auf 13 Monate.
Tumorbedingte Todesfalle traten nur in der Gruppe der Patientinnen ohne

Tumorzellnachweis im PB auf.
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Tumorgewebe wurde von 11 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom auf die
Expression von PTHrP in der RT-PCR untersucht. Alle Tumorgewebe stellten sich in der
primaren PCR fir PTHrP positiv dar. Der mittlere Beobachtungszeitraum des gesamten
Kollektivs, deren Tumore untersucht wurden, belief sich auf 20 Monate. 7 der 11
Patientinnen (G.L., K.C., H.N.H., H.R.G., F.R.E., L.R., P.M.) wiesen zum Zeitpunkt der
Diagnose Lymphknotenmetastasen auf, eine Patientin zusatzlich ossare Filiae (K.C.). Bei 4
der 11 Patientinnen lagen zum Diagnosezeitpunkt keine weiteren Tumorlokalisationen vor. 2
Patientinnen erlitten ein Lokalrezidiv (G.L., P.M.). Das mittlere rezidivfreie Intervall betrug
14,5 Monate. 1 Patientin verstarb nach 17 Monaten, wobei ein Zusammenhang zu der

Tumorerkrankung nicht eindeutig dokumentiert wurde (H.N.H.).

3.12.3 Betrachtung des Beobachtungszeitraums der Patientinnen mit einem Rezidiv
eines Mammakarzinoms und mit einem Zweitkarzinom der Mamma
Der mittlere Beobachtungszeitraum der 5 Patientinnen, deren Proben beim Auftritt eines
Rezidivs oder eines Zweitkarzinoms gewonnen wurden, erstreckte sich Gber 24 Monate (14
bis 35 Monate). In dieser Zeit verstarben 3 Patientinnen an ihrem Tumorleiden (S.N., N.K.,
H.M.). Bei 2 dieser Patientinnen trat innerhalb dieses Zeitraums eine Tumorprogression auf.
Da bei der Patientin H.M. der Zeitpunkt der Tumorprogression nicht dokumentiert wurde,
findet sie nur in der Gruppe der tumorbedingten Todesfélle Berlcksichtigung. Bei der
Patientin N.K. wurden zunachst hepatische und lymphonodale Metastasen nach 10 Monaten
diagnostiziert, nach 11 Monaten erlitt die Patientin ein Lokalrezidiv ihres Zweitkarzinoms. Der
Tumor der Patientin S.N., deren Material zum Zeitpunkt des zweiten Lokalrezidivs mit
gleichzeitigem Lymphknotenbefall gewonnen wurde, metastasierte nach 6 Monaten pleural,
nach 12 Monaten wurde bei der Patientin eine hepatische Filialisierung sowie ein
Lokalrezidiv nach 14 Monaten beobachtet (S.N.). Das mittlere rezidivfreie Intervall des
gesamten Kollektivs betrug 8 Monate, das mittlere Intervall bis zum Eintritt eines
tumorbedingten Todes 21 Monate. Eine Tumorzelldissemination in das Knochenmark oder
periphere Blut durch den Nachweis von CK-18-exprimierenden Zellen in Zytozentrifugations-
bzw. Sedimentationspraparaten oder dem Nachweis von PTHrP mittels der RT-PCR wurde
bei 2 von 5 Patientinnen (N.K., .N.) beobachtet, von denen 1 Patientin (N.K.) einen Progress
ihrer Erkrankung erlitt, an deren Folgen sie verstarb. Das mittlere rezidivfreie Intervall betrug
in der Gruppe der Patientinnen mit einem positiven Tumorzellnachweis 10 Monate und die
Zeitspanne bis zum Eintritt eines tumorbedingten Todes 14 Monate. In der Gruppe ohne
nachweisbare Tumorzelldissemination in das Knochenmark oder periphere Blut trat bei 1
Patientin eine pleurale Metastasierung nach 6 Monaten auf (S.N.), 2 Patientinnen (S.N.,

H.M.) verstarben tumorbedingt. In der tumorzellnegativen Gruppe lag das mittlere
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progressionsfreie Intervall bei 6 Monaten, die mittlere Zeitspanne bis zum Eintritt eines
tumorbedingten Todes bei 25 Monaten.

Proben aller 5 Patientinnen wurden anhand von Zytozentrifugationspraparaten
immunzytologisch auf CK-18-exprimierende Zellen untersucht. 1 der 4 (N.K.) untersuchten
KM-Proben lieRen eine Tumorzelldissemination in das Knochenmark erkennen, 3 der 4 KM-
Proben und 4 der 4 PB-Proben waren negativ fir das epitheliale Antigen. Die Patientin N.K.
erlitt einen hepatischen und lymphonodalen Befall durch das Mammakarzinom nach 10
Monaten sowie ein Lokalrezidiv nach 11 Monaten und erlag ihrem Tumorleiden nach 14
Monaten. In dem Kollektiv der Patientinnen mit einem negativen Tumorzellnachweis im KM
erlitt keine der 3 Patientinnen ein Rezidiv, 1 Patientin (H.M.) erlag ihrem Tumorleiden nach
26 Monaten. 1 der 3 Patientinnen (S.N.) mit einem negativen Befund im PB zeigte eine
pleurale Metastasierung nach 6 Monaten, eine hepatische Filialisierung nach 12 Monaten
und ein Lokalrezidiv nach 20 Monaten. In dem gleichen Kollektiv verstarben 2 Patientinnen
tumorbedingt (S.N., H.M.) nach 24 und 26 Monaten. Das mittlere progressionsfreie Intervall
in der tumorzellpositiven Gruppe bezogen auf die untersuchten KM-Proben betrug 10
Monate (N.K.). Die Zeit bis zum Eintritt eines tumorbedingten Todes im Zusammenhang mit
den untersuchten KM-Proben betrug 14 Monate in der tumorzellpositiven Gruppe und 26
Monate in der tumorzellnegativen. In dem tumorzellnegativen Kollektiv beziglich der
untersuchten PB lag das mittlere progressionsfreie Intervall bei 6 Monaten, bis zum Eintritt
eines tumorbedingten Todes bei 25 Monaten.

Anhand von Sedimentationspraparaten wurde lediglich das KM der Patientin N.K. auf die
Expression von CK 18 untersucht und ergab hier einen positiven Befund.

Von 3 Patientinnen wurde das KM und von 2 Patientinnen zusatzlich das PB auf eine
Tumorzelldissemination mittels der RT-PCR zum Nachweis von PTHrP untersucht. Der
mittlere Beobachtungszeitraum dieses Kollektivs belief sich auf 25 Monate. Ein positiver
Nachweis von PTHrP im Knochenmark lag in 1 von 3 Proben eines Patienten mit einem
Rezidiv eines mannlichen Mammakarzinoms (I.LN.) vor, der (Uber einen
Beobachtungszeitraum von 30 Monaten progressionsfrei blieb. Die beiden Patientinnen ohne
nachweisbare Tumorzellen im KM (N.K., H.M.) verstarben tumorbedingt nach 14 und 26
Monaten, wobei die Patientin N.K. nach 10 Monaten einen Befall der Leber und der
Lymphknoten erlitt und nach 11 Monaten ein Lokalrezidiv des Zweitkarzinoms der Mamma.
Die beiden untersuchten PB-Proben (I.N., H.M.) lieRen keine Tumorzelldissemination

erkennen.



125

3. Ergebnisse

wneazsbuniyoeqoag usp pun a16ojolSIH alp jne Bnzag ul ewiwely Jap Bunyuesyiy

unuaned :red
TegBnyian Bunyansiaiun INz [elB1BA UIdY X

1n|g salayduad :g9d
yrewusyoouy N

Jabenpialgo sl usjlez ; 0TXT :usboid
1e6enpalqo ol usjloz ;. OTXT :uldsoifz

Alrebau -
Ansod 1+

usubiuaq Jauls 1w usuunuaned Jap assiugabiz 9T ¢ gel

sjyoal alyredoisel ayasnsAz-sQiqly
sisouape-1onp-un|q
16j0)18 abiosyoeN auiay - - - - - - + + - - - + 8so0.qi4 axJers Bigew ‘H
S)U|
alyredoise|\ ayosnsAz-soiqi
16j0)18 abiosyoeN auiay - - - - - - + + - + - - ‘wolded seepinpeaul ‘'S'M
Bunpjoimiuswoubife s1yoaJ wojidedsbuebyapiin
auIay ‘asouapy JaualIsolapys |jened nw
91eUON 82 - - - - - - + + - - - - alyredoise| ayosnsAz-soiquy RSEE
SUREY
wojjided ssjepnpeliul sapiouspe
16|048 abiosyoeN auley - - - - - - + + - + [lonsed ‘seiblamzian dd
Bunpjoimiuswoubie s1yoal
auIay alyredoyise ayosnsAz-sqiqy
91BUOIN 62 - - - - - - + + - - ‘9souapy BpuUBIBISOIBS 'H'Y
Bunpjoimiuswoubie alyredoyisel\ ayosnsAz-sqiqi
auIay ‘usuoiresayljoidisyndg usyois) nw
91BUOIN 0E - - - - - - + + - - wiouapeolqi4 salenyijeuexeul ‘19
Bunpjoimiuswoubie s1yoal
auIay uabiwlgyplay nw alyredoisey
SJeUOIN GE - - - - - - + + - - ayosnsAzuiapi-soiqy LM
dAigns ualgjnyjieuexenxs
16|0)18 abiosyoeN auiay X X X X X X X X X X - - WOA wouapeo.qiq Mg
ad | WA [ ad | WA | ad [ WA || 9d | WA || 9d | AN |[ gd | WM
[~ DUN[YOIMIUSWOUDI[EN dIHLd UoDO1d UIdSOIAZ
/ W8zsBuniyoeqoag 1019 palsau diHld uimv-yg 8T MO 8T MO a16ojo1sIH ‘led

ewiwep Jap Bunyuesy3 usubiuaq Jauld 1w usauunualed




126

3. Ergebnisse

'O\ 72 Jwesab
'O\ Y2 /Il Jowny g lown
"ON LT / [0 + |+ -+ + - - X))+ NAT vil | -rewud 19
AIpIZay Uy Jown)y
"OIN G2 X -1+lIx|-1+{x]-1-WIx+[+x{x{-1-10+1+ VIl -rewlid 'S
AIpIZay Uy Jown)y
‘ON 2T X -1-Ix1-1-lIx]-1-Ix]+|+||x|x]||+]- -1 (+) Wl -rewd ‘g's
AIpIZay Uy Jown)y
‘O 0T X[ x| xIx|x|x|Ix|x|x||x|x]|-fx]|x]|x]- - - NAT Vi -rewld e}
AIpIZay Uy Jown)y
"OIN 9T XL -1+Ix|-1+Ix]-1-(x1+]1+f{+1+-1+1+1]+ [ -rewld "I'N
AIpIZay U1y Jown)y
‘ON C€ X -1-NIx|-1-lIx/|-1-0Ix1+]1+{x]|x]| - - + + | -Jewid W L'H
AIpIZay Uy Jown)y
"OIN 92 X -1+lIx|-[+fx]1-1-Ix{+{+0-1-1/-1-1lnulAau 0 -rewld "a’'N‘'H
AIpIZay Uy Jown)y
‘O 82 X |- f-x1-1-fx1-1-{x]1+1+{f+]+N-1--1 0 -rewid ‘I'N
AIpIZay Uy Jown)
"OIN 0S XL+ -lIx{+-Ix]-{-{x1+]1+{f-1-1-1-01]H 0 -rewld X'd
Jown)
abel 6T /poL X |- |- ffx-1-fIx]-[-|x|+]+]fx]x]-]+]ruf[au d3aH 0 -rewd ‘Jd
NL|gd [NM||NL [9d [IWMA||NL [9d [IWA||NL | 9d |IAA||9d |INA||9d |INA
ll@Zsbuniyoeqoag diHLld uaboid | 01kZ uasels Te|N
punduaz / anIpizay 10|d pailsau diHld uimv-y 8T MO || 8T MO || dd | 43 -E1I9N ‘pe1s| ‘mdusz |iusned

woulziexewwe\ Wauld 1w uauunuaired




127

Fortsetzung Tabelle 3.117

3. Ergebnisse

AIpIZayY uIay Jowny
"ON 2T + |+ |+ + 1+ |+ --f+]1+1+++-1+]|++]++ Vil -lewld '9'g
AIpIZayY uIay Jown)
"ON T2 X |- - fx - [-Ix[-1-Ix]+]+x|x-]-)|+[& vil | -rewud | 'L1LH
AIpIZayY uIay Jown)
O\ 72 X+ -x1+[-fx]-1-[x]1++{x]x)-1+]||&H]| Vil -rewlld B
AIpIZayY uIay Jown)
"OIN 6T + |- - -l -+ - -l A FIX X -+ |+ VI -lewd ‘I'H
AIpIZayY uIay Jown)
‘ON 02 X+ -lIx]1-1-lIx]-1-WIx]1++|x]|x]- - -1 (+) Wl -rewud “TH
AIpIZayY uIay Jown
"OIN 8T + -1+ -l -+ - -l F ] FIX X -+ |+ Vi -lewnd ‘T4
AIpIZayY uIay Jown)
‘O 22 X[ x| xIx|x[x|Ix|x|xIx|x]|x{{x]|x|{x]|+|+s] + Vi -lewd I
(1eylL uz)
‘O TE Jwesab Jown)
"OIN OE / [eXo] X+ | xIx|+x|Ix]-xlIx|+]-{x]|x|+]-lI'nulau NAT Vi -lewnd 'Sy
‘O LT Jown
Jasauag Jarepjunpol || + | - | + R R R R N N INAT vl -rewld | 'H'N'H
AIpIZayY uIay Jown)
"ON ¥Z X |- -ffx]-f[-lIx|-]-Ix[+«]+fx[x]-]-Q1(&]+ NAT vil | -rewud ‘39
NL | dd [INM|[NL | gd |INA||NL | dd |INA|[NL [ 9d [INMA]| 9d |INA || 9d |INA
1l2zsbunjyoeqoag dJHL1d uabold | 01Xz uasels TeiN
»undiez / aAIpizay 10|19 palsau diHld uv-g || 8T MO || 8T MO [|ud |93 || -elew  |'peis| ‘mdusz |iusned




128

3. Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 3.117

AIPIZaY uloy Jown)
"ON T2 + |- |- N RN N R RS N X NAT vill | -rewud | 9°¥WH
‘O LT Jwesab
"ON 7T / [e30] Jown}
"ON TT / 20 X |- - fx - [-Ix[-1-Ix[+]+fx[x|-1-Q -1+ NAT vill | -rlewud | 1'YH
(18ylL 'u'z)
AIPIZaY uloy Jown)
'O\ £2 X |+ XIx |+ xX|Ix|-|x{Ix|+]x{x]|x|-1x]| + + WA 4all -lewld ‘N'O
AIPIZaY Ul Jown)
ON /T XL+ + x|+ +Ix]-{-(x1+]1+f-1-0-1-01F]+ AT qall -rewlid ‘1’3
AIPIZaY Uloy Jown)
"ON T2 X |-+ fx]-[+lIx[-]-I\x[+]+}f-[+1-1-1&®[+ INAT gl | -rewud ‘W'S
AIPIZaY uloy Jown)
"ON T2 + |- |- S N N N NAT all | -rewud sl
AIPIZaY uloy Jown)
"ON TE + |- |- N RN RN RS N NAT gl | -rewud | 3yd
‘'O 92 1wesab
"ON €2/ N3Ad
"ON 0Z pun $T / [e30 Jown}
(ONTT/OUVOWNAT) I X [ - | - I X[ - |- [[x |- [-lIx[+]+|x[x]-]eu - INAT gl -lewd ‘L'S
AIPIZaY uloy Jown)
'O\ G2 X [ X [ X x| x| xIx|x|x|x|x|x|x]|x]| - - - - WA a1l -lewld |['©9T1TLH
AIPIZaY Uloy Jown)
‘O 6T + | -] - ol el I N N e I e ORI Vil | -tewud | MM
nL|ad [WynLad[WMf[nL]ad [Wwi|[nL]ad [wM]jad [wM[ad [IWwH
y@zsbuniyoeqoagd dJHLld uabold|[ "01AZ uasels TeN
pundiaz / aAIpizey 10|19 paisau dIH1d umiv-g || STYMO || 8T MO [[dd | d3 || -elan  |'peis| ‘»dusz |iusied




129

3. Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 3.117

NAT ‘d3H
"ON 22 Jwesab Nnd ‘9vin Jown
OINGT/SSOSssaiboid | x [ x | X I x [ x [ x| x | x [ x[[x | x| x|{x]|x|-[x]+ ]+ SSO Al -rewld 'S'g
(d/uyo'uz)
NIpIZay uley nd Jowiny
ON 2 X -1+x]-1+lIx]-1-N1-1+«1+|x]x]|- -+ | - WA Al -rewud 1D
NIpIZay uley SSO Jowiny
‘O ST +1-]- e e [ WAT Al_| -ewud | "OM
AIpIZoY UuIS) Jown
ON T X |- -x1-1-{x]1-1-fx]1+1+f-1-/+]+]|++]++ alll -lrewd XS
‘ON T2 uEmwmm Jowin)
'O 6 / [eX0] X[+ - x]+]-QIx]-]-fx|[+[+]x][xf-]-]H]+ NAT gl | -rewud ni
(18y1L-uz)
AIpIZoY u19) lown
"OIN 22 X |- xfx|-[x{x]-|x{x]+x{x]x+]|x]|+ | NAT alll -rewld YRS |
‘O 8T uEmwmm Jowin}
‘OIN CT / IeX0] + | - - - | | e e s - - - - - + NAT alll -lewlld ‘W'd
"ON T / POl (yo'n'pey
INd/d3H "u*z) Jown
QdVIOINAT X | - - X |- - X |- S X+ +H XX - - - - NAT alll -lewld ['H'3'd™M
AIpIZoY uISy Jown
‘O 22 X[ x | -ffx{x]-QIx|x]-x|[x|+}x]-}x]- + | ++ WA Wl -lewlld NIM
AIpIZoY UuISy Jown
'O 22 + | x| - X[ -+ [ x| -+ x|+ x| x)Ix]-[E&)[E Vil | -rewud |'3'3°YM
NL|ad [NM||NL [9d [IWMA||NL [9d [IWA||NL | 9d |IAA||9d |INA||9d |INA
119zsbuniyoeqoag dJHLld uaboid|| "01AZ uase]s TeiN
»undiaz / aAIpIzay 10|d pailsau diHld uimv-9 8T MO || 8T MO || dd | 43 -E1I9N ‘pe1s| ‘mdusz |iusied




130

3. Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 3.117

sawnenazsbunyorqoag sap Janeq awesab Jwesab
91BUOI\ 'O

1aBenpialqo ol usjez ,0TXT :usbold

196em3[q0 3l Us|dZ LOTXT :UIds0IAZ :"01AZ

Amisod yJers i++  Amsod +  amisod ysemyos i(+)  Anebau -
abuni:1nd

esolewoulnses sisolbueydwAl :DHVINAT
ylewusyoouy (HvIN

18g97 :d3H

uajowydwAT INAT

uspueByJaA YoIU "A'U
1esso :SSO
eIng|d :N371d

S[euaIe\ Ualyonsiawun sap ualoidazaluolalsabold :Hd

S[elsYe|\ usyonsiaun sap usioldazaiusbonsQ ¥3

legbnpian Bunyonsialun Nz [elisre Uiy :x

L66T DDIN J3p uonexiissey-IANL 18p ydeu wnipejsiown| wnipeis
lequiamsne 1yolu :e'u

aidesayiowayd J1apo / pun -oipey Yoeu pueisnz :Iayl ‘u'z
Buniyoegoaqyoep Jap wneniaz :uazsbunyoeqoag

SnuyNeAIpIzeay sep pundiaz :pundysz

pjundiazasoubelg WNz uaseISeIa|\ USSeISeIa|\

Bunuuimablenaiey Jap pundiaz e\ ‘pidusz

BunpimiuaAIpizey pun wneslazsbuniyoeqoag ‘wnipeisiown] jne Bnzag ul woulzieyellwey Wauld 1w usuunuaiied Iap assiuqelbia /11 ¢ qel

"ON 72 / POL
‘O YT / [eX0 AT
“ON 2T / d3H [ex0]
'ON 9/ N31d X [ XXX [ XXX |[X]|X|X]|X]X]|X]X - leulf ++ | + WA dall | AIp1zay ‘g ‘N'S
[exo
'O\ 92 / POL X |- - I x [ -f-x-1-fxf+]1+Ix{x)-[-1H[® VIl | Apizeyd ‘T | 'WH
NpIZay u1sy [exo]
'O\ GE X -+fx]-1+Ix]-1-/-1+]+x]|x]| - - |'Au AU VIl | ANIpIzay T ‘N
NpIZay u1sy [exo]
‘ON 22 X [ XXX [ XXX |[X]|X|X]|X]X]|X]X - - @+ VIl | AIpIzay ‘¢ =K<
'Z9Y S|e
"ON T / POL Jown
'O 0T / d3H X x [ -fix x| -fIx]x|[-fIx|[x]+fx[+]x]+]-]- AT X -Homz MWN
AIPIZaY Uloy Jown)
O\ 92 X -1+[x]-{+lIx]-1-WIx]++|x]|x]- -l ++ ]+ WA X -lewld TN
nLlad|WnL]ad [WHl[nL]ad WL ad [WwH]ad [Wwi|[ad [
11I8Zsbuniyoeqoag dJHLld usbolid|| "01AZ uasels TeN
pundyaz / 3AIpIzaY 1019 palsau diHld umdiv-g || sTXO || 8T M0 [|dd |¥3 || -elew  |'pess| ‘pidusz |iusied




4. Diskussion 131

4. Diskussion

Das Auftreten von Fernmetastasen und Spétrezidiven bei Mammakarzinompatientinnen bei
fehlendem Metastasennachweis mit konventionellen bildgebenden Verfahren zum
Diagnosezeitpunkt wird auf disseminierte Tumorzellen und Mikrometastasen zuriickgefuhrt
(MANSI et al. 1987, DIEL et al. 1992). Ziel dieser Arbeit war der Nachweis disseminierter
Tumorzellen in  Proben des Knochenmarks und peripheren Blutes von
Mammakarzinompatientinnen mittels immunhistochemischer und molekularbiologischer
Methoden. Immunhistochemisch wurde unter Verwendung der APAAP-Methode und eines
monoklonalen Antikorpers gegen das epitheliale Zytokeratin 18 der Nachweis einzelner
Tumorzellen versucht. Die Antikbrpermarkierung dieser Zellen erfolgte an herkdmmlichen
Zytospinpraparaten mononukledrer Zellen und an Sedimentationspraparaten mit héherer
Zellzahl mit der Frage nach einer Steigerung der Sensitivitat. Uberpriift wurde dies sowohl
anhand einer Verdinnungsreihe als auch an Proben von Patientinnen mit malignen und
benignen Erkrankungen der Mamma. Molekularbiologisch wurde mittels der RT-PCR der
Nachweis von Transkripten des PTHrP-Gens in Knochenmark- und Blutproben sowie in
einigen Tumorgeweben gefihrt. Beide Methoden wurden miteinander verglichen sowie die
prognostische Wertigkeit der beiden Marker im Vergleich mit den etablierten
Prognoseparametern  Tumorstadium, TumorgroRe, Nodal-, Fernmetastasen- und
Hormonstatus bestimmt. Die Patientinnen mit einem Mammakarzinom wurden Uber einen
mittleren Zeitraum von 20 Monaten, solche mit einer benignen Erkrankung der Mamma tber
einen mittleren Zeitraum von 30 Monate beobachtet, um die prognostische Aussagekraft

positiver Befunde abschatzen zu kénnen.

4.1 Immunzytologischer Nachweis von Tumorzellen mittels gegen CK 18

gerichteter Antikdrper in Zytozentrifugations- und Sedimentationspréparaten
Mit der Einfuhrung monoklonaler und polyklonaler Antikdrper wurde der immunzytologische
Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark, peripheren Blutproben,
Lymphknoten und mittels Lavage gewonnener Zellen moglich. Mono- und polyklonale
Antikbrper gegen verschiedene Oberflichenantigene von Tumorzellen epithelialen
Ursprungs wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen an Proben von Patienten mit
unterschiedlichen Tumorentitéaten eingesetzt (WOLLENBERG et al. 1994, MANSI et al. 1987,
SCHLIMOK et al. 1991, PANTEL et al. 1993b, PANTEL et al. 1994, PANTEL et al. 1995,
FUNKE et al. 1996). Die APAAP-Methode zeigte sich hinsichtlich der Sensitivitdt gegentber
anderen Verfahren wie der Immunfluoreszenz uberlegen (OSBORNE et al. 1991).
SCHLIMOK et al. (1991) und JAUCH (1996) wiesen darauf hin, dass die Spezifitat der
APAAP-Methode zur Detektion okkulter Tumorzellen sowohl von der Wahl des

nachzuweisenden Antigens als auch des eingesetzten Antikorpers abhangig ist.
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Neben anderen Arbeitsgruppen konnten SCHLIMOK et al. (1987), PANTEL et al. (1994 und
1993a), HARBECK et al. (1994) und FUNKE et al. (1996) die Effektivitat der Verwendung der
APAAP-Methode und CK-18-spezifischer monoklonaler Antikbrper zum Nachweis
disseminierter Tumorzellen und Mikrometastasen in Knochenmark- und Blutproben von
Mammakarzinompatientinnen belegen. Die Spezifitat von monoklonalen Antikérpern gegen
CK 18 zur Markierung von Zellen epithelialen Ursprungs wurde durch eine Doppelfarbung
mit Mab CK2 gegen das Zytokeratin 18 und einem Antikdrper gegen das Leukozytenantigen
CD45 in Zytospinpraparaten mononukledrer Knochenmarkzellen von Patienten mit
epithelialen Tumoren bewiesen. Die in der Studie als CK 18-positiv bewerteten Zellen
zeigten keine Koexpression des CD45-Antigens (SCHLIMOK et al. 1987).

Die hohe Spezifitat des in dieser Studie verwendeten monoklonalen Antikérpers CK1 gegen
das Zytokeratin 18 wurde von BEIER (1995) durch das Fehlen falsch positiver Ergebnisse in

Spezifitdtskontrollen demonstriert.

41.1 Bestimmung und Vergleich des Sensitivitatsniveaus der APAAP-Farbung in
Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten

In der hier durchgefiihrten Studie wurde eine Verdinnungsreihe mit Zellen der humanen
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 durchgefuhrt. Ziele dieses Experiments waren Unterschiede
zwischen herkdmmlichen Zytospinpraparaten mit 1x10° Zellen und
Sedimentationspraparaten mit 1x10° Zellen hinsichtlich ihrer Sensitivitait und der
Beurteilbarkeit der Zellen beziglich morphologischer Kriterien festzustellen. Aufgrund der
von JURGENS 1998 beschriebenen Optimierung der Fixierung zur Gewahrleistung einer
guten morphologischen Darstellung der Zellen bei gleichzeitiger intensiver Farbereaktion,
wurden die Zellen auf den Objekttragern mit einer Mischung aus Aceton und Methanol im
Verhaltnis 90:10 fixiert. Die Morphologie der Zellen war in den Sedimentationspréparaten
besser erhalten und es wurden weniger beschéadigte Zellen als in den Zytospins beobachtet.
Die Begrindung fir diese Beobachtung liegt in der schonenderen Zellauftragung auf die
Objekttrager. Somit ist neben der Beurteilung der Anfarbung der Zellen auch eine bessere
zytomorphologische Auswertung im Hinblick auf die Kern-Plasma-Relation, der
Nukleolenbildung und &hnlicher Malignitdtsmerkmale mdoglich. Dies lasst eine hdhere
Aussagekraft beziiglich falsch-positiver Farbereaktionen zu.

Die Verdiinnungsstufen waren in der Relation gleich und reichten von 1x10°® bis 1x107
Tumorzellen in  1x10° Zellen in den Zytospins bzw. 1x10° Zellen in den
Sedimentationspraparaten. Dies entsprach absoluten Tumorzellzahlen von 0,1 bis 100
Tumorzellen in 1x10° mononukledren Zellen eines gesunden Spenders in den
Zytozentrifugationspréparaten und 1 bis 1000 MCF-7-Zellen in 1x10° mononukleéren Zellen
in den Sedimentationspréaparaten. Bei der Betrachtung der Kurven der Mittelwerte fallt ein

linearer Anstieg der Kurve der Sedimentationspraparate und ein unsteter Verlauf der Kurve
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der Zytospins auf. Eine Begriindung liegt in der deutlich groReren Streuung der
Einzelmesswerte in den Zytospinpraparaten verglichen mit denjenigen in den
Sedimentationspraparaten. Aufgrund der extremen Streuung der Werte auf der
Verdiinnungsstufe 5x10™ von 0 bis 14 nachgewiesenen Tumorzellen im Vergleich zu den
Ergebnissen der nachfolgenden Verdinnungsstufe, muss der Nachweis von 14 Tumorzellen
auf dieser Verdinnungsstufe als experimenteller Fehler angesehen werden. Das wirde den
ermittelten Mittelwert aus den Ergebnissen der Zytozentrifugationspraparate dieser
Verdunnungsstufe als falsch zu hoch erklaren. Diese Uberlegung wirde, nach Wegfall
dieses Datenpunktes, zu einer ebenfalls linear verlaufenden Kurve der
Zytospinauswertungen fihren, welche eine flachere Steigung aufzeigen wirde und in ihrem
Verlauf unterhalb der Kurve der Mittelwerte der Sedimentationspraparate bleiben wirde. Da
die Steigung der Geraden Ausdruck der Sensitivitdt der Methode ist, ist aus dieser
Uberlegung eine hohere Sensitivitat der APAAP-Methode in Sedimentationspraparaten
abzuleiten. Bestatigt wird diese Annahme bei der Betrachtung der Nachweisgrenzen beider
Methoden. Ein  zuverlassiger Nachweis von Tumorzellen in  mindestens 2
Verdiinnungsansatzen konnte in den Zytospinpraparaten bei 10 bis 20 Tumorzellen in 10*
Zellen und in den Sedimentationspraparaten bei 10 bis 20 Tumorzellen in 10° Zellen gefiihrt
werden, so dass die Sensitivitatsniveau der Methoden in diesem Bereich angenommen
werden muss. Somit liegt das Sensitivitatsniveau der APAAP bei Einsatz des monoklonalen
Antikérpers CK1 in der Sedimentationstechnik mit 1x10° Zellen um eine Zehnerpotenz uber
dem der Zytozentrifugationspraparate mit 1x10° Zellen. Dieses Ergebnis entspricht der
Differenz in der Potenz der eingesetzten Zellzahl. Unter der Berlcksichtigung, dass die
Verdinnungsschritte 1x10° bis 1x10° einen theoretischen Tumorzellnachweis bei einer
absoluten  eingesetzten  Tumorzellzanl von unter 1  Tumorzelle in den
Zytozentrifugationspraparaten postulieren, ergibt die Betrachtung der absoluten eingesetzten
Tumorzellzahlen eine Nachweisbarkeit von Tumorzellen in den Zytospinpraparaten ab einer
eingesetzten Tumorzellzahl von 5 in  1x10° mononukledren Zellen. In den
Sedimentationspraparaten gelang ein Nachweis ab 2 eingesetzten Tumorzellen in 1x10°
mononukledren Zellen. Nicht zu vernachladssigen ist die Tatsache, dass in den
Zytozentrifugationspraparaten auf einer Verdiinnungsstufe von 5x10™* immer noch ein
fehlender Tumorzellnachweis in einzelnen Anséatzen zu beobachten war.

Die Sensitivitat der APAAP-Methode in Verbindung mit monoklonalen Antikdrpern gegen
Zytokeratine wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Die festgestellten
Sensitivitatsniveaus beider Methoden reihen sich in die von BEIER 1995, SCHLIMOK et al.
1991 und TAHA et al. 1989 beschriebenen ein. Sie liegen jedoch unter dem von OSBORNE
et al. 1991 ermittelten Sensitivitdtsniveau der APAAP-Methode unter Verwendung

monoklonaler Antikérper gegen CK 18.
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BEIER (1995) verwendete wie in der vorliegenden Studie den monoklonalen Antikdrper CK1
in Verbindung mit der APAAP-Methode zur Erkennung von Tumorzellen epithelialen
Ursprungs, die das Zytokeratin 18 auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Diesbezlglich wurde
eine Verdunnungsreihe mit Zellen der humanen Mammakarzinomzelllinie MCF-7, welche CK
18 exprimieren, in 1x10° mononukledren Knochenmarkzellen eines gesunden Spenders
durchgefiihrt. Die Verdunnungsstufen reichten von 1 bis 100 Tumorzellen in 1x10°
mononuklearen Zellen, welche mittels der Zytozentrifuge auf Objekttrager aufgebracht
wurden und mit Aceton fixiert wurden. Fir jede Verdinnungsstufe wurden 3 Praparate
ausgewertet und der Mittelwert bestimmt. Das statistisch ermittelte Sensitivitatsniveau ergab
einen Nachweis von 2 Tumorzellen in 1x10° Zellen.

Das Sensitivitdtsniveau der Sedimentationspraparate in dieser Studie ist dem von BEIER
(1995) ermittelten Sensitivitatsniveau gegeniber geringfligig hoher anzusiedeln, das
Sensitivitdtsniveau in den Zytozentrifugationspréparaten liegt im Vergleich mit dem von
BEIER (1995) um beinahe eine Zehnerpotenz niedriger. Unter Berucksichtigung des oben
erlauterten theoretischen Fehlers, ist die Sensitivitat der Zytozentrifugationspraparate in der
in dieser Studie angewendeten APAAP-Methode mit der von BEIER (1995) vergleichbar,
wenn man die absoluten Zahlen eingesetzter und detektierter Tumorzellen in Augenschein
nimmt. Bei einer in 1x10° Zellen eingesetzten absoluten Tumorzellzahl von 1, 10, 20, 50 und
100, detektierte BEIER (1995) in drei durchgefiihrten Versuchen eine mittlere Tumorzellzahl
von 0,3, 0,3, 3,3, 7,5 und 15,3. In den hier durchgefiuihrten drei Verdinnungsansatzen der
Zytospinpraparate wurden bei den gleichen eingesetzten Tumorzellzahlen im Mittel O, 0,6,
1,3, 7 und 4 Tumorzellen detektiert. Die niedrige detektierte Tumorzellrate von 2, 3 und 7
Zellen bei einer absoluten eingesetzten Tumorzellzahl von 100 legt folgende Uberlegung
nahe. Die in die Verdinnungen eingesetzten Tumorzellen entstammten einer Zellkultur der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7. Vermutbar wére hier eine ungeniigende Trennung von
Zellverbénden trotz adéaquaten Vorgehens bei der Herstellung der Verdiinnungen. Gestiitzt
wird diese Uberlegung durch die Beobachtung von immunreaktiven Zellverbanden,
sogenannten Clustern, in einigen Praparaten. Daraus wirde sich eine Diskrepanz zwischen
der theoretisch errechneten Verdinnungsstufe und der tatsachlich eingesetzten
Tumorzellzahl ergeben, die zu einer niedrigeren Tumorzellkonzentration in den
ausgewerteten Praparaten der Verdiinnungsstufe 1x10° gefiihrt haben kénnte. Naheliegend
scheint diese Uberlegung, da sich der Faktor von wiedergefundenen zu eingesetzten
Tumorzellen in den vorangegangenen Verdinnungsstufen in etwa proportional verhalt und
die absolute Zahl der detektierten Zellen in der Verdiinnungsstufe 1x107 in einem &hnlichen
Bereich zwischen 2 und 7 Zellen liegen. PORRO et al. fihrten 1988 eine &hnliche
Verdinnungsreihe mit MCF-7-Zellen unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers MBrl
gegen ein neutrales Membranglykoprotein von Mammakarzinomzellen und der

Immunfluoreszensmethode durch. Beobachtet wurde eine Detektionsrate von nur 20% der
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eingesetzten MCF-7-Zellen, was mit einem Verlust durch technische Fehler in der
Herstellung der Verdiinnungen begriindet wurde. Andererseits kann die gleiche Uberlegung
beziiglich der groRen Streuung der Messwerte bei 50 eingesetzten Tumorzellen in 1x10°
Zellen zu Grunde gelegt werden.

SCHLIMOK et al. (1991) erreichten mit der APAAP-Methode und dem gegen CK 18
gerichteten monoklonalen Antikérper CK2 eine reproduzierbare Sensitivitat von 1 Tumorzelle
in 1x10* bis 1x10°> Knochenmarkzellen in Zytospinpraparaten, die mit Aceton fixiert wurden.
TAHA et al. (1989) fuhrten Verdunnungsexperimente mit der humanen
Mammakarzinomzelllinie T47D durch, wobei die Verdinnungsstufen von 1 Tumorzelle in 10
mononukledren Knochenmarkzellen bis zu 1 Tumorzelle in 1x10° Knochenmarkzellen
reichte. Die VerdUinnungsansatze wurden als Zytozentrifugationspréaparate aufgearbeitet, mit
Aceton fixiert und mittels einer Kombination aus den monoklonalen Antikérpern AE1, AE3,
KA-4 und UCD/PR-10.11 gegen die Zytokeratine 8, 14 bis 16,18 und 19 nach der APAAP-
Methode gefarbt. Die Sensitivitat lag bei 1 Tumorzelle in 1x10° Zellen.

OSBORNE et al. (1991) verwendeten die CK 18 exprimierenden Zellen der humanen
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 in einem Verdinnungsexperiment, wobei die Konzentration
der MCF-7-Zellen von 10 bis 400 Tumorzellen in 1x10° mononukledren Knochenmarkzellen
in Zytospins betrug. Fixiert wurden die Zellpréparate mit 100% Ethanol. Unter Verwendung
des Mab AE1 gegen saure Zytokeratine und der APAAP-Methode konnte eine Sensitivitat
von 4 bis 6 Zellen in 1x10° Zellen in 95% beobachtet werden. Durch Extrapolation wurde das
Sensitivitatsniveau bei 1 Tumorzelle in 1x10° Zellen festgelegt

Aus dem oben Aufgefihrten kann zusammengefasst werden, dass bei intakter Zellstruktur
hinsichtlich der Spezifitdt der Antikérper zwischen Zytospin- und Sedimentationspraparaten
kein Unterschied bestehen sollte. Die Morphologie der Zellen ist in den
Sedimentationspraparaten besser erhalten als in den Zytozentrifugationspréparaten. Die
Untersuchung einer héheren Zellzahl gewahrleistet eine zuverlassigere Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse, was in der geringeren Streubreite der Einzelwerte in den
Sedimentationspraparaten zum Ausdruck kommt. Die Sensitivitdt war mit der
Sedimentationstechnik mit Nachweis von 2 in 10° mononukledren Zellen peripheren Blutes
um den Faktor 4 héher als mit der Zytozentrifugationstechnik mit der ein Sensitivitatsniveau

von 5 Zellen in 1x10°> mononukledren Zellen peripheren Blutes erreicht wurde.
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4.2 Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und peripheren Blut
von Patientinnen mit Mammatumoren mittels gegen CK 18 gerichteter
Antikorper

4.2.1 Immunzytologischer Nachweis disseminierter Tumorzellen in
Zytozentrifugations- und Sedimentationspraparaten des Knochenmarks und
peripheren Blutes von Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der
Mamma

Das KM und PB von 8 Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma wurde unter

Verwendung des CK 18-spezifischen monoklonalen Antikérpers CK1 nach der APAAP-

Methode gefarbt und auf disseminierte Tumorzellen untersucht. Von allen 8 Patientinnen

wurden Zytozentrifugationspraparate des KM und PB, von 3 der 8 Patientinnen

Sedimentationspraparate des KM und PB auf diese Weise untersucht.

In den Zytozentrifugationspraparaten konnte ein positiver Nachweis von CK 18 in 2 der 8

KM-Proben (25%) gefuhrt werden. 6 der 8 KM-Proben (75%) und alle 8 PB-Proben (100%)

zeigten keinen Anhalt fir CK-18-exprimierende Zellen. Bei den beiden Patientinnen mit CK

18 markierbaren Zellen im KM lagen die Diagnosen einer blunt-duct-adenosis, fibros-

zystischer Mastopathie sowie maRiger Fibrose (L.H.) und eines partiell adenoiden

intraduktalen Papilloms (K.R.P.) vor.

In den Sedimentationspraparaten war 1 der 3 KM-Proben positiv und 2 der 3 KM-Proben

negativ fir den Nachweis von CK 18. Keine der 3 untersuchten PB-Proben wies CK-18-

anfarbbare Zellen auf. Bei der Patientin (W.S.), in deren Knochenmark ein positiver

Nachweis fUr den epithelialen Marker erfolgte, bestand die Diagnose eines intraduktalen

Papilloms sowie einer fibros-zystischen Mastopathie. Konkordante positive Ergebnisse in

beiden Untersuchungsmethoden lagen nicht vor. JURGENS (1998) untersuchte ein

vergleichbares Kollektiv von 6 Patientinnen mit benignen Erkrankungen der Mamma anhand
von Zytozentrifugationspraparaten mit der hier verwendeten Fixationsmethode auf die

Expression von Zytokeratin 18. Die Ergebnisse zeigten keine positiven Befunde im

peripheren Blut und dem Knochenmark dieser Patientinnen. SCHLIMOK et al. (1987)

untersuchten im Rahmen einer Studie Knochenmarkproben von 75 Patienten ohne Hinweis

auf eine maligne Erkrankung, die unter anderem auch benigne Mammatumoren aufwiesen.

CK-18-exprimierende Zellen konnten in keiner Probe beobachtet werden. Die positiven

Befunde lassen drei Theorien zu. Erstens ware ein bis zum Zeitpunkt der Materialgewinnung

nicht diagnostizierten Malignoms epithelialen Ursprungs oder die Entwicklung eines

epithelialen Tumors denkbar, wie es von PANTEL et al. 1993b beschrieben wurde. In der
angefuhrten Studie wurden CK-18-exprimierende Zellen im Knochenmark von 2 Patienten

ohne Anhalt fur eine maligne Erkrankung nachgewiesen, von denen einer innerhalb von 10

Monaten ein tubulovilldses Adenom und der andere ein Karzinom des Colons entwickelte.
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Uber eine etwaige Malignomentwicklung kann fur die 3 Patientinnen dieser Arbeit aufgrund
des kurzen Beobachtungszeitraumes keine endgultige Aussage gemacht werden.

Aufgrund des Vorliegens einer gutartigen Mammaerkrankung bei den Patientinnen diesen
Kollektivs, durfen die Ergebnisse nicht automatisch als falsch-positiv bewertet werden. MOLL
et al. beschrieben 1982 die Expression von Zytokeratin 18 in normalen Epithelien der
Mamma und in Mammakarzinomen und hielt den Nachweis von Zytokeratinmustern als
aussagekraftiger als den Nachweis einzelner Zytokeratine. PANTEL et al. (1994) erhielten 1
bis 2 CK-18-positive Zellen im Knochenmark von 4 der 75 untersuchten Patienten ohne
Nachweis einer malignen Erkrankung. Alle 4 Patienten wiesen gutartige Erkrankungen
epithelialer Organe wie Nierenzysten, Adenome der Nebennieren oder der Prostata auf. Mit
dieser Beobachtung vereinbar wiesen alle Patientinnen mit einem positiven Nachweis des
epithelialen Markers in der vorliegenden Studie eine benigne Erkrankungen der Mamma auf,
die sich von den epithelialen Geweben ableiteten. Bei 2 der Patientinnen wurde die
Diagnose eines Papilloms gestellt, die in seltenen Fallen zu Entartungen neigen kénnen.
Dies liel3e vermuten, dass ein Nachweis von CK 18 auch bei gutartigen proliferativen wie
nicht-proliferativen Mammaerkrankungen mdoglich ist. Eine ahnliche Aussage trafen Franzén
et al. 1996, die mittels gelelektrophoretischer Analyse von Polypeptiden eine hdhere
Expressionsrate der Zytokeratine in Fibroadenomzellen der Mamma nachweisen konnten als
in schnell proliferierenden Tumorzellen des gleichen Organs. Es ist pathogenetisch unklar,
warum ein Nachweis epithelialer Zellen im Knochenmark bei Patientinnen mit einer Gruppe
von Erkrankungen der Mamma moglich ist, die im Gegensatz zur Gruppe der
Mammakarzinome als lokal begrenzte Geschehen angesehen werden. Diese Uberlegung
fuhrt zu der Moglichkeit einer fehlenden Spezifitdt des verwendeten Antikdrpers oder stellt
die Methode zum Nachweis von Zellen epithelialen Ursprungs im Knochenmark in Frage. Die
Mehrzahl der im Weiteren angefiihrten Studien widerlegen diese Annahme (z.B. SCHLIMOK
et al. 1987, PANTEL et al. 1993a und b, PANTEL et al. 1994). Nur wenige Autoren
beschrieben eine ektope Expression von CK 18 in mesenchymalen Geweben wie dem
Knochenmark unter bestimmten pathophysiologischen Gegebenheiten (JARVINEN et al.
1990). Unsere Ergebnisse legen weitere Untersuchungen des Nachweises von CK-18-
exprimierenden Zellen im Knochenmark und peripheren Blut von Patientinnen mit benignen
proliferativen und nicht-proliferativen  Erkrankungen der Mamma an gréferen
Patientinnenkollektiven nahe, insbesondere im Hinblick auf die pathogenetische Bedeutung

dieser Zellen.



4. Diskussion 138

4.2.2 Vergleich des immunzytologischen Nachweises disseminierter Tumorzellen
in Zytozentrifugations- und Sedimentationspréaparaten des Knochenmarks
und peripheren Blutes von Patientinnen mit einem Mammakarzinom

Bei 46 Patientinnen lag die Diagnose eines Mammakarzinoms vor, von denen bei 41 die

Erstdiagnose und bei 5 die eines Rezidivs eines Mammakarzinoms gestellt wurde.

Die Nachweisrate einer Tumorzelldissemination in der APAAP-Farbung gegen CK 18 in den

Proben peripheren Blutes und des Knochenmarks von Patientinnen mit einem priméaren

Mammakarzinom war in den Sedimentationspraparaten mit 1x10° Zellen geringfiigig héher

angesiedelt als in den Zytozentrfugationspraparaten mit 1x10° Zellen. Im Knochenmark

stellten sich 9 der 37 (24%) Zytospins positiv dar verglichen mit 5/14 (36%) in den

Sedimentationspraparaten. Deutliche Unterschiede zeigten sich in den Proben peripheren

Blutes mit 4 von 37 (11%) positiven Ergebnissen in den Zytospins und 5 von 13 (38%) in den

Sedimentationspraparaten. Moglicherweise ist die Ursache der héheren Nachweisrate in den

Sedimentationspraparaten in der gréf3eren Anzahl untersuchter Zellen zu sehen, wie dies in

den Verdiinnungsstudien dieser Arbeit gesehen und von einigen Autoren postuliert wurde,

die eine Verdopplung der Detektionsrate von Tumorzellen durch eine Vervierfachung der

ProbengréRRe von 4x10° auf 1,6x10° Zellen zeigten (PANTEL et al. 1993a).

Die Rate konkordanter positiver Ergebnisse im KM und PB der Patientinnen, von denen

beide Probenarten untersucht wurden, lag in den Sedimentationspraparaten mit 4/13

ebenfalls hoher als in den Zytozentrifugationspraparaten mit 1/33. Eine Ubereinstimmung

negativer Ergebnisse war in 23/33 Zytospins und 7/13 Sedimentationspraparaten zu
beobachten. Die Rate diskordanter Ergebnisse erwies sich in den Zytospinpraparaten héher.

In den untersuchten Proben waren Ubereinstimmende Ergebnisse in den Zytospins und

Sedimentationspraparaten im KM nur bei 2 Patientinnen (N.R., B.G.) und im PB bei keiner

der Patientinnen zu finden. Eine Bedeutung konkordanter und diskordanter Ergebnisse im

KM und PB ist aus dieser Studie nicht abzuleiten. Die Wertigkeit des Tumorzellnachweises

im KM und PB bedarf weiterer Abklarung, da beide Medien im Hinblick auf den Nachweis

disseminierter Tumorzellen nicht als gleichwertig anzusehen sind. Dem Knochenmark kommt

eher eine Fenster- bzw. Reservoirfunktion des zirkulierenden Blutes bezlglich disseminierter

Tumorzellen zu (DIEL et al. 1990, PANTEL et al. 1993a, WOLLENBERG et al. 1994, JAUCH

et al. 1995). Das Auftreten von Tumorzellen im peripheren Blut muss eher als passager

angesehen werden. So konnten DEARNALEY et al. 1991 disseminierte Tumorzellen im

Knochenmark nicht jedoch im peripheren Blut von Patientinnen mit einem Mammakarzinom

durch den immunzytochemischen Nachweis des epithelialen Membranantigens (EMA)

nachweisen, was im Gegensatz zu den hier dargestellten Ergebnissen steht. Hierbei muss
die geringere Spezifitdit des EMA verglichen mit der des CK 18 bertcksichtigt werden. Am

ehesten sind die Ergebnisse im KM und PB als ergdnzend zu betrachten.
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Von den Patientinnen mit einer nachgewiesenen Tumorzelldissemination in das
Knochenmark zeigte sich in beiden Untersuchungsmethoden eine hohere Nachweisrate bei
Patientinnen mit niedrigeren Tumorstadien 0 bis [IB (7/9 in Zytospins und 4/5 in
Sedimentationspraparaten) gegeniiber 2 von 9 Patientinnen mit Tumoren des Stadiums I1IB
und IV (2/9 in Zytospins und 1/5 in Sedimentationspraparaten). Die Untersuchung der
Proben peripheren Blutes in den Sedimentationspraparaten ergab ein d&hnliches Ergebnis
wie im KM mit positiven Nachweisen in 4/5 Fallen mit Tumoren der Stadien 0 bis 1IB. In den
Zytozentrifugationspraparaten hatten 2/4 Patientinnen einen Tumor im Stadium [IA und 2/4
einen Tumor im Stadium I[IIB. Es muss beriicksichtigt werden, dass die Mehrzahl der
Patientinnen Tumoren niedrigerer Stadien aufwiesen, wobei die relative Verteilung niedriger
und hdherer Tumorstadien in beiden Kollektiven etwa gleich war.

Entsprechend der tumorstadienbezogenen Ergebnisbetrachtung lieRen sich die Ergebnisse
nicht mit den etablierten Prognosefaktoren TumorgréRe, Nodal- und Fernmetastasenstatus
korrelieren, wobei sich die Ergebnisse in den Zytozentrifugations- und
Sedimentationspraparaten ahnlich darstellten. Unter Berlcksichtigung der Uberwiegend
niedrigeren Tumorstadien, erfolgte ein Nachweis disseminierter Tumorzellen hauptsachlich
im Knochenmark bei Patientinnen mit Tumoren der GroRe Tis bis T2 und negativem
Nodalstatus in beiden Untersuchungsmethoden sowie in den Sedimentationspréparaten des
PB. Die Zytospinpraparate des PB ergaben im Vergleich eine deutlich niedrigere Rate
positiver Befunde in diesem nach den TNM-Kriterien prognostisch ginstigeren Kollektiv, was
im Umkehrschluss eine Korrelation mit dem negativen Nodalstatus und dem niedrigeren
Tumorstadium zuliel3e. Von den 3 Patientinnen, die Fernmetastasen zum Diagnosezeitpunkt
aufwiesen, konnten nur im  Zytozentrifugationspraparat des KM und im
Sedimentationspraparat des PB Tumorzellen mit der APAAP-Farbung gegen CK 18
detektiert werden. Aufallend hierbei war, dass es sich um eine von zwei Patientinnen mit
osséaren Metastasen (K.C.) handelte.

Von den 5 Patientinnen, deren Proben zum Zeitpunkt der Diagnose eines Rezidivs ihrer
Erkrankung gewonnen wurden, stellte sich in 1/4 Zytozentrifugationspraparaten des KM
sowie das Sedimentationspraparat des KM positiv dar (N.K.). Die zu erwartende Tendenz
eines erhdhten Tumorzellnachweises in diesem Patientinnenkollektiv mit einer ausgedehnten
Tumorerkrankung war jedoch nicht zu erkennen.

Im Vergleich der Korrelation zwischen dem Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus und
dem immunzytologischen Nachweis von Tumorzellen in Zytozentrifugations- und
Sedimentationspraparaten stellte sich eine relativ héhere Inzidenz konkordanter Ergebnisse
in den Sedimentationspraparaten des KM und PB gegentiber dem Tumorzellnachweis in den
Zytozentrifugationspraparaten beider Probenarten dar. Einschrankend muss erwéhnt
werden, dass das Verhaltnis der Ostrogen- und Progesteronrezeptor exprimierenden zu

nicht-exprimierenden Tumoren von 3:1 kein reprasentatives Vergleichspotential besitzt. Von
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4 Patientinnen, deren Proben zum Zeitpunkt eines Rezidivs gewonnen wurden, wurde der
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus des Rezidivs bzw. bei 1 Patientin des
Zweitkarzinoms festgestellt. Auch hier wurde keine Korrelation zwischen dem Nachweis von

Tumorzellen und dem Hormonrezeptorstatus gesehen.

4.2.3 Bewertung der Ergebnisse des immunzytologischen Nachweises
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und peripheren Blut von
Patientinnen mit einem Mammakarzinom

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Studie keinen Zusammenhang beziglich

der etablierten Prognosefaktoren Tumorgré3e, Nodal-, Fernmetastasen- sowie

Ostrogenrezeptorstatus und dem Nachweis von Zytokeratin 18 im peripheren Blut und dem

Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen erkennen. Ein Nachweis von Tumorzellen

im Knochenmark und peripheren Blut von Patientinnen mit einem Mammakarzinom gelang

hauptsachlich bei Patientinnen mit kleineren Tumoren (T1 und T2), negativem Nodalstatus

und ohne den Nachweis von Fernmetastasen, die sich in weniger fortgeschrittenen

Tumorstadien (0 bis 1l1A) befanden. Die geringe Anzahl der untersuchten Patientinnen mit

Uberwiegend niedrigen Tumorstadien muss in dieser Aussage beriicksichtigt werden.

In der vorliegenden Studie lag die Nachweisrate disseminierter Tumorzellen im

Knochenmark von Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom in den Zytospin- und

Sedimentationspraparaten zwischen 24% und 36% (9/37 in Zytospins, 5/14 in

Sedimentationspraparaten), was die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen unserer

Arbeitsgruppe mit Tumorzellnachweisen im Knochenmark mittels CK-18-spezifischer

Antikérper bei 5 von 33 (15%) Patientinnen (JURGENS 1998) und 4 von 18 (22%)

Patientinnen mit einem Mammakarzinom (KLEBE 1999) widerspiegelt. Die in dieser Studie

erzielten positiven Tumorzellnachweise liegen auch innerhalb der in den aufgefihrten

Studien angegebenen Nachweisraten zwischen 18% und 44%.

Bezuglich der fehlenden Korrelation mit der TumorgréRe und dem Nodalstatus stehen die

Ergebnisse im Einklang mit denen von PORRO et al. (1988), SCHLIMOK et al. (1987) und

HARBECK et al. (1994) und gegensatzlich zu denen von, MANSI et al. (1987), DIEL et al.

(1990 und 1992) und FUNKE et al. (1996). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen

Tumorzellen im Knochenmark und dem Ostrogen- und Progesteronstatus konnte ebenfalls in

keiner der Studien gezeigt werden (DIEL et al. 1990 und 1992, HARBECK et al. 1994,

FUNKE et al. 1996). Alle angefuhrten Arbeitsgruppen bis auf zwei (PORRO et al. 1988,

COTE et al. 1991) verwendeten die APAAP-Methode, benutzten allerdings unterschiedliche

Antikérper, um einen Tumorzellnachweis im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen

zu fuhren.

SCHLIMOK et al. (1987) wiesen unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers CK 2

gegen das Zytokeratin 18 Tumorzellen im Knochenmark bei 28 von 155 untersuchten
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Patientinnen (18%) mit einem Mammakarzinom nach, die sich &hnlich wie in dieser Studie in
Uberwiegend niedrigeren Tumorstadien befanden. Ein Zusammenhang der Ergebnisse mit
der TumorgroRe und dem Lymphknotenstatus konnte nicht beobachtet werden, jedoch
gelang dieser Arbeitsgruppe eine Korrelation zwischen CK-18-positiven Zellen und dem
Fernmetastasenstatus bei 9/95 (9%) Patientinnen mit einer MO- Situation versus 12/30 (40%)
Patientinnen mit Fernmetastasen.

Die Arbeitsgruppe von MANSI et al. (1987) benutzten einen monoklonalen Antikdrper gegen
das epitheliale Membranantigen (EMA) und konnten bei 81 von 307 (26%) der untersuchten
Patientinnen in unterschiedlichen Tumorstadien ohne Fernmetastasen disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark nachweisen. Der Tumorzellnachweis korrelierte mit der
TumorgroRe (44/222 (20%) TO0-2, 36/84 (33%) T3-4) und dem Lymphknotenstatus (29/152
(19%)) nodal negativ, 44/135 (33%) nodal positiv).

DIEL et al. (1990) verwendeten in einer Studie zwei monoklonale Antikdrper, von denen PKK
1 gegen die Zytokeratine 8, 18 und 19 gerichtet war und den Antikdrper 12H12, der an das
tumorassoziierte Antigen TAG 12 bindet. Das Kollektiv der untersuchten Patientinnen befand
sich in einer Mo-Situation und wies einen hoheren Anteil an niedrigeren Tumorstadien auf
(75% T1/2, 25% T3/4, 40% nodal negative und 60% nodal positive Tumore). Bei 41 der 128
(32%) Patientinnen lag eine Tumorzelldissemination in das Knochenmark vor, was mit der
TumorgréRe und bedingt mit dem Ostrogenrezeptorstatus korrelierte. Eine Korrelation
zwischen dem Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark und dem Nodalstatus konnte
nicht hergestellt werden: ein positiver Tumorzellnachweis bei 20/73 (27%) nodal positiven
und 11/55 (20%) nodal negativen Patientinnen.

PANTEL et al. (1993a)verdffentlichten eine Studie, in der das Knochenmark von 135
Mammakarzinompatientinnen in unterschiedlichen Tumorstadien mit dem CK 18-
spezifischen Antikdrper CK2 auf disseminierte Tumorzellen untersucht wurde. Insgesamt
wurden disseminierte Tumorzellen bei 49 von 135 (36%) Mammakarzinompatientinnen im
KM detektiert. Eine Unterteilung der Patientinnenkollektive wurde nur nach dem
Fernmetastasenstatus ungeachtet der nodalen Situation und der Tumorgrof3e
vorgenommen. Es gelang ein positiver Tumorzellnachweis im KM bei 14 der 19 (74%)
untersuchten Patientinnen mit einem Tumor im metastasierten Stadium, was eine deutlich
erhdhte Nachweisrate gegentber den positiven Befunden der 35/116 (30%) der Patientinnen
in nicht metastasierten Stadien entspricht. Bei der Betrachtung des Patientinnenkollektivs mit
metastasierten Tumorstadien und der Patientinnen mit einem Rezidiv eines
Mammakarzinoms konnten wir unter Beriicksichtigung des deutlich kleineren Kollektivs diese
zu erwartende Beobachtung in den Zytospinpraparaten nicht bestatigen.

HARBECK et al. (1994) untersuchten Knochenmarkaspirate von 100 Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom ohne Fernmetastasen in Uberwiegend niedrigeren Tumorstadien
(T1/2 83%, T3/4 14%, nodal negative 39%, nodal positive 60%) auf disseminierte
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Tumorzellen. Unter Verwendung eines Cocktails aus Antikdrpern gegen das epitheliale
Membranantigen (EMA), die Zytokeratine 8, 18 und 19 sowie des Antikdrpers 12H12 gegen
das Glykoprotein TAG 12 ergab sich ein positiven Nachweis von Tumorzellen bei 38/100
Patientinnen, wobei keine Korrelation zwischen den etablierten Prognosefaktoren der TNM-
Klassifikation hergestellt werden konnte. Aufféllig war auch in dieser Studie der relativ hohe
Anteil positiver Knochenmarkbefunde in der Gruppe nodal negativer Patientinnen verglichen
mit der Gruppe nodal positiver (19/39 versus 18/60).

FUNKE et al. untersuchten 1996 das Knochenmark von 234 Mammakarzinompatientinnen
mit dem monoklonalen Antikérper CK2 gegen das Zytokeratin 18 auf disseminierte
Tumorzellen. 88 von 234 (38%) Patientinnen lie3en eine Tumorzelldissemination erkennen.
Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen dem Tumorstadium nach der UICC-
Klassifikation und den prognostischen Kriterien der TNM-Klassifikation gefunden. Positive
Tumorzellnachweise wurden zu 56% (27/48 Patientinnen) in den héheren Tumorstadien IlI
und IV beobachtet und nur zu 32% (61/186 Patientinnen) in den Stadien O bis 1IB, wobei eine
kontinuierlich ansteigende Nachweisrate mit zunehmendem Tumorstadium dokumentiert
werden konnte. Entsprechend der Tumorstadien zeigten 50% (16/32) der Patientinnen mit
T3- und T4-Tumoren eine Tumorzellkontamination des Knochenmarks verglichen mit 66 von
194 (34%) Patientinnen mit Tumoren der Gro3e Tis bis T2. Bei 13 von 22 (59%) der
Patientinnen mit einer M;-Situation wurden Tumorzellen entdeckt, wahrend dies nur bei 35%
(75/212) der Patientinnen ohne Fernmetastasen der Fall war. In der Gruppe nodal positiver
Patientinnen gelang ein Tumorzellnachweis bei 47% (53 von 112) und 25% (28/111) nodal
negativer Patientinnen.

Ahnliche Ergebnisse sind in einer weiterfilhrenden Studie von DIEL et al.(1992) zu finden,
die eine Fortfihrung der Studie von 1990 darstellt und in der der monoklonale Antikérper
2E11 gegen das Coreprotein des tumorassoziierten Antigens TAG 12 zum Nachweis von
Tumorzellen eingesetzt wurde. Untersucht wurde das Knochenmark von 260
Mammakarzinompatientinnen ohne Fernmetastasen in (Uberwiegend niedrigeren
Tumorstadien (T1-2 81%, T3-4 19%, nodal negativ 51%, nodal positiv 49%). Ein positiver
Nachweis wurde bei 115 der 260 (44%) Patientinnen gefiihrt. Im Knochenmark
nachgewiesene Tumorzellen korrelierten signifikant mit der Tumorgrol3e sowie dem
Nodalstatus. 38% (79 von 211) der Patientinnen mit einem Tumor der GréRe T1-2 wiesen
Tumorzellen im Knochenmark auf und 73% (36 von 49) der Patientinnen mit einem T3/4-
Tumor. Disseminierte Tumorzellen und ein positiver Lymphknotenstatus lagen in 58%
(74/124) der Falle vor und waren nur bei 30% (40/133) nodal negativer Patientinnen zu
finden.

Fur die niedrigere Rate positiver Ergebnisse in Knochenmarkproben von 24% in der
vorliegenden Studie verglichen mit PANTEL et al. (1993a), DIEL et al. (1990 und 1992) und

HARBECK et al. (1994) kommen verschiedene Erklarungsansatze in Betracht.
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Unterschiedliche Arbeitsgruppen untersuchten 5 (PANTEL et al. 1993a) bis 10 Praparate
(DIEL et al. 1992), was die untersuchte Zellzahl bis auf 1,6 x 10° Zellen je Patientin steigert.
Der Vergleich positiver Ergebnisse von den PB- und KM-Proben in Zytospin- und
Sedimentationspraparaten zeigte eine niedrige Konkordanz beider Untersuchungsmethoden,
was vermuten lasst, dass sich die Ergebnisse erganzen. Diese Annahme spricht fir das
Vorgehen, einen erhdéhten Tumorzellnachweis durch die Untersuchung mehrerer Proben
einer Patientin zu erzielen. PANTEL et al. (1993a) werteten den Nachweis 1 Tumorzelle als
positiv, wobei nicht erkennbar war, ob ein positiver Nachweis in einem oder in allen
ausgewerteten Préparaten erfolgen musste. In der hier durchgefuhrten Studie wurde nur ein
Praparat je Patientin in Augenschein genommen und erst ab dem Vorliegen von mindestens
3 CK-18-exprimierenden Zellen als positiv fir eine nachgewiesene Tumorzelldissemination
befundet. Viele Autoren benutzten gepoolte Knochenmarkaspirate aus 2 bis 6
Punktionsstellen (DIEL et al. 1990 und 1992, PANTEL et al. 1993a, HARBECK et al. 1994,
FUNKE et al. 1996). DIEL et al. konnten eine Steigerung eines Tumorzellnachweises durch
die Markaspiration aus 4 Stellen des Beckenkamms und 2 Stellen des Sternums von 24%
auf 32% in der von ihnen 1990 durchgefuhrten Studie demonstrieren. PANTEL et al. konnten
1994 zeigen, dass die Detektionsrate von Tumorzellen epithelialer Tumoren mittels des CK-
18-spezifischen Antikdrpers CK 2 durch die Aspiration des Knochenmarks von 2 bis 3
unterschiedlichen Stellen bis auf 90% erhéht wird. Eine dhnliche Beobachtung wurde 1987
schon von SCHLIMOK et al. gemacht, die einen Nachweis von CK 18-positiven Zellen im
Knochenmark von 30 Mammakarzinompatientinnen fihrten und die Ergebnisse der bilateral
gewonnenen Knochenmarkaspirate verglichen. Es fiel auf, dass bei 3/30 KM-Proben CK 18-
positive Ergebnisse in beiden Aspiraten entdeckt wurden und bei 4/30 Patientinnen ein
Tumorzellnachweis nur in je einem Aspirat gelang. Die Begrindung ist sowohl in der
Annahme zu sehen, dass disseminierte Tumorzellen eher mit niedriger Frequenz und
ungleichmaRig verstreut im Organismus auftreten, als auch in der Heterogenitat der
Tumorzellen. Letzteres wird durch die Beobachtung gestitzt, dass eine verminderte
Expression von CK 18 wahrend der Mobilisation epithelialer Tumorzellen in ca. 50% der
Falle auftritt und angenommen werden muss, dass dies den Tumorzellen eine selektive
Disseminationskapazitat verleiht (LICHTNER et al. 1991, PANTEL et al. 1994). Hierdurch
ware auch die deutliche Erhdhung eines Tumorzellnachweises durch die gleichzeitige
Verwendung von verschiedenen Antikdrpern, sogenannten Cocktails, erklarbar, bei denen
Antikérper gegen CK 18 haufige Verwendung finden (TAHA et al. 1989, DIEL et al. 1990,
HARBECK 1994). Die Wahl des Zielantigens scheint ebenfalls fur eine hohere Nachweisrate
ausschlaggebend zu sein, auch wenn die Autoren darauf hinweisen, dass sich in
vergleichenden Studien keine signifikanten Unterschiede zwischen dem monoklonalen
Antikérper PKK1 gegen die Zytokeratinkomponenten 8,18 und 19 und dem monoklonalen
Antikorper 2E11 gegen das Coreprotein von TAG 12 feststellen lie3en (DIEL et al. 1992).
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Eine weitere Ursache fir eine verminderte Detektionsrate lasst sich mit der von PANTEL et
al. 1994 beschriebenen Tatsache erklaren, dass die meisten Karzinompatienten, unabhangig
von der Tumorentitdt, weniger als 10 Karzinomzellen in 8x10° Knochenmarkzellen
aufwiesen, was extrapoliert weniger als 1 Tumorzelle in 1x10° Zellen entspricht. Den
Untersuchungsergebnissen von PANTEL et al. (1994) zur Folge wird die Detektionsrate
weiterhin durch die Blutkontamination im Rahmen der Knochenmarksaspiration negativ um
den Faktor 15 beeinflusst.

Die Betrachtung der unterschiedlichen Studien macht deutlich, dass aufgrund fehlender
Standards in der praktischen Durchfiihrung beziiglich der Anzahl der Zellen je Zellpraparat,
Anzahl der untersuchten und als positiv gewerteten Praparate sowie die als positiv zu
wertende  Anzahl nachgewiesener CK-18-exprimierender Zellen bislang keine
Vergleichbarkeit der Untersuchungen besteht. Inwieweit die unterschiedlichen Methoden der
Zellauftragung auf die Objekttrager, z.B. Zentrifugationsgeschwindigkeiten, und
Fixationsmethoden in den aufgefihrten Studien einen Einflul3 auf die Antikérpermarkierung
einzelner Zellen ausiibt, bleibt weiter abklarungsbedurftig. Die Aufarbeitung der Proben mit
dem in dieser und den aufgefihrten Studien angewandten APPAP-Methode unter
Verwendung monoklonaler Antikérper stellt ein zeitaufwendiges Verfahren dar, dass nur in
speziellen Laboren durchgefihrt werden kann (DIEL et al. 1990). Letztendlich ist zu
berticksichtigen, dass nicht jede nachgewiesene Tumorzelle zwangslaufig zu einer
Metastase heranreifen wird, und von manchen Autoren postuliert wird, dass dem
Knochenmark nur eine Reservoirfunktion fir disseminierte Tumorzellen zukommt bzw. das
Auftreten von Karzinomzellen im Knochenmark nur einen vorlbergehenden Zustand
darstellt. Aus den aufgeflihrten Griinden wird deutlich, dass die prognostische Signifikanz
von CK 18 als Nachweis fir disseminierte Tumorzellen im Knochenmark und Blut von
Patientinnen mit Mammakarzinomen, die damit zusammenhdngende klinische
Einflussnahme auf eine pratherapeutische Patientinnenselektion und die Praktikabilitat der
Methode im Klinischen Alltag weiterer Abklarung bedarf. Vor allem muss die Bedeutung der
relativ hohen Rate von 8% bis 48% von Tumorzellen im Knochenmark nodal negativer
Mammakarzinompatientinnen (SCHLIMOK et al. 1987, PORRO et al. 1988, DIEL et al. 1990,
HARBECK et al. 1994, FUNKE et al. 1996), die auch in der vorliegenden Studie mit 42%
bzw. 48% (3/7 in Sedimentationspraparaten bzw. 7/15 in Zytospins) auffallig war,
weitergehend verfolgt werden. Inwieweit sich der zu vermutende Zusammenhang der
relativen Haufigkeit des Auftretens von Rezidiven bei Patientinnen mit negativem
Lymphknotenstatus bestatigt, die zwischen 30% und 50% angegeben wird, muss

Gegenstand weiterer wissenschatftlicher und klinischer Forschung bleiben.
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4.2.4 Immunzytologischer Nachweis disseminierter Tumorzellen in
Zytozentrifugations- und Sedimentationspréparaten des Knochenmarks und
peripheren Blutes von Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom
und dem Auftreten von Fernmetastasen und Rezidiven

Der mittlere Beobachtungszeitraum der 41 Patientinnen mit einem priméaren

Mammakarzinom, deren Knochenmark und peripheres Blut anhand von

Zytozentrifugationspraparaten auf eine Tumorzelldissemination untersucht wurde, erstreckte

sich Uber 20 Monate. Insgesamt erlitten 7 Patientinnen dieses Kollektivs ein Rezidiv oder

einen Progress ihrer Erkrankung, 2 Patientinnen verstarben tumorbedingt. Der mittlere

Zeitraum bis zum Auftritt eines Rezidivs fir das gesamte Kollektiv betrug 15,4 Monate, bis

zum Eintritt eines tumorbedingten Todes 7,25 Monate (0,5 (P.E.) und 14 Monate). Es lieRen

sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen KM- und PB-Befunden ermitteln. 1 von 9

Patientinnen mit einem Tis und einem Tumorzellnachweis im Knochenmark verstarb an den

Folgen einer hepatischen Metastasierung eines unbekannten Primarius (P.E.), weshalb

prognostisch zu dieser Gruppe keine Aussage getroffen werden kann. Auffallend ist, dass

keine der 8 von 9 (89%) der Patientinnen mit positivem Knochenmarkbefund und keine der 4

Patientinnen mit einer nachgewiesenen Tumorzelldissemination im PB ein Rezidiv innerhalb

dieses Zeitraumes entwickelten. Von den 14 Patientinnen, deren KM- und PB-Proben an

Sedimentationspraparaten untersucht wurden, betrug der mittlere Beobachtungszeitraum

18,8 Monate. Hautmetastasen traten bei 1 Patientin der tumorzellnegativen Gruppe nach 12

Monaten auf. Keine der 5 Patientinnen mit positiven Befunden im Knochenmark oder PB

zeigte einen Progress ihrer Erkrankung. Aufgrund der insgesamt niedrigen Rezidivrate

dieses untersuchten Kollektivs, ist eine vergleichende Analyse beider Probenarten zwischen
den tumorzellnegativen und tumorzellpositiven Gruppen sowie mit anderen Studien kaum

moglich. Eine Korrelation zwischen dem Nachweis von disseminierten Tumorzellen im

Knochenmark oder Blut und dem rezidivfreien und gesamten Uberleben lasst sich aus dieser

Studie nicht ableiten. Somit entsprechen die Ergebnisse dieser Studie nicht den

Beobachtungen der meisten Autoren, die ein geh&uftes Auftreten von Fernmetastasen,

insbesondere eine Korrelation mit dem Auftreten einer osséaren Filialisierung bei Patientinnen

mit positiven Tumorzellnachweisen im Knochenmark beobachteten und diesbeztiglich ein
verkurztes rezidivfreies Intervall und Gesamtiberleben beschrieben.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten mittels eines monoklonalen Antkorpers gegen das

epitheliale Membranantigen EMA Tumorzellen im Knochenmark von

Mammakarzinompatientinnen nachweisen und in diesem Zusammenhang ein verkirztes

rezidivfreies Intervall und Uberleben feststellen sowie eine erhdhte Wahrscheinlichkeit einer

Entwicklung von Fernmetastsasen, insbesondere ossarer Metastasen demonstrieren

(BERGER et al. 1988, MANSI et al. 1987, DEARNALEY et al. 1991). BERGER et al. (1988)

beobachteten Patientinnen mit einem Mammakarzinom ab dem Zeitpunkt der Operation tber



4. Diskussion 146

einen mittleren Zeitraum von 29 Monaten. Patientinnen mit nachgewiesenen Tumorzellen im
Knochenmark erlitten haufiger Rezidive (31/77 (40%)) als solche ohne
Tumorzelldissemination (42/208 (20%)), wobei sich das rezidivfreie Intervall in der ersten
Gruppe kurzer darstellte. MANSI et al. (1987) verfolgten den Krankheitsverlauf von 307
Mammakarzinompatientinnen tber einen medianen Beobachtungszeitraum von 28 Monaten.
Insgesamt entwickelten 75 der 307 Patientinnen Rezidive, von denen 60/75 Fernmetastasen
aufwiesen. Davon waren 26/81 (32%) in der tumorzellpositiven Gruppe, 34/226 (15%)
wiesen keine Tumorzellen im Knochenmark auf. 15 der 81 Patientinnen (19%) des
tumorzellpositiven  Kollektivs  verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraumes
tumorbedingt verglichen mit 21 der 226 (9%) der tumorzellnegativen Patientinnen. In den von
DEARNALEY et al. (1991) erhobenen Daten in einem Kollektiv von 39 Patientinnen Uber
einen Beobachtungszeitraum von 9 Jahren betrug das rezidivfreie Intervall im Mittel 10
Monate in der tumorzellpositiven Gruppe verglichen mit 24 Monaten in der
tumorzellnegativen Gruppe. Die mittlere Zeitspanne bis zum Eintritt eines tumorbedingten
Todes stellte sich in der tumorzellpositiven Gruppe mit 23 versus 47 Monaten ebenfalls
verkirzt dar. Fernmetastasen traten bei 11/13 (85%) Patientinnen mit einem positiven
Knochenmarkbefund und bei 8/36 (31%) Patientinnen mit fehlendem Tumorzellnachweis auf,
wobei eine ossare Beteiligung vornehmlich in der ersten Gruppe (7/11) zu verzeichnen war.
SALVADORI et al. (1990) sahen Uber einen medianen Zeitraum von 48 Monaten eine leicht
erhdhte Rezidivrate von 30% bei Patientinnen mit Tumorzellen im Knochenmark gegentuber
20% mit unauffalligen Knochenmarkbefunden. Ossdre Metastasen traten in beiden Gruppen
zu gleichen Teilen auf.

Die von COTE et al. 1991 verdffentlichte Studie befasste sich mit der Rezidivhaufigkeit von
49 Mammakarzinompatientinnen mit Tumoren im Stadium | und Il nach der UICC-
Klassifikation mit nachgewiesenen Tumorzellen im Knochenmark. Der mittlere
Beobachtungszeitraum betrug 29 Monate, der mediane 30 Monate. 12 der 49 Patientinnen
erlitten ein Rezidiv, von denen 7 von 12 Tumorzellen im Knochenmark aufwiesen.
Fernmetastasen traten in beiden Gruppen ohne Préadilektion auf, wobei im gesamten
Kollektiv der Knochen die haufigste Lokalisation darstellte. Die 2-Jahres-Rezidivrate wurde
mit 33% fur Patientinnen mit nachgewiesenen Tumorzellen im Knochenmark und 3% fur
tumorzellnegative angegeben. DIEL et al. (1990) konnten innerhalb eines medianen
Beobachtungszeitraumes von 39,5 Monaten ein deutlich verklrztes Intervall bis zum
Auftreten von Knochenmetastasen in dem Kollektiv tumorzellpositiver Patientinnen (8
Monate) gegeniuber dem Kollektiv tumorzellnegativer Patientinnen (15,8 Monate) belegen.
Ebenso war in der Gruppe der Patientinnen mit nachgewiesener Tumorzelldissemination im
Vergleich mit der tumorzellnegativen Gruppe die Inzidenz einer Entwicklung von
Knochenmetastasen geringgradig (9/31 versus 4/36) und von Fernmetastasen (14/31 versus

4/36) deutlich erhoht. Lokalrezidive wurden in dieser Studie haufiger bei Patientinnen ohne
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Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark beobachtet (5/36 versus 0/31). In der Gruppe
tumorzellpositiver Patientinnen verstarben 4 von 31 (12%) im Vergleich zu 2 von 36 (5%) in
der tumorzellnegativen Gruppe nach 2 Jahren. In der Fortfihrung dieser Studie (DIEL et al.
1992) konnte gezeigt werden, dass eine hohere Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von
Fernmetastasen und Rezidiven in der tumorzellpositiven Gruppe vorliegt (22/81 versus
4/130). Alleinige Knochenmetastasen traten in einem mittleren Beobachtungszeitraum von
24 Monaten (12 bis 73 Monate) nur in der Gruppe tumorzellpositiver Patientinnen auf, wobei
die Wahrscheinlichkeit, in welcher Zeit eine ossare Metastasierung auftreten kénnte, fir das
tumorzellpositive Kollektiv mit 9 Monaten und fir das tumorzellnegative mit 30 Monaten
berechnet wurde. Das gleichzeitige Auftreten von Knochen- und Viszeralmetastasen sowie
von alleinigen ossaren Metastasen Uberwog ebenfalls deutlich bei Patientinnen mit einer
Tumorzelldissemination in das Knochenmark. Lokalrezidive traten in beiden Gruppen zu
gleichen Teilen auf, tumorbedingte Todesfélle waren bei 10 der tumorzellpositiven und 5 der
tumorzellnegativen Patientinnen zu verzeichnen.

HARBECK et al. (1994) identifizierten den Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen ~ zum  Diagnosezeitpunkt als einen  signifikanteren
prognostischen Marker fiir ein rezidivfreies Uberleben als den Nodalstatus. Der mediane
Beobachtungszeitraum in der von ihnen durchgefihrten Studie belief sich auf 39 Monate mit
einem insgesamten medianen rezidivfreien Intervall von 28 Monaten. Bei Patientinnen mit
einem Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark zum Zeitpunkt der Diagnose bis zum
Auftreten eines Progresses ihrer Erkrankung betrug die mediane Zeitspanne 19 Monate, in
der Gruppe tumorzellnegativer Patientinnen 33 Monate. Patientinnen mit nachgewiesener
Tumorzelldissemination hatten ein hdheres Risiko ein Rezidiv zu entwickeln als solche mit
unauffalligen Knochenmarkbefunden: 39% (15/38) der tumorzellpositiven Patientinnen
verglichen mit 15% (9/62) der tumorzellnegativen. Fernmetastasen waren in der ersten
Gruppe deutlich vermehrt zu beobachten (9/38 (24%) versus 5/62 (8%)). Alleinige
Knochenmetastasen stellten die haufigste Lokalisation bei nachgewiesenen Tumorzellen dar
und traten nur in dem Kollektiv tumorzellpositiver Patientinnen auf. Viszerale Metastasen
wurden haufiger in der Gruppe der tumorzellnegativen Patientinnen diagnostiziert,
Lokalrezidive traten in dem Kollektiv mit positivem Tumorzellnachweis etwa doppelt so haufig
auf (6/38 (16%) versus 4/62 (7%)). Von den 100 Patientinnen verstarben 16 innerhalb des
Beobachtungszeitraumes, davon 24% der Patientinnen mit einem Tumorzellnachweis im
Knochenmark, 11% ohne nachweisbare Tumorzelldissemination.

Die erheblichen Unterschiede der Ergebnisse bezlglich des rezidivfreien Intervalls und
Gesamtiberlebens zwischen der vorliegenden Studie und den aufgeflhrten Arbeiten sind
am ehesten mit der als positiv bewerteten Tumorzellzahl zu begrinden. Mehrere Autoren

erklarten das alleinige Auftreten von Tumorzellen im Knochenmark und nicht die Anzahl der
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nachgewiesenen Zellen als prognostisch bedeutsam (MANSI et al. 1987, COTE et al. 1991,
HARBECK et al. 1994).

Der von einigen Arbeitsgruppen postulierte Zusammenhang zwischen dem Nachweis von
Tumorzellen im Knochenmark und dem Auftreten von osséren Metastasen (BERGER et al.
1988, MANSI et al. 1987, DEARNALEY et al. 1991, DIEL et al. 1990, HARBECK et al. 1994)
konnte anhand des hier untersuchten Kollektivs nicht beurteilt werden, da keine der
Patientinnen innerhalb des Beobachtungszeitraumes ossare Metastasen entwickelten.
Lediglich zwei Patientinnen wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose ossére Metastasen auf, von
denen 1 (K.C.) einen positiven Befund im Zytospin des KM und im Sedimentationspraparat
des PB aufwies und keinen weiteren Progress ihres Mammakarzinoms erlitt. Bei der zweiten
Patientin (B.S.) wurde ein Progress der ossaren Metastasen dokumentiert, jedoch wurde von
ihr nur das PB in Zytozentrifugationspraparaten begutachtet. Die ubrigen Patientinnen
erlitten Lokalrezidive, eine Metastasierung der Pleura und des lymphatischen Systems. Dies
bestatigt die Beobachtungen einiger Autoren, die ein gehéduftes Auftreten von Lokalrezidiven
(DIEL et al. 1990) und extraossaren Lokalisationen (DEARNALEY et al. 1991, HARBECK et

al. 1994) in der Gruppe der tumorzellnegativen Patientinnen dokumentierten.

4.3 Molekularbiologischer Nachweis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark und peripheren Blut

PTHrP konnte in einer Vielzahl von Mammakarzinomen nachgewiesen werden und scheint
durch die Stimulation osteoklastischer Aktivtat in diesem Zusammenhang eine bedeutende
Rolle fur die Entwicklung von Knochenmetastasen zu spielen (SOUTHBY et al. 1990,
BOUIZAR et al. 1993, PHILBRICK et al. 1996, SOUTHBY et al. 1995, IGUCHI et al. 1996).
Weiterhin konnte PTHrP zu einem hdheren Prozentsatz in Knochenmetastasen gefunden
werden verglichen mit Proben aus Metastasen anderer Lokalisationen (POWELL et al.
1991).

Die PCR und RT-PCR stellt ein verbreitetes und sensitives Werkzeug fur den Nachweis von
DNA- bzw. mRNA-Sequenzen gewebsspezifischer Proteine dar und beruht auf der
Amplifikation der nachzuweisenden DNA- bzw. mRNA-Sequenzen. Die Sensitivitdt der PCR
und RT-PCR wird mit dem Nachweis von 1 Zelle in 1x10° bis 1x10’ Zellen angegeben und
konnte von mehreren Arbeitsgruppen fiir Mammakarzinome und andere Tumorentitaten zur
Detektion disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und Blut belegt werden (NAITO et al.
1991, DATTA et al. 1994, WOOD et al. 1994, FIELDS et al. 1996, DEGUCHI et al. 1997).
Die Spezifitat der Methode ist Abhéangig von der Wahl des nachzuweisenden Substrates
sowie der Verwendung von Primerpaaren, die in genspezifischen Exonabschnitten lokalisiert
sein mussen, um die Amplifikation anderer Gensequenzen zu vermeiden. Fur den Nachweis
von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und Blut von Patientinnen mit einem

Mammakarzinom wurde die PCR und RT-PCR uberwiegend zum Nachweis des Zytokeratin
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19 angewandt (DATTA et al. 1994, FIELDS 1996). Wéahrend DATTA et al. (1994) und
KRUGER et al. (1996) den so gefiihrten Nachweis von CK 19 als hoch spezifisch
bewerteten, konnten andere Arbeitsgruppen eine erhebliche Rate falsch-positiver Befunde in
Knochenmark- und Blutproben belegen, welche auf die Amplifikation von Pseudogenen und
illegitimen Transkripten des Gens in Blutzellen zuriickgefuihrt werden (WULF et al. 1994,
KRISMAN et al. 1995, LOPEZ-GUERRERO et al. 1997, RUUD et al. 1999). Die Sensitivitat
der in dieser Studie angewendeten RT-PCR zum Nachweis von Transkripten des PTHrP-
Gens wurde in einem Verdunnungsexperiment mit Tumorzellen der Tumorzelllinie 786-O aus
einem PTHrP-exprimierenden Nierenzellkarzinom bestimmt, die in mononukledren Blutzellen
eines gesunden Spenders verdiinnt wurden. Die Sensitivitat lag bei 1 Tumorzelle in 1x10°
Zellen und konnte durch den Southern-Blot auf 1 Tumorzelle in 1x10° Zellen angehoben
werden (WULF et al. 1997). Beziglich der Spezifitat dieser RT-PCR konnten WULF et al.
(1997) keine Amplifikate des PTHrP-Gens in den KM und PB gesunder Spender in der
primaren und der nested PCR nachweisen, jedoch war ein Nachweis von PTHrP-
Transkripten in 3 von 25 Proben des Knochenmarks im Southern-Blot zu verzeichnen. Dies
bedeutet, dass ein positives Ergebnis in der sekundaren PCR einem Tumorzellnachweis
entspricht, ein isolierter positiver Nachweis im Southern-Blot jedoch nicht als beweisend fir
eine Dissemination von Tumorzellen betrachtet werden kann (JURGENS 1998).
Mdglicherweise kdnnen aktivierte oder transformierte Lymphozyten PTHrP exprimieren
(MARTIN et al. 1989) oder es kdnnte sich um illegitime Transkripte handeln, die gewebe-
oder differenzierungsspezifisch in allen Zellen gebildet werden kénnen und durch eine PCR-
bedingte Amplifikation zu einem falsch-positivem Ergebnis fihren kénnen (GHOSSEIN und
ROSAI 1996). In der bisher veroffentlichten Literatur finden sich keine Hinweise auf

Pseudogene des PTHrP-Gens.

43.1 Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und peripheren Blut
mit der PTHrP RT-PCR

Die KM- und PB-Proben von 7 Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma

wiesen keine Amplifikationsprodukte des PTHrP-Gens in der durchgefihrten RT-PCR auf,

was die Spezifitdt der Methode unterstreicht.

Von 40 Patientinnen des gesamten Kollektivs wurden jeweils 37 KM- und PB-Proben mittels

der RT-PCR auf eine Dissemination von Tumorzellen untersucht. In 11 der 37

Knochenmarkproben (30%) und 9 der 37 Blutproben (24%) konnten Tumorzellen

nachgewiesen werden. 26 von 37 (70%) der KM-Proben und 28 der 37 (76%) der PB-Proben

waren negativ fir das PTHrP-Gen.

Knochenmark und peripheres Blut von 37 Patientinnen mit einem primédren Mammakarziom

wurden auf eine PTHrP-Expression untersucht. Von diesen waren 10 von 34 KM-Proben

(29%) und 9 von 35 PB-Proben (26%) positiv fir das untersuchte Gen. 71% der



4. Diskussion 150

Knochenmark- und 74% der Blutproben waren negativ fir disseminierte Tumorzellen in
dieser Untersuchung. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von WULF et al. (1997)
erhobenen Befunden, die unter Verwendung der selben Oligonukleotidprimer in der RT-PCR
Transkripte des PTHrP-Gens in 9 von 31 Proben peripheren Blutes (29%) und in 9 von 34
Proben des Knochenmarks (26%) von Patientinnen mit einem Mammakarzinom nachweisen
konnten. In einer nachfolgenden Arbeit erhielt KLEBE (1999) mit der gleichen Methode eine
Detektionsrate von 33% PTHrP-positiven Ergebnissen in KM- und PB-Proben von
Patientinnen mit einem Hochrisiko-Mammakarzinom. Die Ergebnisse im peripheren Blut der
vorliegenden Studie reihen sich in die anderer Arbeitsgruppen ein, die die PCR bzw. RT-
PCR zum Nachweis disseminierter Tumorzellen verwandten und 15% bis 53% positive
Befunde erhielten (DATTA et al. 1994, KRUGER et al. 1996, SCHOENFELD et al. 1997).
Der Vergleich der erhobenen Befunde im Knochenmark mit der bislang verdéffentlichten
Literatur zeigt erhebliche Diskrepanzen. Die Daten von SCHOENFELD et al. (1997)
entsprechen mit 25% positiver Ergebnisse unseren Beobachtungen. DATTA et al. (1994),
KRUGER et al. (1996), FIELDS et al. (1996) und VANNUCCHI et al. (1998) publizierten
Nachweisraten von Zytokeratin 19 in disseminierten Tumorzellen im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen von 48% bis 82%. Die hohere Nachweisrate im Knochenmark
in diesen Studien kdnnte darauf zurlckzufihren sein, dass sich die Patientinnen in
Uberwiegend hoheren Tumorstadien befanden und im Zusammenhang mit einer
bestehenden Metastasierung eine gréf3ere Tumorlast angenommen werden kann.

Eine Assoziation mit dem Tumorstadium der UICC sowie den etablierten Prognosefaktoren
der TNM-Klassifikation und dem Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus war nicht
erkennbar. Die Ergebnisse der untersuchten Knochenmark- und Blutproben differierten
diesbeziiglich nicht wesentlich. Von 10 Patientinnen mit einem positiven Befund im
Knochenmark wurde bei 8 (80%) das Tumorstadium O bis 1B festgelegt, nur 1 wies einen
Tumor im Stadium IV auf und bei einer Patientin (K.K.l.) war das Tumorstadium im Sinne der
Klassifikation nach den UICC-Kriterien nicht festzulegen. 8 der 9 (89%) positiven Proben
peripheren Blutes stammten von Patientinnen mit einem Tumor im Stadium O bis 1B und nur
1 Probe von einer Patientin mit einem Tumor im Stadium [IIB. Die Tumoren mit positiven
Befunden im Knochenmark und peripheren Blut wurden mit Tis bis T2 festgelegt (8/10 im KM
und 8/9 im PB). Die Betrachtung der Ergebnisse einer Tumorzelldissemination in das
Knochenmark in Verbindung mit dem Nodalstatus der Patientinnen ergab &hnliche
Ergebnisse bei Patientinnen mit und ohne Lymphknotenbefall: 29% (4/14) in der nodal
negativen Gruppe verglichen mit 30% (6/20) in der nodal positiven. In den Proben peripheren
Blutes war ein hoéherer Nachweis von Tumorzellen in der Gruppe der Patientinnen ohne
Lymphknotenmetastasen von 29% (4/14) im Gegensatz zu 23% (5/21) der nodal positiven
Patientinnen zu verzeichnen. Die Bedeutung dieser Ergebnisse in der prognostisch

gunstigeren Gruppe von Patientinnen muss Gegenstand weiterer Studien bleiben. Da
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lediglich 2 Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnose Fernmetastasen aufwiesen, lassen sich
beziglich einer Korrelation eines Tumorzellnachweises keine Aussagen treffen. Von den
beiden Proben des KM war eine PTHrP-positiv, die beiden Proben des PB negativ flr
PTHrP. Fur das Kollektiv der Patientinnen mit einem Rezidiv und dem Zweitkarzinom der
Mamma gilt gleiches. 1 von 2 KM-Proben zeigte eine Tumorzelldissemination, die beiden
Blutproben waren tumorzellnegativ. Bei der Betrachtung der Ergebnisse muss die
verhaltnismagig kleine Patientinnenzahl, die sich in Uberwiegend niedrigen Tumorstadien
befand, beriicksichtigt werden. Eine gleichzeitige Expression des Ostrogenrezeptors und
dem Nachweis PTHrP-positiver Zellen waren nur bei jeweils 8 von 30 (27%) KM- und PB-
Proben zu erkennen. Einen positiven Progesteronrezeptorstatus bei gleichzeitigem Vorliegen
von PTHrP-exprimierenden Zellen zeigten 9 der 23 (39%) Knochenmarkproben und 7 der 23
(30%) Proben peripheren Blutes. Die Ergebnisse der Assoziation der in dieser Arbeit
erhobenen Befunde mit den etablierten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms
entsprechen denen von JURGENS (1998).

4.3.2 Nachweis von PTHrP im Knochenmark und peripheren Blut und dem
Auftreten von Fernmetastasen und Rezidiven
Der mediane Beobachtungszeitraum des gesamten Kollektivs der 37 Patientinnen mit einem
primaren Mammakarzinom deren Knochenmark und peripheres Blut auf Tumorzellen mit
Hilfe der RT-PCR zum Nachweis von PTHrP untersucht wurde betrug 20 Monate. Insgesamt
erlitten 6 Patientinnen ein Rezidiv oder einen Progress ihrer Erkrankung, 2 Patientinnen
verstarben an den Folgen ihres Tumorleidens. Das mediane rezidivfreie Intervall belief sich
auf 15,5 Monate. Die Zeit bis zum Auftritt eines tumorbedingten Todes wurde im Median mit
7,25 Monate (0,5 und 14 Monate) berechnet, wobei beriicksichtigt werden muss, dass eine
Patientin mit einem Carcinoma in situ (P.E.) nach 0,5 Monaten an den Folgen der
hepatischen Filialisierung eines unbekannten Primarius verstarb. Keine der 10 Patientinnen
mit PTHrP-exprimierenden Zellen im Knochenmark entwickelte ein Rezidiv oder verstarb
tumorbedingt. 3 von 9 Patientinnen (33%) mit einem Tumorzellnachweis mittels der RT-PCR
fur den Nachweis von PTHrP im peripheren Blut wiesen ein Rezidiv innerhalb des
Beobachtungszeitraumes auf. Damit liegt die Rezidivrate in dem tumorzellpositiven Kollektiv
deutlich Uber der der tumorzellnegativen Gruppe, in der 3 von 26 Patientinnen (12%) ein
Rezidiv erlitten. Das mediane rezidivfreie Intervall stellte sich mit 18,6 Monaten in der
tumorzellpositiven Gruppe jedoch deutlich langer gegentber dem des tumorzellnegativen
Kollektivs mit 12,3 Monaten und dem Gesamtkollektiv mit 15,5 Monaten dar. Diese
Diskrepanz lasst die Wertigkeit von PTHrP als prognostischen Faktor offen, wobei der
Beobachtungszeitraum im  Vergleich zu dem  Standard eines  5-Jahres-
Beobachtungszeitraumes relativ kurz ist und die erhobenen Ergebnisse somit keine

abschlielende Aussage darstellen. Da in dem untersuchten Kollektiv Gberwiegend viszerale
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Metastasen und Lokalrezidive vorlagen und ossdre Metastasen haufig nach langeren
krankheitsfreien Intervallen auftreten, ist eine Assoziation metastatischer Pradilektionsstellen
im Zusammenhang mit dem Nachweis von PTHrP in Proben des Knochenmarks und
peripheren Blutes aus dieser Studie nicht mdglich. In der kleinen Gruppe der Patientinnen
mit einem Rezidiv ihrer Erkrankung konnte keine erhdhte Nachweisrate von PTHrP in KM-

und PB-Proben beobachtet werden.

4.3.3 Nachweis von PTHrP in Mammakarzinomgeweben mit der RT-PCR und
Vergleich der Ergebnisse im Knochenmark und Blut

11 Tumorgewebeproben wurden auf Transkripte des PTHrP-Gens untersucht, die sich alle
positiv darstellten.

Die Ergebnisse der untersuchten Tumorgewebe in dieser Studie bestatigen Gberwiegend die
Beobachtungen  anderer  Arbeitsgruppen, die einen Nachweis von  PTHrP
immunzytochemisch mit mono- und polyklonalen Antikérpern an Tumorgewebsschnitten
fuhrten (SOUTHBY et al. 1990, BUNDRED et al. 1992, LIAPIS et al. 1993). SOUTHBY et al.
(1990) untersuchten 102 Tumorgewebe auf eine Expression von PTHrP, die sie in 60%
nachweisen konnten. Tendenziell konnte eine vorzugsweise Metastasierung in den Knochen
beschrieben sowie eine positive Korrelation mit dem Progesteronstatus abgeleitet werden. In
der Arbeit von BUNDRED et al. (1992) wurde durch immunzytochemische Farbungen gegen
PTHrP an Parafinschnitten von 155 Mammatumoren eine Expression von PTHrP in 56% der
Falle demonstriert. Eine Korrelation der PTHrP-Expression in Tumorgeweben und den
etablierten Prognosefaktoren, dem rezidivfreien Intervall und dem Gesamtiiberleben gelang
in dieser Studie Uber einen Beobachtungszeitraum Uber 5 Jahre nicht. Von 28 Patientinnen,
die ossdre Metastasen entwickelten, lie3 sich PTHrP in 21 Tumorgeweben nachweisen.
LIAPIS et al. (1993) fanden in 69% der untersuchten Mammakarzinomgewebe von
Patientinnen mit Gberwiegend niedrigeren Tumorstadien positive PTHrP-Nachweise. Eine
Korrelation mit dem Grading und dem Hormonrezeptorstatus wurde nicht beobachtet. Die
Ergebnisse korrelierten jedoch invers mit dem Staging und dem Lymphknotenstatus. 80%
der Patientinnen mit einem PTHrP-exprimierenden Tumor wiesen weniger als 3 oder keine
befallenen Lymphknoten auf. Im Vergleich dazu zeigten 50% der Patientinnen mit PTHrP-
negativen Tumoren keine Lymphknotenmetastasen, was sich mit unseren Ergebnissen
deckt. EDWARDS et al. (1995) konnten mittels IRMA und RIA Nachweisraten von PTHrP in
Mammakarzinomgeweben von 68% erzielen.

Die hohen Nachweisraten von Transkripten des PTHrP-Gens mittels der RT-PCR
entsprechen denen von BOUIZAR et al. (1993) und SOUTHBY et al. (1995) und machen die
hohere Sensitivitat dieser Methode deutlich. BOUIZAR et al. (1993) wiesen in 37
Tumorgewebe von 38 Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom ohne

Fernmetastasen mit Hilfe einer semiquantitativen RT-PCR eine Transkription des PTHrP-
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Gens nach, SOUTHBY et al. (1995) gelang dies mit einer quantitativen RT-PCR in 13 von 13
Mammakarzinomgeweben. Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen konnten BOUIZAR et
al. (1993) eine Korrelation zwischen der PTHrP-Expression und dem Nodalstatus der
Patientinnen  herstellen, nicht jedoch zur TumorgroRe, dem Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus. In einem Beobachtungszeitraum tber 5 Jahre zeigte sich in der
angefihrten Studie eine hohe Inzidenz von ossdren Metastasen bei 17 der 38 Patientinnen.
10 der 38 Patientinnen entwickelten Weichteilmetastasen und 11 blieben rezidivfrei. Diese
Ergebnisse stitzen die These eines PTHrP-vermittelten Osteotropismus von
Mammakarzinommetastasen.

Ein Vergleich zwischen der Expression von PTHrP in Tumorgeweben und dem rezidivfreien
Intervall bzw. dem Gesamtlberleben konnte aus dieser Studie nicht abgeleitet werden, da
alle untersuchten Tumorgewebe PTHrP exprimierten. Eine Konkordanz zwischen der
Expression von PTHrP im Primartumor und einem gleichzeitigen Nachweis von PTHrP in
Proben des peripheren Blutes und / oder Knochenmarks sowie dem Auftreten von
Metastasen wurde nicht festgestellt. 3 von 11 Patientinnen (H.N.H., F.E., B.G.) wiesen
PTHrP-positive Tumore bei gleichzeitig postiven Ergebnissen im Knochenmark auf, ein
PTHrP-Nachweis im Tumorgewebe und peripheren Blut lag bei 2 von 10 untersuchten
Patientinnen (G.L., B.G.) vor und ging nicht mit einer erhéhten Rezidivrate einher.

Die insgesamt hohe Nachweisrate von Transkripten des PTHrP-Gens in Gewebeproben des
Primartumors in dieser und den aufgefuhrten Studien legt eine Funktion von PTHrP in der
Entwicklung und Differenzierung von Mammakarzinomen nahe. Die Inhomogenitat der
Ergebnisse beziglich eines aggressiveren Tumorwachstums und eines Organotropismus der
Metastasen unter Berilicksichtigung kleiner bzw. fehlender Vergleichskollektive PTHrP-
negativer Tumore lasst in diesem Zusammenhang keine eindeutige Aussage zu. Die niedrige
Rate an konkordanten positiven Ergebnissen im Tumorgewebe, Proben des Knochenmarks
und peripheren Blutes unterstreicht die Heterogenitdt der Tumorzellen eines Primartumors
und insbesondere ihrer damit verbundenen Potenz in bestimmten Geweben zu arretieren
und zu einer Metastase heranwachsen zu kdnnen. Dies legt die Vermutung nahe, dass dem
Nachweis von PTHrP in Blut- und Knochenmarkproben eine héhere prognostische Wertigkeit
zukommen miuisste als dem Nachweis im Primartumor. Es kommen verschiedene
Uberlegungen in Betracht, weshalb die vorliegende Studie diese These nicht eindeutig
belegt. Der mediane Beobachtungszeitraum ist mit 20 Monaten verhaltnismafig kurz, so
dass eine abschlieRende Aussage nicht zu treffen ist. Im Gegensatz zum peripheren
Blutkreislauf, von dem man annimmt, dass Tumorzellen nur passager auftreten
(DEARNALEY et al. 1991), kommt dem Knochenmark eher eine Filter- und Reservoirfunktion
zu (PANTEL et al. 1993a, WOLLENBERG et al. 1994, JAUCH 1995). Weiterhin muss eine
heterogene Verteilung der Tumorzellen im Knochenmark angenommen werden, was die

niedrige Nachweisrate PTHrP-positiver Zellen in Knochenmarkproben aus nur einer
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Punktionsstelle erklart. Dies wird durch die Beobachtung verschiedener Autoren belegt, die
eine hohere Detektionsrate von Tumorzellen im Knochenmark aus Aspiraten mehrerer
verschiedener Punktionsstellen erzielten (DIEL et al. 1992, PANTEL et al. 1993a, HARBECK
et al. 1994, FUNKE et al. 1996, VANNUCCHI et al. 1998). Da Tumorzellen tber lange Zeit in
verschiedenen Organsystemen in einem “dormant state” verharren kdnnen und sich die
Eigenschaften der Zelle in Abh&ngigkeit ihres Differenzierungsgrads und Aktivitatszustands
verandern (FIEDLER et al. 1978, WEISS 1985), kdnnte auch der Nachweis von Transkripten
des PTHrP-Gens in Knochenmark- und Blutproben hierdurch beeinflusst werden.
EDWARDS et al. (1995) postulierten einen Zusammenhang zwischen der PTHrP-Sekretion
von normalen und malignen Keratinozyten und ihrem Differenzierungsgrad, wobei eine

erhdhte PTHrP-Produktion mit einer Induktion zur Differenzierung einhergeht.

4.4 Vergleich der Ergebnisse des immunzytologischen Nachweises fiir CK 18
und des molekularbiologischen Nachweises fiur PTHrP in Proben des
Knochenmarks und peripheren Blutes

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Zellprodukte zum Nachweis disseminierter

Tumorzellen im Knochenmark und peripheren Blut untersucht. Beide Marker treten

unabhangig voneinander auf und man muss davon ausgehen, dass ihr Auftreten mit dem

Differenzierungsgrad und dem Funktionsstatus der Tumorzelle in Zusammenhang steht, was

die Uberwiegende Diskordanz der positiven Ergebnisse begriindet. Auffallend war eine relativ

hohe Nachweisrate von mindestens einem der beiden Marker bei Patientinnen mit negativem

Lymphknotenstatus sowie eine im Vergleich beider Methoden erhdhten Rate positiver

Ergebnisse fir PTHrP im KM und PB von Patientinnen mit einem primaren Mammakarzinom

und nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen. Die Bedeutung dieser Ergebnisse konnte

aufgrund des verhaltnismafRig kurzen Beobachtungszeitraumes nicht geklart werden. Die
prognostische Wertigkeit beider Zellcharakteristika stellte sich in dieser Arbeit ahnlich dar,
wobei sich bei der Betrachtung der Ergebnisse eine erhdhte Rezidivrate im Zusammenhang
mit einem PTHrP-Nachweis im peripheren Blut erkennen liel3. Insgesamt konnte keine

Assoziation zwischen den etablierten Prognoseparametern der TNM-Klassifikation, dem

Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus, dem rezidivfreien und gesamten Uberleben und

einem Nachweis von PTHrP oder CK 18 im Knochenmark und peripheren Blut von

Mammakarzinompatientinnen beschrieben werden. Auch bleibt die Bedeutung der positiven

Ergebnisse fur CK 18 bei fehlendem Nachweis fir PTHrP in Proben von Patientinnen mit

gutartigen Erkrankungen der Mamma zu kléren. Diesbezuglich bleibt abzuwarten, ob diese

unterschiedlichen Ergebnisse Ausdruck qualitativer Unterschiede der Nachweisverfahren
oder der ausgewahlten Marker sind.

Die Diskrepanz der positiven Ergebnisse findet auch in der unterschiedlichen Sensitivitat der

Methoden Erklarung. Der Vergleich der Sensitivitdtsniveaus zeigt, dass die RT-PCR die
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sensitivere Methode fur den Nachweis disseminierter Tumorzellen darstellt. Die Sensitivitat
der in dieser Studie angewendeten RT-PCR und nested PCR zum Nachweis von
Transkripten des PTHrP-Gens lag bei 1 Tumorzelle in 1x10° Zellen und konnte durch den
Southern-Blot auf 1 Tumorzelle in 1x10° Zellen angehoben werden (WULF et al. 1997). Die
Sensitivitdt des immunzytochemischen Nachweises von CK-18-exprimierenden Zelle wird in
der zitierten Literatur mit 1 Zelle in 1x10* bis 1x10° Zellen angegeben. Die Sensitivitat der in
dieser Arbeit angewandten Methode wurde von BEIER 1995 in einem
Verdiinnungsexperiment mit 2 Tumorzellen in 1 x10° Zellen ermittelt und lag in einem
vergleichbaren Verdiinnungsexperiment in dieser Arbeit bei ca. 10 Tumorzellen in 1x10*
bzw. 1x10° Zellen.

Bezlglich der Spezifitait gibt es in der zitierten Literatur Hinweise flr falsch-positive
Ergebnisse mit beiden Nachweisverfahren. In dieser Arbeit wurde die Spezifitat der nested
RT-PCR zum Nachweis von PTHrP durch die Markierung der Produkte durch genspezifische
Sonden gewabhrleistet. Die verwendete Methode der APAAP mit einem CK-18-spezifischen
Antikérper bietet neben der Qualitat eines CK-18-Nachweises auch den zusatzlichen Aspekt
der zytomorphologischen Beurteilbarkeit und die Mdglichkeit einer quantitativen Auswertung
der Proben. Aus dem oben genannten wird deutlich, dass beide Marker innerhalb eines
kurzen Beobachtungszeitraumes nur wenig prognostische Bedeutung besitzen und PTHrP
den zuverlassigeren Marker fr den Nachweis von disseminierten Tumorzellen darzustellen
scheint. Unter Berilicksichtigung der Probenart stellte sich in dieser Arbeit ein Nachweis von
Tumorzellen im peripheren Blut als aussagekraftiger dar. Um die Bedeutung von CK 18 und
PTHrP zum Nachweis disseminierter Tumorzellen zu klaren, bedarf es weiterer prospektiver
Studien, die Beobachtungszeitraume von mindestens 5 Jahren vorsehen. Die weitere
Standardisierung ~ sowohl  immunzytologischer als auch  molekularbiologischer
Nachweisverfahren ist notwendig, um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewé&bhrleisten.
Insbesondere im Hinblick auf die hohe Sensitivitdt der RT-PCR muss neben einem
qualitativen auch ein quantitativer Nachweis etabliert und dessen prognostische Bedeutung
evaluiert werden, um einen Nachweis disseminierter Tumorzellen in das Staging von
Mammakarzinompatientinnen aufnehmen und eine bessere Zuordnung der Patientinnen zu

Risikogruppen vornehmen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Zur Einschatzung der Tumorzelldissemination bei soliden Tumoren wurden in den letzten
Jahren sensitive Verfahren fur eine Reihe von tumorassoziierten Zellbestandteilen
untersucht, die eine Verbesserung der prognostischen Aussage ermoéglichen sollen. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis disseminierter Tumorzellen im peripheren Blut und
Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen immunzytochemisch unter Verwendung
monoklonaler Antikérper gegen Zytokeratin 18 sowie mittels einer nested RT-PCR zum
Nachweis von PTHrP-Transkripten adressiert. Zunéchst wurden als Kontrollgruppe im
Knochenmark und peripheren Blut von 8 Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der
Mamma in 2 von 8 KM-Proben und in keiner der PB-Proben CK-18-positive Zellen
nachgewiesen. Die positiven KM-Proben stammten von Patientinnen mit einer fibros-
zystischen Mastopathie bzw. mit adenoiden oder papillomatdsen Veranderungen der
Brustdrise. Fir den Nachweis von PTHrP mittels der RT-PCR stellten sich 7 KM- und PB-
Proben negativ dar. Innerhalb eines mittleren Beobachtungszeitraums von 30 Monaten
ergab sich fur diese Patientinnen kein Hinweis auf die Entwicklung eines epithelialen
Tumors. Weiterhin wurden Proben von 46 Mammakarzinompatientinnen untersucht, von
denen 41 ein primares Mammakarzinom und 5 ein Rezidiv ihrer Erkrankung zum Zeitpunkt
der Probenentnahme aufwiesen. Der mediane Beobachtungszeitraum nach Analyse betrug
20 Monate. Mit der APAAP-Farbung konnte ein positiver Nachweis von CK 18 in 9 von 37
KM und 4 von 37 PB in Zytozentrifugationspraparaten, bzw. in 5 von 14 KM und 5 von 13 PB
in Sedimentationspraparaten gefihrt werden. In der nested RT-PCR wiesen 10 von 34
Patientinnen im KM, und 9 von 35 Patientinnen im PB ein positives Ergebnis auf. Alle 12
untersuchten Tumorgewebe exprimierten das PTHrP-Gen. Mit Hinblick auf die etablierten
prognostischen Faktoren gelang ein Nachweis positiver Befunde mit allen drei Methoden
vornehmlich bei Patientinnen mit niedrigeren Tumorstadien. Eine Assoziation mit den
Stadien der TNM-Klassifikation sowie dem Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus lieR3
sich allerdings nicht ableiten. Die Ergebnisse des immunzytologischen Nachweises
Zytokeratin-positiver Zellen und dem molekularbiologischen Nachweis PTHrP-positiver
Zellen waren nur partiell konkordant. Innerhalb der fir das Mammakarzinom kurzfristigen
Nachbeobachtungszeit war fur keine der untersuchten Methoden eine Assoziation mit einem
verkiirzten rezidivfreien Intervall oder einem verkiirzten Uberleben der Patientinnen
festzustellen. Die Bedeutung der Nachweise CK-18-positiver Zellen in den Proben von
Patientinnen mit einer benignen Erkrankung der Mamma bleibt abklarungsbedurftig. Der
klinische Stellenwert der hier untersuchten Methoden, insbesondere die Bedeutung der
relativ hohen Nachweisraten disseminierter Tumorzellen in dem nach den Kriterien der TNM-
Klassifikation prognostisch glnstigen Kollektiv der nodal negativen

Mammakarzinompatientinnen mit  kleinen Tumoren, muss Gegenstand weiterer
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wissenschaftlicher Studien mit héheren Fallzahlen und langeren Nachbeobachtungszeiten

bleiben.
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