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Zusammenfassung

Trotz wesentlicher Fortschritte in der systemi-
schen Therapie des Mammakarzinoms und
deutlicher Prognoseverbesserung sind Rezidi-
ve nach oft langer Latenzzeit fiir diese Erkran-
kung charakteristisch. Ausgangspunkt fiir eine
Fernmetastasierung sind meist isolierte Tumor-
zellen, die bereits friih im Verlauf der Erkran-
kung hdmatogen disseminieren. Der Nachweis
dieser minimalen Tumorresiduen (MRD, ,mini-
mal residual disease”) ist mit konventionellen
bildgebenden Verfahren nicht méglich. Der im-
munzytochemische Nachweis isolierter Tumor-
zellen im Knochenmark ist die am besten eta-
blierte Methode, um Tumorresiduen zu erken-
nen. Die daraus gewonnenen Informationen
liber Pravalenz und Phénotyp der Tumorzellen
lassen Riickschliisse auf die Tumorbiologie und
individuelle Prognose zu und kdnnten kiinftig
in der adjuvanten Situation zu einer Opti-
mierung der Therapie fiihren. Die immunzyto-

ard Peto, dem Leiter der Oxford

Metaanalysen (EBCTCG), aus
denen die derzeit verlasslichsten Uber-
lebensdaten beim Mammakarzinom
hervorgehen, wird durch die Erkennt-
nisse der letzten 20 Jahre die Brust-
krebssterblichkeit im Jahre 2010 um
die Halfte geringer sein, als ohne die-
sen Fortschritt (52). Diese erfreuliche
Perspektive ist zum einen darauf
zurtckzufiuhren, dass bosartige Brust-
tumoren heute in einem friheren und
damit prognostisch gunstigeren Stadi-
um diagnostiziert werden als noch vor
einigen Jahrzehnten (31, 43, 44), und
zum anderen darauf, dass die beim
Mammakarzinom besonders wichtige
Systemtherapie zu einer wesentlichen
Verlangerung des Uberlebens beige-
tragen hat (19).

Folgerichtig wird die Mehrheit der
Brustkrebspatientinnen nach den ak-
tuellen Therapierichtlinien neoadju-
vant oder adjuvant systemisch thera-

N ach einer Schatzung von Sir Rich-
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chemische Untersuchung des Knochenmarks
konnte die Beantwortung der von Patientin-
nen haufig gestellten Frage nach dem individu-
ellen Erfolg adjuvanter Therapien in Zukunft
erleichtern und Grundlage fiir die Einleitung ei-
ner sekundér adjuvanten Therapie im Rahmen
der onkologischen Nachsorge sein.

Schliisselwérter: Mammakarzinom, Metasta-
sierung, Krebsdiagnostik, Prognose, Krebsthe-
rapie

Summary

Hematogeneous Dissemination of Isolated
Tumour Cells in Breast Cancer Patients

Despite significant advances in the systemic
treatment of breast cancer and more favour-
able prognosis, the late occurrence of relapses
is typical for this disease. Hematogeneous
dissemination of isolated tumour cells to pe-

piert (27). Prognosefaktoren wie die
TumorgroRe, der axillare Nodalstatus
und das histopathologische Grading
ermoglichen zwar eine grobe Risi-
koeinschatzung fir das Auftreten eines
Tumorrezidivs, lassen aber eine indivi-
duelle Diskriminierung der Therapie-
bedirftigkeit nicht zu. Nicht zuletzt
muss die in der adjuvanten Situation
von Patientinnen héufig gestellte Fra-
ge nach dem individuellen Therapieer-
folg in der Regel bis zum spateren Auf-
treten eines Rezidivs offen bleiben.
Die Entdeckung von minimalen Tu-
morresiduen bis hin zur Einzelzelle
kdnnte moglicherweise kinftig zu ei-
ner verbesserten Individualisierung
der Therapie beim Mammakarzinom
fuhren (45).
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ripheral compartments of the body seems to
be the origin for subsequent distant metasta-
ses. This type of minimal residual disease
(MRD) of solid tumours cannot be detected
by conventional imaging. The immunocyto-
chemical detection of isolated tumour cells in
the bone marrow represents the most estab-
lished method to monitor minimal tumour
residuals to date. Information about preva-
lence and phenotype of isolated tumour cells
might characterize tumour biology, indicates
individual prognosis and might facilitate the
optimization of adjuvant therapy in future.
The immunocytochemical detection of isolat-
ed tumour cells during the follow-up of pa-
tients might help to answer the individual pa-
tients' question about the efficacy of adjuvant
treatment and might lead to 'secondary adju-
vant' treatment strategies.

Key words: breast cancer, metastasis, cancer
diagnosis, prognosis, cancer therapy

Detektion isolierter
Tumorzellen im Knochenmark

Die Genfamilie der Zytokeratine
(CK), die als Marker fur disseminier-
te Karzinomzellen im Knochenmark,
Blut und in Lymphknoten eingesetzt
werden, besteht aus mehr als 20 Mit-
gliedern. Neuere Untersuchungen ha-
ben gezeigt, dass individuelle CK-Pro-
teine in epithelialen Tumorzellen sehr
heterogen exprimiert werden (77) und
klassenspezifische Antikdrper oder
Gemische von Antikorpern, die so
mehrere CK-Proteine erkennen, in
der diagnostischen Sensitivitdt mo-
nospezifischen Antikérpern (berle-
gen sind. In den Studien der Auto-
ren wurde der monoklonale Antikor-
per A45-B/B3, der unter anderem ge-
gen Heterodimere aus CK-8/18 und
CK-8/19 gerichtet ist, eingesetzt (Gra-
fik 1, Abbildungen 1 und 2) (8). In um-
fangreichen Kontrollexperimenten an
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Knochenmarkproben von fast 200 Pa-
tienten ohne nachweisbares Karzinom
wurde belegt, dass normale Knochen-
markzellen in 99 Prozent der Proben
nicht mit A45-B/B3 reagieren (8).
Dariiber hinaus wurde durch aufwen-
dige molekulare Charakterisierungs-
methoden nachgewiesen, dass es sich
bei den meisten A45-B/B3-positiven
Zellen im Knochenmark um Tumor-
zellen handelt (24, 33,66). In einer um-
fassenden klinischen Verlaufskontroll-
studie an mehr als 500 Patientinnen
mit primarem Mammakarzinom konn-
ten die Autoren die prognostische Re-
levanz von A45-B/B3-positiven Zellen
im Knochenmark demonstrieren.
Neben dem immunzytochemischen
Ansatz ist die RT-PCR (reverse Trans-
kriptase-Polymerasekettenreaktion) das
zweite Standardverfahren, um einzelne
disseminierte Tumorzellen mit einer
ausreichenden Sensitivitat nachzuwei-
sen. Um die Spezifitat dieser Methode
zu Uberprifen, wurde in vielen Labo-
ratorien eine Reihe von Oligonukleo-
tidpaaren (Primer) flr organspezifische
mRNA-Spezies auf ihre ektope Expres-
sion in Knochenmarkzellen gesunder
Personen geprift. Diese Analysen
zeigten, dass einige der als tumorspezi-
fisch publizierten mRNA-Spezies, wie

beispielsweise das ,,Carcinoembryo-
nic antigen* (CEA), erbB2-Onkogen,
prostataspezifisches Membranantigen,
CK18-mRNA, durchaus in ,,norma-
len® Knochenmarkzellen nachgewie-
sen werden kénnen (4, 79). Diese so
genannte ektope (oder illegitime) Ex-
pression ist momentan eine der we-
sentlichen Limitationen beim Einsatz
der hochempfindlichen RT-PCR-Me-
thode zur Detektion einzelner, disse-
minierter Tumorzellen, da man im Ge-
gensatz zur immunozytologischen Me-
thode kein morphologisches Korrelat
hat.

Ein Ausweg aus diesem Dilemma
kdnnte die Etablierung quantitativer
RT-PCR-Verfahren sein, bei denen
man einen Grenzwert ermittelt, der ei-
ne Trennung zwischen der Expression
in Tumorzellen und der ,,normalen“
ektopen Expression in den umgeben-
den hé&matopoetischen Zellen ermdg-
lichen soll. Darlber hinaus kénnen ha-
matopoetische Zellen (beispielsweise
Granulozyten), die bei bestimmten
PCR-Verfahren flr das storende falsch-
positive Signal verantwortlich sind, mit
verbesserten Trennverfahren eliminiert
werden.

Fur beide Nachweisverfahren gilt,
dass fur die Etablierung in der klini-
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schen Praxis eine Reihe umfangreicher
Kontrollen notwendig ist. AuBerdem ist
flr eine Standardisierung der Verfah-
ren eine Qualitatssicherung erforder-
lich. In verschiedenen internationalen
Arbeitsgruppen wurden hierzu Ringex-
perimente, die unter anderem von ei-
nem der Autoren (Klaus Pantel) mit
initiiert worden sind, durchgefiihrt, und
es wurden dann entsprechende Richt-
linien zur korrekten Anwendung der
Testsysteme publiziert (2, 36). Diese
hochsensitiven Testverfahren verlangen
eine langjahrige Expertise, die durch
exzellente Publikationen und die Teil-
nahme an Qualitatszirkeln dokumen-
tiert sein sollte.

Die geringe Konzentration dissemi-
nierter Tumorzellen im Knochenmark
(Ublicherweise ein bis zehn Tumorzel-
len pro 106 mononuklearer Zellen), und
die damit zur Verfugung stehende ge-
ringe Anzahl von Tumorzellen, schrankt
deren nachfolgende Charakterisierung
erheblich ein. Unabhangig von der
Analysemethode wére eine mdoglichst
groBe Ausbeute an Tumorzellen win-
schenswert. Deshalb wurde eine Reihe
neuer Anreicherungsmethoden eta-
bliert. So gelingt unter Verwendung im-
munomagnetischer Partikel die Anrei-
cherung disseminierter Tumorzellen di-
rekt aus dem Knochenmark und Blut.
Die immunomagnetischen Partikel er-
lauben die Kopplung eines Antikorpers
oder Antikorpergemisches zur spezifi-
schen Anreicherung eines bestimmten
Zelltyps. Prinzipiell ist sowohl eine Po-
sitivanreicherung (Bindung der Tumor-
zellen an die magnetischen Partikel) als
auch eine Abreicherung (Bindung der
hamatopoetischen Zellen an die ma-
gnetischen Partikel) mdglich.

Biologische Charakteristika
des Primartumors und
der isolierten Tumorzellen

Epitheliale Zellen im Knochenmark
sind — so die Hypothese - ein Indikator
einer hdmatogenen Streuung des Pri-
martumors. Bei der Analyse der Tumor-
histologie Uberrascht es nicht, dass
die meisten Arbeitsgruppen einen Zu-
sammenhang von isolierten Tumorzel-
len im Knochenmark mit der Tumor-
groRe, dem axillaren Lymphknotenbe-
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fall, dem Grading (8), einer Hamangio-
sis carcinomatosa (21, 62) und zum Teil
negativem Hormonrezeptorstatus ge-
funden haben, also unglnstige Eigen-
schaften des Primartumors (75). Die
weitere Charakterisierung des Primar-
tumors und der isolierten Tumorzellen
konnte klaren, welche tumorbiologi-
schen Faktoren eine hdmatogene Dis-
semination begunstigen und welche
Eigenschaften hierbei weitergegeben,
verloren oder neu erworben werden.
Dies kann mit der Polymerasekettenre-
aktion (PCR) und der ,,comparative ge-
nome hybridisation* (CGH) genetisch
untersucht werden (33). Fur den klini-
schen Einsatz, auch im Hinblick auf die
Identifikation von Risikogruppen, und
die Planung entsprechender neuer The-
rapieoptionen, ist die Charakterisie-
rung mittels Immunhistochemie (IHC)
oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation
(FISH) eine sinnvolle Alternative (55).

Ein wichtiger tumorbiologischer Fak-
tor beim Mammakarzinom ist HER2-
neu, vor allem als Angriffsziel einer
Antikdrpertherapie mit Trastuzumab.
Die Amplifikation des HER2-Genab-
schnittes fihrt mit einer Tyrosinkinase
zu vermehrter Mitoseaktivitat, Zell-
wachstum und moglicherweise auch zu
einer Disseminierung (78). Zur Frage
des Zusammenhangs mit dem Nach-
weis isolierter Tumorzellen im Kno-
chenmark gibt es nur wenige Untersu-
chungen, wobei lediglich in einer Arbeit
HER2-Positivitat des Primartumors mit
der Prasenz von isolierten Tumorzellen
korrelierte (42).

In einer neueren Studie mit 327 Pati-
entinnen mit bekanntem Knochen-
markbefund wurde der HER2-Status
des Primartumors mit IHC und FISH
analysiert (63). Hierbei zeigte sich kei-
ne signifikante Korrelation zwischen
Knochenmarkbefund und HERZ2-Sta-
tus des Primértumors. Nach einem me-
dianen Follow-up von 43 Monaten war
eine HER2-Positivitat signifikant mit
dem Lokalrezidivrisiko assoziiert (p =
0,003), nicht jedoch mit dem Gesamt-
Uberleben. Allerdings korrelierte die
Anwesenheit von isolierten Tumorzel-
len mit Fernmetastasierung und einem
letalen Krankheitsverlauf (p = 0,026 be-
ziehungsweise 0,024). Diese Ergebnisse
bestatigten sich in verschiedenen adju-
vanten Therapiegruppen.
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Abbildung 2: Positivfarbung einer isolierten Tumorzelle

im Knochenmarkaspirat (mit Detailansicht)

Eine wichtige Voraussetzung fir Tu-
mor- und Metastasenwachstum ist eine
entsprechende GefaRversorgung und
Neoangiogenese (35). In einer Publika-
tion zum ,,platelet cell adhesion mole-
cule* (PECAM/CD 31) wurde festge-
stellt, dass dieses Merkmal in 34 Pro-
zent der Félle vorkam und lediglich mit
dem Lymphknotenbefall, nicht jedoch
mit dem Knochenmarkbefund korre-
lierte (60). Als weiterer Faktor wurde
der Adhéasionsmarker CD44v6 unter-
sucht. Die Zellarchitektur in einem Ge-
webeverband wird durch spezifische
Adhésionen zwischen Epithelzellen,
myoepithelialen Zellen und extrazel-
lularer Matrix determiniert. Eine Ver-
anderung dieser Architektur bietet die
Voraussetzung fir Zellinvasion, neo-
plastische Transformation und schlief3-
lich Metastasierung.(29) In einer Un-
tersuchung an 210 Patientinnen konnte
jedoch auch hier keine Korrelation zwi-
schen CD44v6-Expression (positiv bei
72 Prozent der Félle) und der Prasenz
von isolierten Tumorzellen nachgewie-
sen werden (61).

Das nukleare Enzym Topoisomerase
Il spielt eine wichtige Rolle bei der

Abbildung 1: Zentrifugenréhrchen nach Zentrifugation
mit Dichtegradienten Ficoll-Hypaque in Gesamtansicht

DNA-Replikation sowie Mit-
ose und ist Angriffsziel von
Anthrazyklinen. Somit scheint
dieser Faktor vor allem einen
préadiktiven Wert fir das An-
sprechen anthrazyklinhaltiger
Chemotherapien zu besitzen
und wird in letzter Zeit un-
tersucht (11, 37, 51, 58). Bei
der Topoisomerase-11-Bestim-
mung mittels IHC und FISH
an Tumorgewebe von 54 Pati-
entinnen vor und nach anthra-
zyklinhaltiger Chemotherapie
bestand zwar kein eindeuti-
ger Zusammenhang mit dem
Nachweis von isolierten Tu-
morzellen, jedoch zeigten Pa-
tienten mit Topoisomerase-11-
positiven Tumoren einen Trend
zu langerem rezidivfreiem
Uberleben (64). Weitere zur-
zeit untersuchte Faktoren sind
der Proliferationsfaktor Kl 67
sowie Mutationen des Tumor-
suppressorgens p53. Insge-
samt ist es aber schwierig, ei-
nen singuldren Zusammen-
hang zwischen einzelnen tu-
morbiologischen Faktoren und dem
Nachweis hamatogener Tumorzelldis-
semination herzustellen. Vermutlich ist
dies das Ergebnis eines multifaktoriel-
len Geschehens.

Erstrebenswert wére die direkte
Analyse tumorbiologischer Faktoren
auf den isolierten Tumorzellen, vor al-
lem in Hinblick auf mdgliche therapeu-
tische Konsequenzen. Dies ist aber vor
allem aufgrund der geringen Zellzahl
nur schwer zu realisieren. Die bisheri-
gen immunhistochemischen Mehrfach-
farbungen belegen, dass es sich bei
den disseminierten Tumorzellen um ru-
hende, nicht proliferierende Zellen
mit niedriger KI-67-Expression handelt
(50). Diese Charakteristik wirde die
teilweise extrem langen Latenzzeiten
zwischen Priméardiagnose der Krebser-
krankung und Metastasierung, wie man
sie vor allem beim Mammakarzinom
findet, erkldaren (32). Die Expression
bestimmter Onkogene (wie HER2/
neu) scheint dagegen zum Teil hoher als
im Primartumor zu sein (9, 47, 48), so-
dass eine Selektion beim Vorgang der
Tumorzelldissemination anzunehmen
ist. Kurzlich wurde mittels cDNA-Ar-

Deutsches Arzteblatt| Jg. 101 | Heft 51-52 | 20. Dezember 2004



rays gezeigt, dass die hamatogene Tu-
morzelldisseminierung im Knochen-
mark mit einer spezifischen Expressi-
onssignatur des Primarius assoziiert ist,
die sich von Primértumoren mit haupt-
sachlich lymphogener Metastasierung
unterscheidet. Zudem ist diese Signatur
von derjenigen, die mit einem positiven
LK-Status assoziiert ist, deutlich ver-
schieden (76). Dies konnte erklaren,
warum in friheren Arbeiten nur selten
der Nachweis einer gleichzeitigen Dis-
seminierung in axillare Lymphknoten
und Knochenmark erbracht werden
konnte (5, 12).

Zur weiteren Charakterisierung von
isolierten Tumorzellen Iasst sich inzwi-
schen die immunzytochemische Unter-
suchung auf Zytokeratin und FISH
kombinieren, wobei derzeit hauptséach-
lich HER2 und Topoisomerase 1l un-
tersucht werden. Mit dieser Methode
sind auch Analysen weiterer tumorbio-
logischer Faktoren denkbar. Aufgrund
methodischer Probleme und zur Er-
langung représentativer Aussagen er-
scheint die Kombination mit einer
Tumorzellanreicherung, zum Beispiel
durch Immunomagnetabsorption, win-
schenswert.

Prognostische Relevanz
isolierter Tumorzellen

Bei etwa einem Drittel nodalnegativer
Patientinnen mit Mammakarzinom me-
tastasiert im weiteren Verlauf der Er-
krankung der Tumor, obwohl zum Zeit-
punkt der Priméardiagnose keine Tu-
morzelldisseminierung in die axilléaren
Lymphknoten nachgewiesen werden
konnte (16, 57). Diese Metastasierung
wird vermutlich von einer frihzeitig in
der Erkrankung auftretenden, okkulten
hamatogenen Streuung von Tumorzel-
len verursacht. Die Ergebnisse mehre-

Prognostische Bedeutung isolierter Tumorzellen im Knochenmark von Patientinnen mit Mammakarzinom zum Zeitpunkt der Primér-
diagnose vor anthrazyklinhaltiger Chemotherapie
Publikation Patientinnen Detektionsrate Marker Material Technik Prognostische
(Anzahl) (Prozent) Relevanz
Schlimok et al. (65) 155 18 CK18 Zytospin ICC DDFS
Porro et al. (53) 159 16 Glycolipid Biopsie ICC nein
Salvadori et al. (59) 121 17 Glycolipid Biopsie ICC nein
Mathieu et al. (59) 93 1 CK Biopsie ICC nein
Courtemanche et al. (14) 50 8 Mucin Biopsie ICC nein
Singletary et al. (67) 71 38 Mucin/CK Zellausstrich ICC nein
Cote etal. (13) 49 37 Mucin/CK Zellausstrich ICC DFS, 0S
Harbeck et al. (28) 100 38 Mucin/CK Zellausstrich ICC DFS, 0S™
Diel et al. (17) 727 43 Mucin Zellausstrich ICC DFS, 0S™
Funke et al. (22) 234 38 CK18 Zytospin ICC n.d.
Molino et al. (41) 109 38 Glycolipid Zytospin ICC nein
Landys et al. (34) 128 19 CK Biopsie ICC DFS, 0S™
Untch et al. (70) 581 28 CK18 Zytospin ICC nein
Mansi et al. (38) 350 25 Mucin Zellausstrich ICC DFS, 0S
Braun et al. (8) 552 36 CK Zytospin ICC DDFS, 0S™
Gerber et al. (26) 554 31 CK Zytospin ICC DFS, 0S™
Gebauer et al. (25) 393 42 Mucin/CK Zellausstrich ICC DFS™, 0S
Datta et al. (15) 34 26 CK19 - RT-PCR DFS
Fields et al. (20) 83 71 CK19 - RT-PCR DFS
Vannucchi et al. (72) 33 48 CK19 - RT-PCR DFS
Slade et al. (68) 23 61 CK19 - RT-PCR nein
Wiedswang et al. (75) 817 13 CK Zytospin ICC DDFS, 0S™
Braun et al. (10) 4199 30 CK Zytospin ICC 0s™
Abkiirzungen: CK, Cytokeratin; DFS, rezidivfreies Uberleben; DDFS, fernmetastasenfreies Uberleben; ICC, Immunozytochemie; OS, Gesamtiiberleben;
RT-PCR, reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion; n.d., nicht bestimmt; ** prognostische Relevanz durch multivariate Analyse bestatigt
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rer Studien unterstiitzen die Hypothe-
se, dass die Disseminierung isolierter
Tumorzellen ins Knochenmark eine
Vorstufe auf dem Weg zur klinisch evi-
denten Metastasierung darstellt (8, 13,
17, 25, 26, 28, 34, 38). Diese Ergebnisse
deuten auf die Mdoglichkeit, Patientin-
nen mit hohem Rezidivrisiko zum Zeit-
punkt der Primérdiagnose durch Nach-
weis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark zu identifizieren.

Da der Nachweis isolierter Tumor-
zellen mit histopathologischen Techni-
ken nur bei wenigen Patientinnen ge-
lingt (56), scheint diese Methode auf-
grund ihrer geringen Sensitivitat nicht
geeignet. Daher werden in den meisten
Studien immunzytochemische Nach-
weismethoden angewendet, wohinge-
gen in einigen Studien auch Ergebnisse
zur RT-PCR publiziert wurden (Tabel-
le). Die Variabilitat der Ergebnisse ist
dabei zumeist auf die methodischen
Unterschiede der Studien zuriickzu-
fuhren, bei denen unterschiedliche An-
tikdrper und Anreicherungsmethoden,
verschiedene Zellzahlen und Methoden
der Knochenmarkgewinnung unter-
sucht wurden. So zeigt die Knochen-
markbiopsie, die insbesondere in élte-
ren Arbeiten angewendet wurde, mit
ein bis 17 Prozent eine im Vergleich
zur Knochenmarkaspiration niedrigere
Detektionsrate. Mit immunzytochemi-
schen Methoden, mit denen sich an-
hand monoklonaler Antikdrper epithe-
liale Zellantigene nachweisen lassen,
liegt die Inzidenz isolierter Tumorzellen
bei metastasenfreien Patientinnen zwi-
schen 13 und 43 Prozent (47). Jedoch
wurden in diesen Studien verschiedene
Antikorper zum Nachweis epithelialer
Zellen im Knochenmark verwendet,
und auch die Zahl untersuchter Kno-
chenmarkzellen pro Patientin variierte
erheblich (47). Einige neuere Studien
beschéaftigen sich auch mit dem Nach-
weis Zytokeratin-positiver Zellen an-
hand von RT-PCR und finden dabei ei-
ne im Vergleich zum immunzytochemi-
schen Nachweis hohere Inzidenz von
26 bis 71 Prozent.

Eine ausreichende methodische Va-
lidierung liegt bisher hauptséachlich fir
die immunzytochemische Detektion
mit Zytokeratinantikbrpern vor, die
an Bestandteile des epithelialen Zell-
skeletts binden (7, 46). Da epitheliale
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wahrend der onkologischen Nachsorge

Zellen im Knochenmark natirlicher-
weise nicht vorkommen, ist Zytokeratin
als Marker zum Nachweis von Tumor-
zellen geeignet, die von epithelialen
Karzinomen wie dem Mammakarzi-
nom gestreut wurden. Die Rate falsch-
positiver Ergebnisse liegt bei etwa ei-
nem Prozent (8). Durch eine zusatzliche
morphologische Beurteilung kann der
falschpositive Befund hamatopoeti-
scher Zellen weiter reduziert werden
(1,3). Fur diese Nachweismethode spre-
chen auflerdem Arbeiten, die an Zyto-
keratin-positiven Zellen ahnliche pha-
notypische Eigenschaften beschreiben,
wie sie fur maligne Zellen solider Tu-
moren charakteristisch sind, beispiels-
weise die Expression von HER2/neu
(50, 54). Dartuiber hinaus wird in einigen
aktuellen Studien die maligne Natur
isolierter Tumorzellen durch den Nach-
weis chromosomaler Aberrationen in
diesen Zellen anhand von Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung und genomischer
Einzelzellhybridisierung belegt (33, 40,
66, 69, 73).

Da der Nachweis isolierter Tumorzel-
len im Knochenmark nicht immer mit

etablierten prognostischen Faktoren
zum Zeitpunkt der Priméardiagnose kor-
reliert, stellt er einen Parameter dar, der
unabhangig von herkémmlichen Klini-
schen und pathologischen Kriterien zu-
satzliche prognostische Informationen
liefern kann. Wéhrend die meisten Stu-
dien eine prognostische Relevanz iso-
lierter Tumorzellen belegen (10, 13, 15,
18,20, 25,26, 28, 34,38,65,72,75), wurden
auch Arbeiten publiziert, die keinen Zu-
sammenhang mit dem rezidivfreien oder
Gesamtuberleben bestatigen konnten
(13,14, 22, 39, 41, 53, 59, 67, 68, 71). Die
meisten Untersuchungen, die keinen
signifikanten Zusammenhang mit dem
Uberleben aufzeigten, sind &lteren Da-
tums. Hier wurden Knochenmarkbiopsi-
en mit Glycolipidantikérpern oder Mu-
cinantikdrpern untersucht. Zudem wa-
ren die Fallzahlen in diesen Studien
haufig klein (47). Allerdings konnte auch
in einer frihen Metaanalyse mit 2 494
Patientinnen aus 20 Studien keine unab-
hangige prognostische Bedeutung fir
das rezidivfreie oder Gesamtiiberleben
nachgewiesen werden (23). Jedoch wur-
den in diese Metaanalyse viele Arbeiten
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mit verschiedenen Detektionsmetho-
den bewertet, die einen Vergleich sehr
erschweren. Daher ist die fehlende
prognostische Relevanz in einigen Un-
tersuchungen auf technische Faktoren
zuriickzufiihren, wie die geringe Sensi-
tivitat bei der Auswertung von Kno-
chenmarkbiopsien, eine niedrige An-
zahl untersuchter Zellen, den Zeitpunkt
der Knochenmarkgewinnung und die
verwendeten Antikdrper. So ist be-
kannt, dass membrangebundene Muci-
ne auch auf hadmatopoetischen Zellen

Abbildung 3: Nachweis einer HER2-neu-Uberexpression an isolierten Tumorzellen im Kno-

chenmark

exprimiert werden, und Antikorper, die
gegen ein einziges Zytokeratin gerich-
tet sind, eine geringere Sensitivitat auf-
weisen als Panzytokeratinantikdrper
(49). Mansi et al. zeigten anhand eines
EMA-Antikorpers (EMA, ,,epithelial
membrane antigen*) einen signifikanten
prognostischen Einfluss des Knochen-
markstatus auf das Auftreten von Fern-
metastasen und das Gesamtuberleben
nach einer medianen Nachbeobach-
tungszeitvon 12,5 Jahren. In der multiva-
riaten Analyse konnte der Nachweis
isolierter Tumorzellen jedoch nicht als
unabhangiger prognostischer Faktor wie
die TumorgroRe und der Lymphknoten-
status bestatigt werden (38). Diel et al.
hingegen wiesen bei 727 Patientinnen
nach, dass nach einer medianen Nachbe-
obachtungszeit von 36 Monaten der
Knochenmarkstatus als prognostischer
Indikator fur das fernmetastasenfreie
und das Gesamtuberleben sowohl dem
Lymphknotenstatus als auch dem Tu-
morstadium und dem Grading Uberle-
gen ist (17). Dartber hinaus weisen vier
grof3e aktuelle Studien auf die unabhan-
gige prognostische Relevanz isolierter

Tumorzellen im Knochenmark fiir das
rezidivfreie und das Gesamtuberleben
in der multivariaten Analyse hin (8, 26,
75). In den Untersuchungen wurde bei
2316 Patientinnen Knochenmark mit
verschiedenen Zytokeratinantikdrpern
untersucht. Zu demselben Ergebnis kam
auch die jungst publizierte Poolanalyse
von Braun et al., in der 4 199 Patientin-
nen aus acht Zentren zusammenfasst
wurden. Ein positiver Knochenmarksta-
tus wurde neben der Tumorgréfie, dem
Lymphknotenbefall, niedrigem Grading

und negativem Hormonrezeptorstatus
als negativer Vorhersagewert bestatigt
(10). Damit scheint die prognostische Be-
deutung isolierter Tumorzellen zum Zeit-
punkt der Primérdiagnose weitgehend
geklart zu sein. Eine klinische Anwen-
dung der Methode auRerhalb von Studi-
en, beispielsweise zur Entscheidungsfin-
dung bei der adjuvanten systemischen
Therapie oder zur Uberwachung der
Therapieeffektivitat, setzt eine Standar-
disierung der Methode und den Einsatz
validierter Antikorper voraus.

Potenzieller Stellenwert nach
der Primartherapie

Waéhrend die prognostische Relevanz
des Nachweises isolierter Tumorzellen
im Knochenmark von Brustkrebspatien-
tinnen zum Zeitpunkt der Primardiagno-
se als gesichert gilt, wird die klinische Re-
levanz dieser Befunde durch die derzeit
Ubliche Therapie in der adjuvanten Situa-
tion deutlich limitiert. Nach dem guiltigen
Therapiestandard, der auf der Konsen-
suskonferenz in Sankt Gallen 2003 defi-
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niert wurde (27), erhalten etwa 80 Pro-
zent der erstdiagnostizierten Brustkreb-
spatientinnen eine zytostatische und/
oder endokrine Therapie im Rahmen der
Primarbehandlung. Bei diesen Patientin-
nen sollte aufgrund der mangelnden Sen-
sitivitat der Methode nach Meinung der
Autoren die nach den Leitlinien vorge-
schlagene Therapie bei fehlendem Nach-
weis isolierter Tumorzellen im Knochen-
mark nicht unterlassen werden. Ein tu-
morzellpositiver  Knochenmarkbefund
bietet hingegen durchaus eine ausrei-
chende Grundlage, die Indikation fir ei-
ne adjuvante, vor allem endokrine Thera-
pie zu stellen. Allerdings durfte dieses
Kollektiv wegen der niedrigen Pravalenz
tumorzellpositiver Knochenmarkbefun-
de inden sehr frihen Tumorstadien unter
funf Prozent aller erstdiagnostizierten
Brustkrebspatientinnen liegen. Es kann
deshalb diskutiert werden, ob die pro-
gnostische Information den logistischen
Aufwand der immunzytochemischen
Untersuchung des Knochenmarks als
Routineuntersuchung rechtfertigt.

Von wesentlich grolRerer Bedeutung
kdnnte der Nachweis von persistieren-
den Tumorzellen nach Ende der Chemo-
therapie oder wéhrend der onkologi-
schen Nachsorge sein. Bereits im Jahr
2000 wurde in einer kleineren Studie an
59 Hochrisikopatientinnen festgestellt,
dass Frauen mit Nachweis von isolierten
Tumorzellen im Knochenmark direkt
nach Beendigung der Chemotherapie ei-
ne signifikant schlechtere Uberlebens-
prognose hatten als jene, die zu diesem
Zeitpunkt einen negativen Knochen-
markbefund aufwiesen (p =0,011) (6).
Auf diesen Daten basierend wurde an
der I. Frauenklinik Innenstadt der Lud-
wig-Maximilian-Universitat, Munchen,
zwischen 1994 bis 2003 im Rahmen der
onkologischen Nachsorge bei 228 Pati-
entinnen im Median 21,3 Monate nach
der Primartherapie des Mammakarzi-
noms eine Knochenmarkpunktion in
Lokalanasthesie durchgefuihrt. Bei 29
Patientinnen (12,7 Prozent) wurden per-
sistierende Tumorzellen im Knochen-
mark bei der Nachpunktion festgestellt
(30). Ein positiver Knochenmarkstatus
war innerhalb der ersten 21 Monate
nach der Priméardiagnose haufiger (15,7
Prozent) als im weiteren Verlauf der
Nachsorge (9,7 Prozent). Sowohl das
rezidivfreie Uberleben nach der Kno-
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chenmarkpunktion als auch das Ge-
samtlberleben unterschieden sich signi-
fikant zwischen Patientinnen mit negati-
vem und positivem Knochenmarkbe-
fund in der onkologischen Nachsorge
(krankheitsfreies Uberleben: 150 versus
87 Monate [p = 0,0003], Gesamtiiberle-
ben: 162 versus 99 Monate [p = 0,0008].
In der multivariaten Cox-Regressions-
analyse bestétigte sich der Knochen-
markstatus als unabhangiger signifikan-
ter Prognosefaktor (relatives Risiko
5,57, p=0,002, (Grafik 2). Die grofite
prognostische Aussagekraft einer Kno-
chenmarknachpunktion wurde im Zeit-
raum zwischen 2 und 3,5 Jahren nach der
Primardiagnose dokumentiert.

Diese Ergebnisse decken sich mit de-
nen der norwegischen Arbeitsgruppe
um B. Naume. Die Forscher prasentier-
ten im Dezember 2003 auf dem San An-
tonio Breast Cancer Symposium Resul-

Aus Frederik
Ruysch: Thesaurus
anatomicus.

Band 1, Amster-
dam 1701.

Die Abbildung zeigt ei-
ne Landschaft aus Gal-
lensteinen, Baumchen
aus injizierten Ge-
féRen und klagenden
Kinderskeletten, im
Geschmack des Barock
zusammengestellt. Als
Vorform naturkundli-
cher Sammlungen ent-
stehen um 1700 sol-
che Naturalienkabinet-
te als ,,Wunderkam-
mern*, Der beriihmte
niederlandische Ana-
tom Ruysch
(1638-1731) nutzte
als erster 10%-igen Al-
kohol als Konservie-
rungsmittel und fiihrte
die Injektion der Or-
ganpraparate mit
Wachs ein. Der russi-
sche Zar Peter der
Grofe kaufte seine
Sammlung 1717, die
sich heute noch

in Sankt Petersburg
befindet.
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tate von 357 Patientinnen die jeweils drei
Jahre nach der Priméardiagnose punk-
tiert wurden (74). Auch in dieser Publi-
kation bestéatigte sich der Knochenmark-
status als unabhangiger Prognosefaktor
fir das rezidivfreie Uberleben und das
Gesamtiberleben (p < 0,0001).

Der Nachweis von persistierenden
isolierten Tumorzellen im Knochenmark
als Bestandteil der onkologischen Nach-
sorge kdnnte kiinftig als Surrogatmarker
fur die Notwendigkeit einer sekundér ad-
juvanten Therapie dienen. Diese Infor-
mation kdnnte beispielsweise im Hinblick
auf die diskutierte Verldngerung der en-
dokrinen adjuvanten Therapie oder dem
Wechsel von Tamoxifen zu einem Aro-
matasewirkstoff bedeutsam sein. Die
Phanotypisierung der isolierten Tumor-
zellen kdnnte (Abbildung 3) bei der Aus-
wahl der sekundar adjuvanten Therapie
in Zukunft eine wichtige Rolle spielen.

Anatomie Naturalienkabinett
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Physiologie Hirntod

Zitat: ,,Ich glaube also eine mehr als
ausreichende Reihe von Beweisen bei-
gebracht zu haben, um [...] das funda-
mentale Prinzip aufzustellen. 1., dal3
das Gehirn die Organe und die Funk-
tionen des inneren Lebens nicht di-
rekt beeinfluf3t; 2., daR infolgedessen
die Unterbrechung dieser Funktionen
nach groRBen Hirnverletzungen nicht
die Wirkung dieser Verletzungen ist.
Ich bin weit entfernt die Hirntatigkeit
als dem organischen Leben vollstandig
fremd zu betrachten; aber ich halte
mich fur berechtigt zu behaupten, da
dieses Leben nur sekundare, indirekte
Einflisse vom Gehirn erféhrt, von wel-
chen wir noch sehr wenig wissen.*

Xavier Bichat: Physiologische Untersuchungen tber den
Tod (1800). Ins Deutsche ibersetzt und eingeleitet von Ru-
dolf Boehm. Leipzig 1912 (Klassiker der Medizin; Bd. 16),
S.124. - Der franzésische Chirurg, Anatom und Pathologe
Bichat (1771-1802) wirkte ab 1794 in Paris, war Mitbe-
grinder der experimentellen Physiologie und entwickelte
seine einflussreiche Gewebelehre (Histologie). Er geht hier
der Frage nach: ,,Bewirkt der Hirntod direkt die Unterbre-
chung der organischen Funktionen?“ und stellt fest, dass
das vegetative (organische) Leben relativ unabhéangig
vom Gehirneinfluss funktioniert. Die moderne Hirntoddia-
gnostik entstand jedoch erst in den spaten 1960er-Jahren.
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