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WOLFGANG JANNI, PHILIP HEPP und
DIETER NIEDERACHER

Der Nachweis von isolierten Tumorzellen
in Knochenmark und Blut von Patientinnen
mit primiarem Mammakarzinom —
Standardisierte Methodik und klinische Relevanz

Zusammenfassung

Trotz wesentlicher Fortschritte in der systemischen Therapie des Mammkarzinoms und
deutlicher Prognoseverbesserung sind Rezidive nach oft langer Latenzzeit fiir diese Er-
krankung charakteristisch. Ausgangspunkt fiir eine Fernmetastasierung sind in der Regel
isolierte Tumorzellen, die bereits frith im Verlauf der Erkrankung hdmatogen disseminie-
ren. Der Nachweis dieser minimalen Tumorresiduen (minimal residual disease, MRD)
ist mit konventionellen bildgebenden Verfahren nicht moglich. Der immunzytochemische
Nachweis isolierter Tumorzellen im Knochenmark ist die am besten validierte Methode,
um Tumorresiduen zu detektieren. Die daraus gewonnenen Informationen iiber Privalenz
und Phénotyp der Tumorzellen lassen Riickschliisse auf Tumorbiologie und individuelle
Prognose zu und konnten in Zukunft in der adjuvanten Situation zu einer Optimierung der
Therapie fithren. Vom Universitédtsklinikum Diisseldorf aus geleitet wird die derzeit welt-
weit grofite Therapieoptimierungsstudie beim Mammakarzinom mit Einsatz eines MRD-
Screenings zur Therapieentscheidung (SUCCESS-C-Studie). Die Detektion von minima-
len Tumorresiduen nach Abschluss der Primértherapie konnte die Beantwortung der von
Patientinnen héufig gestellten Frage nach dem individuellen Erfolg adjuvanter Therapien
in Zukunft erleichtern und Grundlage fiir die Einleitung einer ,,sekundir-adjuvanten The-
rapie” im Rahmen der onkologischen Nachsorge sein.

Einleitung

Die meisten Mammakarzinompatientinnen versterben nicht an ihrem Primértumor, son-
dern an Fernmetastasen, die sich auch noch Jahre nach der Behandlung des Primédrtumors
ausbilden konnen. So kommt es beim Mammakarzinom selbst bei etwa einem Drittel der
Patientinnen mit negativen Achsellymphknoten im weiteren Verlauf der Erkrankung zu lo-
kalen oder Fernmetastasen, auch wenn zum Zeitpunkt der Erstdiagnose keine Hinweise fiir
eine Ausbreitung jenseits der Brust vorlagen.! Metastasen werden vermutlich durch eine
okkulte himatogene Ausbreitung der Tumorzellen frith im Krankheitsverlauf verursacht.
Mehrere Studien unterstiitzen die Hypothese, dass isolierte Tumorzellen (ITZ), also mini-
male Tumorresiduen (MRD) im Knochenmark oder anderen Kompartimenten, als Vorldu-

! Vgl. DeVita (1989) sowie Rosner und Lane (1993).
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fer klinisch manifester Fernmetastasen betrachtet werden konnen.? Damit erlaubt der friihe
Nachweis einer minimalen Resterkrankung im Knochenmark potenziell eine genauere Ri-
sikostratifikation fiir nachfolgende Therapieentscheidungen oder auch fiir die individu-
elle Zusammenstellung weiterer herkommlicher oder zielgerichteter Therapien (targeted
therapies), damit diese Zellen beseitigt werden, bevor sie sich zu manifesten Metasta-
sen entwickeln konnen. Die vorliegende Ubersichtsarbeit befasst sich mit der Methodik,
Standardisierung und klinischen Relevanz eines MRD-Nachweises im Knochenmark von
Patientinnen mit Mammakarzinom.

All patients by bone marrow status

Overall survival
0.50 0.75 1.00
Il 1 1

0.25
1

0.00
1

T T
(o] 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Follow-up time [months]

ck = neg ck = pos ‘

Abb. 1: Gesamtiberleben in Abhangigkeit vom Nachweis isolierter Tumorzellen im Knochenmark von
Brustkrebspatientinnen zum Zeitpunkt der Primardiagnose: Daten einer globalen Pooled Ana-
lysis (vgl. Braun et al. 2005)

MRD-Nachweis im Knochenmark — Methodische Uberlegungen

Die Familie der Zytokeratine (CK), die als Marker fiir disseminierte Karzinomzellen im
Knochenmark, Blut und in Lymphknoten einsetzt werden, besteht aus mehr als 20 Mitglie-
dern. Neuere Studien haben gezeigt, dass individuelle CK-Proteine in epithelialen Tumor-
zellen sehr heterogen exprimiert werden® und ,,Breitband*“-Antikorper oder Antikorper-
,,Cocktails*, die gegen mehrere CK-Proteine gleichzeitig gerichtet sind, in der diagnosti-
schen Sensitivitdt monospezifischen Antikorpern iiberlegen sind. In unseren Studien haben
wir den monoklonalen Antikérper A45-B/B3, der unter anderem gegen Heterodimere aus
CK-8/18 und CK-8/19 gerichtet ist, eingesetzt.* In umfangreichen Kontrollexperimenten
an Knochenmarkproben von nahezu 200 Patienten ohne nachweisbares Karzinom konnten
wir zeigen, dass normale Knochenmarkzellen in 99 Prozent der untersuchten Proben nicht

2 Vgl. Braun et al. (2000b), Cote et al. (1991), Diel et al. (1996), Gebauer et al. (2001), Gerber et al. (2001),
Harbeck et al. (1994), Landys et al. (1998) sowie Mansi et al. (1999).

3 Vgl. Woelfle et al. (2004).

4 Vgl. Braun ez al. (2000b).
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mit A45-B/B3 reagieren.’ Dariiber hinaus konnte durch aufwindige molekulare Charakte-
risierungsmethoden bewiesen werden, dass es sich bei den meisten A45-B/B3-positiven
Zellen im Knochenmark um Tumorzellen handelt.5

Neben dem immunzytochemischen Ansatz ist die RT-PCR (reverse Transkriptase-Po-
lymerasekettenreaktion) das zweite in vielen Untersuchungen verwendete Verfahren, um
einzelne disseminierte Tumorzellen mit einer ausreichenden Sensitivitit nachzuweisen.
Um die Spezifitit dieser Methode zu tiberpriifen, wurde in vielen Laboratorien eine Reihe
von Oligonukleotidpaaren fiir organspezifische mRNA-Spezies auf ihre ektope Expres-
sion in normalen Knochenmarkzellen gepriift. Diese Analysen zeigten, dass einige der als
tumorspezifisch® publizierten mRNA-Spezies, wie zum Beispiel CEA, erbB2-Onkogen,
prostataspezifisches Membran-Antigen, CK18 mRNA, durchaus in ,,normalen Knochen-
markzellen nachgewiesen werden konnen.” Diese so genannte ektope (oder illegitime)
Expression ist momentan eine der wesentlichen Limitationen beim Einsatz der hochemp-
findlichen RT-PCR-Methode zur Detektion einzelner, disseminierter Tumorzellen, da im
Gegensatz zur immunozytologischen Methode keine morphologische Korrelation méglich
ist. Ein Ausweg aus dieser Sackgasse konnte die Etablierung quantitativer RT-PCR-Ver-
fahren sein, bei denen man einen so genannten cut-off point ermittelt, der eine Trennung
zwischen der Expression in den Tumorzellen und der ,,normalen* ektopen Expression in
den umgebenden hidmatopoetischen Zellen erméglichen soll. Dariiber hinaus konnen hi-
matopoetische Zellen (zum Beispiel Granulozyten), die bei bestimmten PCR-Verfahren
fiir das storende falsch-positive Signal verantwortlich sind, mit verbesserten Trennverfah-
ren eliminiert werden. Eine im letzten Jahr publizierte Studie von griechischen Kollegen
an 167 Patientinnen konnte sowohl eine signifikante Korrelation zwischen der Detektion
von CK-19-mRNA-positiven Zellen im peripheren Blut mit dem rezidivfreien Uberleben
(p < 0,00001) als auch dem Gesamtiiberleben (p = 0,008) demonstrieren.®

Fiir beide Nachweisverfahren gilt, dass fiir die Etablierung in der klinischen Praxis eine
Reihe umfangreicher Kontrollen notwendig ist, auf die hier im Einzelnen nicht néher ein-
gegangen werden soll. Eine Standardisierung der Verfahren verbunden mit einer Quali-
titssicherung ist unbedingt notwendig. In den deutschsprachigen Lindern Europas wurde
ein Konsensus unter der Schirmherrschaft der Deutschen Gesellschaft fiir Senologie unter
dem Vorsitz von Professor Diethelm Wallwiener im Jahr 2005 erarbeitet, der im Folgenden
niher erldutert werden soll.

Deutscher Konsensus zum Nachweis isolierter Tumorzellen

im Knochenmark von Brustkrebspatientinnen

In dem von Fehm et al. im Jahr 2006 publizierten Konsensuspapier wurden die wesentli-
chen Eckpunkte der Qualitétssicherung zur Detektion isolierter Tumorzellen im Knochen-

mark in einem international beachteten Rahmen veroffentlicht und somit ein wesentlicher
Schritt zur Standardisierung der Methode unternommen.’

Vgl. Braun et al. (2000Db).

Vgl. Gangnus et al. (2004), Klein et al. (2002) sowie Schmidt-Kittler et al. (2003).
Vgl. Bostick ez al. (1998) sowie Zippelius et al. (1997).

Vgl. Xenidis et al. (2006).

Vgl. Fehm ez al. (2006).

© o 9 o w
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Knochenmarkaufarbeitung

Zum Nachweis disseminierter Tumorzellen wird zunichst eine Anreicherung der mono-
nukledren Zellschicht mittels Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Zur Erh6hung
der Nachweisrate kann gegebenenfalls eine positive oder negative immunmagnetische Se-
paration angeschlossen werden, bei der entweder die Tumorzellen (positiv) angereichert
oder die hamatopoetischen Zellen entfernt werden (negativ). Allerdings konnte fiir das
KM bis dato keine Studie eindeutig zeigen, dass die immunomagnetische Separation zu
einer Erhohung der Positivititsrate im Knochenmark fiihrt. Aufgrund der hoheren Kos-
ten und der fehlenden Evidenz fiir eine Verbesserung der klinischen Aussagekraft ist die
immunomagnetische Separation derzeit nicht fiir den Routinenachweis empfohlen.

Nach Anreicherung der mononukledren Zellschicht werden die Zellen gewaschen und
ausgezihlt. Um eine standardisierte Auswertung zu ermdoglichen, sollte eine definierte
Zellzahl auf den Objekttriiger aufgebracht werden. Eine Zellzahl von 0,5 bis 1,0 x 10° pro
Objekttriger ermdglicht eine addquate Zelldichte fiir eine manuelle beziehungsweise auto-
matische Auswertung. Zur Verbesserung der Zelladhidsion sollten Poly-Lysin-beschichtete
Objekttrager verwendet werden. Die optimalen Lagerungsbedingungen fiir ungefirbte Ob-
jekttriager beziehungsweise Zytospins sind noch nicht ausreichend untersucht worden. Die
meisten Arbeitsgruppen empfehlen, die Préiparate bei —20 °C beziehungsweise —80 °C zu
lagern. Falls die immunhistochemische Fiarbung innerhalb von 24 Stunden erfolgt, ist eine
Lagerung der Objekttriger bei Raumtemperatur oder —4 °C ausreichend.

Fixierung der Knochenmarkpraparate

Bisher ist noch kein optimales Fixierungsprotokoll fiir Knochenmarkpriparate definiert
worden. In der Regel werden die getrockneten Zytospins vor Beginn der immunhistoche-
mischen Férbung fixiert. Im Folgenden sind einige Beispiele fiir eine Fixierung aufgefiihrt:
0,5 Prozent oder vier Prozent gepuffertes Formalin fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur,
oder Paraformaldehyd fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur, Azeton fiir zehn Minuten
bei 4 °C oder Raumtemperatur sowie eisgekiihltes Methanol fiir fiinf Minuten.

Immunzytochemische Firbung

Der Goldstandard zur Detektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark und
Blut von Mammakarzinompatientinnen ist derzeit der immunzytochemische Nachweis
unter Verwendung der APAAP-Technik. Zum Blocken der endogenen alkalischen Phos-
phatase ist der Einsatz von Levamisol (2mM) empfohlen. Alternativ konnen Blocking-
l6sungen, die in den entsprechenden kommerziell erhéltlichen Férbekits enthalten sind,
verwendet werden. In den meisten Studien werden zum Tumorzellnachweis Anti-Zyto-
keratinantikorper wie zum Beispiel A45-B/B3 oder AE1/AE3 eingesetzt (Tab. 1). Anti-
korper, die gegen epitheliale Membranantigene wie EpCAM (epitheliales Adhdsionsmo-
lekiil), HMFG (humanes Milchfettglobulin) oder TAG 12 (tumorassoziiertes Glykopro-
tein) gerichtet sind, sollten nicht als alleiniger Detektionsantikorper verwendet werden,
da die Sensitivitdt der Anti-Membranantigen-Antikorper im Vergleich zu den Anti-Zy-
tokeratinantikdrpern geringer ist. Allerdings ldsst die derzeitige Datenlage noch keinen
Schluss zu, welcher Zytokeratinantikorper fiir den Tumorzellnachweis im Knochenmark
standardmifig verwendet werden soll.



Nachweis von isolierten Tumorzellen in Knochenmark und Blut 99

£ 2
c ©
52 | 8% 8
S£ | 88’ - K 3 28
§8 | 3 g 5 £ 55
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Coombes et al. (1986) 269 23 E29 Aspirat ICC DFS
Schlimok et al. (1987) 155 18 CK18 Aspirat ICC DDFS
Porro et al. (1988) 159 16 Mbr1 Biopsie ICC -
Kirk et al. (1990) 25 48 LICR.LON.M8.4 Aspirat ICC -
Salvadori et al. (1990) 121 17 Mbr1 Biopsie ICC -
Mathieu et al. (1990) 93 1 KL1 Biopsie ICC —
Courtemanche et al. 50 8 LICR.LON.M8.4 Biopsie ICC -
(1991)
Dearnaley et al. (1991) 37 33 EMA Aspirat ICC DFS, OS
Singletary et al. (1991) 71 38 AE-1, AE-3, Aspirat ICC -
MAK 6, 113F1,
260F9, 317G5
Cote et al. (1991) 49 37 T16, C26, AE-1 Aspirat ICC DFS, OS
Harbeck et al. (1994) 100 38 E29, Moll, Aspirat ICC DFS, OSs*
12H12
Diel et al. (1996) 727 43 2E11 Aspirat ICC DFS, OS*
Funke et al. (1996) 234 38 CK18 Aspirat ICC n.d.
Molino et al. (1997) 109 38 Mbr1/8 Aspirat ICC -
Landys et al. (1998) 128 19 AE-1, AE-3 Biopsie ICC DFS, OS*
Untch et al. (1999) 581 28 CK18 Aspirat ICC —
Mansi et al. (1999) 350 25 E29 Aspirat ICC DFS, OS
Braun et al. (2000b) 552 36 A45-B/B3 Aspirat ICC DDFS, OS*
Gerber et al. (2001) 554 31 CK8, 18, 19 Aspirat ICC DFS, OS*
Gebauer et al. (2001) 393 42 CK/EMA Aspirat ICC DFS*, OS
Datta et al. (1994) 34 26 CK19 Aspirat RT-PCR DFS
Fields et al. (1996) 83 71 CK19 Aspirat RT-PCR DFS
Vannucchi et al. (1998) 33 48 CK19 Biopsie RT-PCR DFS
Slade et al. (1999) 23 61 CK19 Aspirat RT-PCR —
Wiedswang et al. (2003) 817 13 AE-1, AE-3 Aspirat ICC DDFS, OS*
Braun et al. (2003), 4.703 31 A45-B/B3 Aspirat ICC os*
Braun et al. (2005)
Xenidis et al. (2006) 167 22 CK19 peripheres Blut | RT-PCR DFS, OS

Tab. 1: Prognostische Relevanz des Nachweises isolierter Tumorzellen von Brustkrebspatientinnen.
Abkirzungen: CK = Cytokeratin; DFS = rezidivfreies Uberleben; DDFS = fernmetastasenfreies
Uberleben; ICC = Immuncytochemie; OS = Gesamtiiberleben; RT-PCR = reverse-transcriptase
polymerase chain reaction; n. d. = nicht durchgefuhrt. * prognostische Relevanz in multivariater
Analyse

Qualitiitskontrollen

Die Verwendung von geeigneten Qualititskontrollen ist eine Grundvoraussetzung, um re-
produzierbare und vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Aus diesem Grund sollten grund-
sdtzlich negative und positive Farbekontrollen eingeschlossen werden. Als negative Kon-
trollen eignen sich zum einen Leukozyten gesunder Blutspender beziechungsweise von
Patienten mit benignen Erkrankungen. Zum anderen sollten zusitzlich isotypidentische
Antikorperkontrollen (IgG) mit einem nichtspezischen Antikorper durchgefiihrt werden,
um eine unspezifische Antikdrperbindung auszuschlieBen. Als positive Fiarbekontrollen
werden Zelllinien wie SKBR3, MCF-7 oder BT-20 verwendet. Bis dato nicht zwingend
empfohlen, aber durchaus sinnvoll, ist zusétzlich die Durchfiihrung von routineméfigen
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Spiking-Experimenten mit Zelllinien, zum Beispiel 1.000 SKBR3-Zellen per 10® Leuko-
zyten, um die Sensitivitdt der Nachweismethode zu bestimmen und die Inter-Assay-Va-
riabilidt zu evaluieren. Falls zukiinftig Multicenterstudien durchgefiihrt werden, miissen
diese Qualitdtskontrollen Pflicht werden. Dariiber hinaus wird im Rahmen der Qualitétssi-
cherung zusitzlich die Durchfiihrung von Ringversuchen obligat werden.

Auswertung der Knochenmarkaspirate

Die Auswertung der Objekttriger muss in der Regel geblindet und durch zwei unab-
hingige, zytologisch erfahrene Arzte (alternativ Zytologieassistentin und Arzt) erfolgen.
Insgesamt sollten 2 x 10° Zellen pro Patientin (entspricht zwei bis vier Zytospins, je
nach aufgebrachter Zellzahl) ausgewertet werden. Analog werden auch bei den negativen
n%Kontrollen 2 x 105 Zellen analysiert. Die Auswertung kann auch automatisiert erfol-
gen. Hierzu werden die Objekttriager durch ein automatisiertes Mikroskop mit Bildverar-
beitungssystem voruntersucht und die gespeicherten ,,tumorzelltypischen Ereignisse* vom
Untersucher verifiziert. Die definitive Entscheidung wird somit weiterhin durch die Unter-
sucher — idealerweise zwei — getroffen. Die automatisierte Auswertung bietet zahlreiche
Vorteile: Zum einen wird der Zeitaufwand zum Durchmustern (Screening) der Objekt-
triager deutlich reduziert. Zum anderen scheint die Sensitivitidt im Vergleich zur manuel-
len Auswertung hoher zu sein. Dariiber hinaus konnen die positiven Ereignisse einfach
dokumentiert und deren Lokalisation gespeichert werden, so dass eine Zweitbefundung
erleichtert wird.

Neben der immunhistochemischen Anfidrbung sollten zusitzlich zytomorphologische
Kriterien mit einbezogen werden, die den malignen Charakter der detektierten Zellen
bestitigen. Die International Society for Cellular Therapy (ISCT) hat zu diesem Zweck
Empfehlungen zur zytomorphologischen und immunhistochemischen Identifikation von
disseminierten Tumorzellen herausgegeben (wie in Tab. 2 zusammengefasst). Die Kern-
Konsensusempfehlungen sind in den Tabellen 3 und 4 zusammengefasst.

Prognostische Relevanz isolierter Tumorzellen
zum Zeitpunkt der Primirdiagnose eines Mammakarzinoms

Mehr als tumorbiologische Fragen steht aus der klinischen Perspektive die prognostische
Bedeutung von Minimal Residual Disease beim Mammkarzinom, vor allem im ,,wissen-
schaftlichen Wettstreit* mit dem axilldren Nodalstatus, im Vordergrund. Bei etwa einem
Drittel nodalnegativer Patientinnen mit Mammakarzinom kommt es im weiteren Verlauf
der Erkrankung zur Metastasierung, obwohl zum Zeitpunkt der Primirdiagnose keine
Tumorzelldisseminierung in die axilliren Lymphknoten nachgewiesen werden konnte.'”
Diese Metastasierung wird vermutlich von einer frithzeitig in der Erkrankung auftreten-
den, okkulten hdmatogenen Streuung von Tumorzellen verursacht. Die Ergebnisse meh-
rerer Studien unterstiitzen die Hypothese, dass die Disseminierung isolierter Tumorzellen
ins Knochenmark eine Vorstufe auf dem Weg zur klinisch evidenten Metastasierung dar-
stellt.!! Diese Daten verweisen auf die potenzielle Moglichkeit, Patientinnen mit hohem

10 Vol DeVita (1989) sowie Rosner und Lane (1993).
1 Vgl. Braun et al. (2000b), Cote et al. (1991), Diel et al. (1996), Gebauer et al. (2001), Gerber et al. (2001),
Harbeck et al. (1994), Landys et al. (1998) sowie Mansi et al. (1999).
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Zytomorphologie und Phanotyp disseminierter Tumorzellen

vergroBerter Zellkern

Verhaltnis Zellkern/Zytoplasma < 1

granulierter Zellkern (unregelmaBige Struktur des Zellkerns)
groBe Nukleoli

Zellcluster

starkes und/oder unregelméBig geférbtes Zytoplasma
immunzytologische Farbung bedeckt zumindest partiell Zellkern
einzelne Zytokeratinfilamente sind erkennbar (netzartige Struktur)

. 2: Zytomorphologische und phanotypische Merkmale disseminierter Tumorzellen unter Verwen-

dung von Anti-Zytokeratinantikérper und der APAAP-Detektionsmethode (vgl. Weckermann et
al. 1999 sowie Mathieu et al. 1990)

Mindestens funf bis zehn Milliliter Knochenmark sollten jeweils von zwei Seiten des vorderen
oder hinteren Beckenkamms entnommen werden. Als Antikoagulans kann entweder Heparin
(zwei Milliliter) oder EDTA (zwei Prozent w/v) verwendet werden.

Die Knochenmarkproben sollten innerhalb von 48 Stunden verarbeitet werden. Falls keine so-
fortige Verarbeitung des Knochenmarks mdglich ist, sollte die Lagerungstemperatur zwischen
4 °C und 20 C liegen.

Zur Anreicherung der mononukledren Zellschicht sollte eine Dichtegradientenzentrifugation mit
Ficoll™ durchgefuhrt werden.

Falls die Objekttrager beziehungsweise Zytospins innerhalb von 48 Stunden immunzytoche-
misch gefarbt werden, kénnen diese bei 4 °C oder Raumtemperatur gelagert werden. Ansons-
ten sollte die Lagerungstemperatur der Objekttrager —20 °C bis —80 °C betragen.

Fir die Fixierung kann derzeit kein Standard definiert werden. Ubliche Fixierungen sind ge-
puffertes Formalin (zehn Minuten, RT) oder Azeton (finf Minuten oder zehn Minuten, 4 °C).
Alternativ kénnen die Objekitrager mit p-Formaldehyd (flinf Minuten, RT) oder eisgekiihltem
Methanol fixiert werden.

Zum immunzytochemischen Nachweis disseminierter Tumorzellen sollten Anti-Zytokeratinan-
tikdrper, wie zum Beispiel A 45-B/B3 und AE 1/AE3, oder monoklonale Panzytokeratinanti-
kdrper mit validierter Spezifitdt verwendet werden. Als Detektionssystem sollte das APAAP-
System eingesetzt werden.

Die endogene alkalische Phosphatase sollte mit Levamisol (oder mit einem kommerziell er-
haltlichen Blocking-Reagenz) geblockt werden.

Mammakarzinom-Zelllinien (zum Beispiel MCF-7 oder SKBR3) sowie Leukozyten gesunder
Blutspender sollten als Positiv- beziehungsweise Negativkontrollen verwendet werden. Zusatz-
lich sollten isotypen-gematchte Kontrollen (IgG) als Negativkontrollen mitgeftihrt werden.
Sowohl fir den Nachweis disseminierter Tumorzellen als auch fiir die negativen (isotypen-ge-
matchten) Kontrollen miissen mindestens 2 x 106 Zellen gefarbt und von zwei unabhangigen
Untersuchern geblindet ausgewertet werden.

Tab. 3: Empfehlung I: Richtlinien flir den standardisierten Nachweis von disseminierten Tumorzellen

im Knochenmark mittels Immunzytochemie

Positiv: Zytokeratinpositive/immunzytochemisch positive Zellen, Morphologie entsprechend einer
disseminierten Tumorzelle (Anzahl der disseminierten Tumorzellen sollte dokumentiert werden.)

Negativ: Kein Nachweis von immunzytochemisch positiven Zellen oder nur Nachweis von immun-
zytochemisch positiven Zellen, jedoch zytomorphologisch nicht tumorzellartig, zum Beispiel hdma-
topoetische Zelle, squamdse (epidermale) Zellen

Tab. 4: Empfehlung Il: Klassifizierung zytokeratinpositiver Zellen
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Rezidivrisiko zum Zeitpunkt der Primérdiagnose durch Nachweis disseminierter Tumor-
zellen im Knochenmark zu identifizieren.

Eine ausreichende methodische Validierung liegt bisher hauptsichlich fiir die immunzy-
tochemische Detektion mittels Zytokeratinantikorper vor, die an Bestandteile des epithe-
lialen Zellskeletts binden.'? Da epitheliale Zellen im Knochenmark natiirlicherweise nicht
vorkommen, ist Zytokeratin als Marker zum Nachweis von Tumorzellen geeignet, die von
epithelialen Karzinomen wie dem Mammakarzinom gestreut wurden. Die Rate falsch-
positiver Ergebnisse liegt dabei bei etwa einem Prozent.'> Durch eine zusitzliche mor-
phologische Beurteilung kann der falsch-positive Befund hdmatopoetischer Zellen weiter
reduziert werden.'* Fiir diese Nachweismethode sprechen auBlerdem Studien, die an zy-
tokeratinpositiven Zellen dhnliche phénotypische Eigenschaften beschreiben, wie sie fiir
maligne Zellen solider Tumore charakteristisch sind, zum Beispiel die Expression von
HER2/neu.' Dariiber hinaus belegen einige aktuelle Studien die maligne Natur isolierter
Tumorzellen durch den Nachweis chromosomaler Aberrationen in diesen Zellen anhand
von Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und genomischer Einzelzellhybridisierung.'®

Da der Nachweis isolierter Tumorzellen im Knochenmark nicht durchweg mit etablier-
ten prognostischen Faktoren zum Zeitpunkt der Primérdiagnose korreliert, stellt er einen
Parameter dar, der unabhingig von herkommlichen klinischen und pathologischen Krite-
rien zusitzliche prognostische Informationen liefern kann. Wihrend die meisten Studien
eine prognostische Relevanz isolierter Tumorzellen belegen,'” ist auch eine Reihe von Ar-
beiten publiziert, die keinen Zusammenhang mit dem rezidivfreien oder Gesamtiiberleben
bestitigen konnten.'® Die meisten Studien, die keinen signifikanten Zusammenhang mit
dem Uberleben aufzeigen konnten, sind dltere Studien, in denen Knochenmarkbiopsien
mit Hilfe von Glycolipidantikorpern oder Mucinantikorpern untersucht wurden. Zudem
waren die Fallzahlen in diesen Studien hzufig klein."®

Die Frage, ob der Knochenmarkbefall einen unabhingigen prognostischen Marker dar-
stellt, wurde kiirzlich durch die Daten der Pooled Analysis zusammenfassend geklrt.?
Im Rahmen dieser Analyse wurden die Uberlebensdaten von 4.703 Mammakarzinompa-
tientinnen in den Stadien I bis III aus neun verschiedenen Zentren hinsichtlich des Kno-
chenmarkstatus ausgewertet. Die Positivitédtsrate im Knochenmark betrug insgesamt 31
Prozent. Der positive Knochenmarkstatus war ein unabhéngiger prognostischer Marker fiir
das Gesamtiiberleben sowie das mammakarzinomspezifische Uberleben. Mit dieser Arbeit

12 Vgl. Braun und Pantel (1998) sowie Pantel e al. (1994).

13 Vgl. Braun er al. (2000b).

14 Vgl. Borgen et al. (2001) sowie Borgen et al. (1998).

15 Vgl. Pantel ef al. (1993) sowie Putz et al. (1999).

16 Vgl. Klein et al. (2002), Schmidt-Kittler et al. (2003), Weckermann et al. (1999), Meng et al. (2004) sowie
Solakoglu et al. (2002).

17 Vgl. Cote et al. (1991), Gebauer et al. (2001), Gerber et al. (2001), Harbeck et al. (1994), Landys et al. (1998),
Mansi et al. (1999), Braun et al. (2003), Diel et al. (1998), Schlimok et al. (1987), Wiedswang et al. (2003),
Fields et al. (1996), Datta et al. (1994) sowie Vannucchi et al. (1998).

18 Vgl. Cote et al. (1991), Courtemanche et al. (1991), Funke et al. (1996), Molino et al. (1997), Porro et al.
(1988), Salvadori et al. (1990), Slade et al. (1999), Untch et al. (1999), Mathieu et al. (1990) sowie Singletary
etal (1991).

19 vol. Pantel et al. (2003).

20 vgl. Braun et al. (2005).
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besteht fiir die prognostische Relevanz von isolierten Tumorzellen im Knochenmark nun
ein Level of Evidence I nach Oxford; diese diirfte somit als gesichert gelten.

Der potenzielle Stellenwert nach der Priméartherapie

Wiihrend die prognostische Relevanz des Nachweises isolierter Tumorzellen im Knochen-
mark von Brustkrebspatientinnen zum Zeitpunkt der Primirdiagnose damit als gesichert
gelten kann, wird die klinische Relevanz dieser Befunde durch das derzeit gebriduchliche
Therapieverhalten in der Adjuvanz deutlich limitiert. Nach dem noch aktuell giiltigen The-
rapiestandard des Consensus Meeting von St. Gallen 2005 (und unverindert 2007) sowie
den Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft Gynédkologische Onkologie (AGO) erhalten circa
80 Prozent der erstdiagnostizierten Brustkrebspatientinnen eine zytostatische und/oder en-
dokrine Therapie im Rahmen der Primirbehandlung.?! Bei Patientinnen sollte aufgrund
fehlender prospektiver Studien und moglicherweise mangelnder Sensitivitit nach Meinung
der Autoren die nach den Leitlinien vorgeschlagene Therapie bei fehlendem Nachweis
isolierter Tumorzellen im Knochenmark nicht unterlassen werden. Ein tumorzellpositi-
ver Knochenmarkbefund bietet hingegen aufgrund der vorliegenden Daten durchaus eine
ausreichende Grundlage, die Indikation fiir eine adjuvante, vor allem endokrine Therapie
zu stellen. Allerdings diirfte dieses Kollektiv aufgrund der niedrigen Privalenz tumorzell-
positiver Knochenmarkbefunde in den sehr frithen Tumorstadien unter fiinf Prozent aller
erstdiagnostizierten Brustkrebspatientinnen liegen.

Von wesentlich groflerer Bedeutung konnte der Nachweis von persistierenden Tumor-
zellen nach Ende der Chemotherapie oder wihrend der onkologischen Nachsorge, vor
allem auch im Hinblick auf neuere zielgerichtete Therapien sein. Bereits im Jahr 2000
konnte in einer kleineren Studie an 59 Hochrisikopatientinnen gezeigt werden, dass Frauen
mit Nachweis von isolierten Tumorzellen im Knochenmark direkt nach Beendigung der
Chemotherapie eine signifikant schlechtere Uberlebensprognose hatten als jene, die zu
diesem Zeitpunkt einen negativen Knochenmarkbefund aufwiesen (p = 0,011).2

Verschiedene Einzelstudien gingen, basierend auf diesen Daten, der Frage nach, ob per-
sistierende Tumorzellen im Knochenmark von fernmetastasenfreien Brustkrebspatientin-
nen in der onkologischen Nachsorge eine prognostische Relevanz besitzen. Eine gemein-
same Analyse der Daten von 726 Patientinnen aus den Universitétsklinika Tiibingen, Miin-
chen und Oslo bestitigte frithere unizentrische Ergebnisse: Das Gesamtiiberleben unter
den 15,4 Prozent der untersuchten Patientinnen mit Nachweis von persistierenden Tumor-
zellen im peripheren Blut unterschied sich um 62 Monate (p < 0,0001; Abb. 2).23

Der Nachweis von persistierenden isolierten Tumorzellen im Knochenmark als Be-
standteil der onkologischen Nachsorge konnte zukiinftig als Surrogatmarker fiir die Not-
wendigkeit einer sekundér-adjuvanten Therapie dienen. In der vor kurzem erfolgreich in
ihrer Rekrutierung beendeten SUCCESS-Studie wurde mit Hilfe eines immunzytochemi-
schen Ansatzes (CellSearch, Veridex) die Wertigkeit persistierender Tumorzellen im peri-
pheren Blut untersucht. Auf der Jahrestagung der American Society of Clinical Oncology
(ASCO) 2008 konnten die ersten Ergebnisse des translationalen Forschungsprogramms

21 vgl. Goldhirsch et al. (2005).
22 Vgl. Braun ef al. (2000a).
23 Vgl. Janni et al. (2006).



104 Wolfgang Janni, Philip Hepp und Dieter Niederacher

Breast Cancer Specific Overall Survial

Bone Marrow Status negative

0,8

—_
EN

1)

1=}

E 0,6 Bone Marrow Status positive
2

©

4

S 04

<

3

(2]

p <.0001

0,24

0,0

T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00

Observation Time (months)

Abb. 2: Gesamtiberleben in Abhéngigkeit persistierender Tumorzellen im Knochenmark im Intervall
nach Operation: Daten einer europdischen Pooled Analysis (vgl. Janni et al. 2006)

der SUCCESS-Studie im Rahmen eines Vortrags prisentiert werden. Der Beitrag wurde
aulerdem mit dem ASCO Merit Award ausgezeichnet. Brigitte Rack berichtete iiber die
Ergebnisse der Blutuntersuchungen von 1.500 Patientinnen vor Beginn der systemischen
Therapie und nach Ende der Chemotherapie auf zirkulierende Tumorzellen (CTCs) im pe-
ripheren Blut. Wihrend vor Therapiebeginn zehn Prozent der Patientinnen CTCs hatten,
wurden nach der Therapie bei neun Prozent epitheliale Zellen gefunden. Von den klassi-
schen Prognoseparametern korrelierte lediglich der Nachweis von Lymphknotenmetasta-
sen mit einem positiven CTC-Status. Wihrend bei einer medianen Nachbeobachtung von
zwolf Monaten der Nachweis von CTCs vor Therapiebeginn keinen Einfluss auf die Pro-
gnose hatte, war der Nachweis persistierender zirkulierender Tumorzellen nach Chemo-
therapie sowohl mit einem verkiirzten rezidivfreien (p = 0,04) als auch Gesamtiiberleben
(p = 0,03) assoziiert.

Mit der gleichen Methodik wurde auch im Rahmen der neoadjuvanten Studie Gepar-
Quattro eine Begleituntersuchung zum Stellenwert des pridoperativen Nachweises von Tu-
morzellen im Blut durchgefiihrt.

Vom Universititsklinikum Diisseldorf aus geleitet wird die derzeit weltweit grofite The-
rapieoptimierungsstudie beim Mammakarzinom mit Einsatz eines MRD-Screenings zur
Therapieentscheidung (SUCCESS-C-Studie). Drei wichtige Fragestellungen stehen im
Fokus: Es geht vordergriindig um die Bedeutung einer anthrazyklinfreien Therapie fiir
die Prognose dieser Patientinnen. Die Frage ist, ob auf den Einsatz von Anthrazyklinen
und das damit einhergehende erhohte kardiale Risiko verzichtet werden kann. Auflerdem
wird erstmals in Deutschland der Frage nachgegangen, ob eine so genannte Lifestyle-In-
tervention — Erndhrungsumstellung, Fettreduktion, korperliche Aktivitit — die Prognose
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Abb. 3: Immunzytochemischer Nachweis einer isolierten Tumorzelle im Knochenmark mit dem Pan-
cytokeratin-Antikdrper A45-B/B3 (zahlreiche nicht angefarbte Knochenmarkzellen in der Um-
gebung sichtbar)

der Patientinnen verbessert. Die dritte Frage betrifft die beste adjuvante endokrine Thera-
piestrategie bei postmenopausalen Patientinnen mit hormonsensiblem Karzinom und noch
vorhandenen (persistierenden) CTCs.

In die bundesweit laufende SUCCESS-C-Studie konnen Patientinnen mit HER2-negati-
vem Mammakarzinom nach RO-Resektion und ohne Nachweis von Fernmetastasen (pT1-
4, pNO-3, pMO) rekrutiert werden. Die Patientinnen werden zum Vergleich einer anthra-
zyklinhaltigen mit einer anthrazyklinfreien adjuvanten Chemotherapie in zwei Chemothe-
rapiearme randomisiert. In beiden Therapiearmen erhalten die Patientinnen eine hochmo-
derne docetaxelhaltige Chemotherapie. Verglichen werden sechs Zyklen Docetaxel/Cy-
clophosphamid (TC; ohne Anthrazyklin) mit drei Zyklen FEC gefolgt von drei Zyklen
Docetaxel (FEC-Doc). Primirer Endpunkt ist hierbei der Vergleich der erkrankungsfreien
Uberlebenszeit (DFS) der jeweiligen Therapieregime und die erkrankungsfreie Uberle-
benszeit mit und ohne Lifestyle-Intervention.

Da Anthrazykline mit einem erhohten kardiotoxischen Risiko einhergehen, liee sich
bei vergleichbarer Wirksamkeit beider Regime auf das Anthrazyklin verzichten und die
Toxizitdt der Behandlung ohne Wirksamkeitseinbuf3e reduzieren. Internationale Studien-
daten weisen darauf hin, dass Patientinnen mit HER2-negativem Mammakarzinom keinen
zusitzlichen Vorteil von einer anthrazyklinhaltigen adjuvanten Chemotherapie haben. So
war das anthrazyklinfreie TC-Regime in einer US-amerikanischen Phase-III-Studie insge-
samt der Kombination Doxorubicin/Cyclophosphamid (AC) statistisch signifikant iiberle-
gen. In der Subgruppe der HER2-negativen Patientinnen war ebenfalls ein Trend hinsicht-
lich der Uberlegenheit der anthrazyklinfreien Kombination TC erkennbar.

Nach Beendigung der Chemotherapie besteht fiir Patientinnen mit erhohtem Body-
Mass-Index (BMI; 24 bis 40 Kilogramm pro Quadratmeter die Moglichkeit, eine zwei-
jahrige Didt mit korperlichem Trainingsprogramm anzuschlieen. Die Patientinnen wer-
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Abb. 4: Immunzytochemischer Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut innerhalb
der SUCCESS-C-Studie mit dem CellSearch System (Verridex Inc.)

den erneut randomisiert — in eine Kontrollgruppe und in eine, die von einem personlichen
Lifestyle-Coach betreut wird, der sie bei der Umstellung ihrer Lebensgewohnheiten und
der Gewichtsreduktion unterstiitzt. Damit bietet die Studie den Patientinnen die Moglich-
keit, ihre Prognose unabhéngig von einer Medikation und moglichen Nebenwirkungen zu
verbessern. Ausgangspunkt fiir diesen Ansatz waren die Ergebnisse einer grolen US-ame-
rikanischen Interventionsstudie bei Brustkrebspatientinnen, wonach eine Reduktion der
Fettzufuhr die rezidivfreie Zeit statistisch signifikant verlidngert.

Auflerdem ist die SUCCESS-C-Studie weltweit die erste Studie zur endokrinen Inter-
vention auf der Grundlage moderner CTC-Technologie: Zur Beantwortung der Frage nach
der besten adjuvanten endokrinen Therapiestrategie fiir postmenopausale Patientinnen mit
HER2-negativem und hormonrezeptorpositivem Mammakarzinom, bei denen nach abge-
schlossener Chemotherapie CTCs im peripheren Blut nachweisbar sind, erhalten die Pa-
tientinnen {ber fiinf Jahre alternativ eine Upfront-Therapie mit dem Aromatasehemmer
Exemestan oder eine Sequenz mit Tamoxifen gefolgt von Exemestan. Endpunkt ist der
CTC-Nachweis als frither Marker fiir ein Therapiemonitoring.

Fazit

Level-I-Evidenz belegt, dass der positive Knochenmarkstatus eindeutig als unabhidngi-
ger prognostischer Marker beim Mammakarzinom gewertet werden kann. Derzeit ist der
Stellenwert des Nachweises von isolierten Tumorzellen im Knochenmark zum Zeitpunkt
der Primérdiagnose jedoch durch den hohen Anteil systemtherapierter Patientinnen limi-
tiert. Der Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut ist beim priméren
Mammakarzinom hingegen noch nicht evidenzbasiert und Gegenstand zahlreicher Stu-
dien.
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Der Hauptvorteil des Nachweises minimaler Tumorresiduen liegt in der Moglichkeit se-
rieller Bestimmungen im Laufe der Erkrankung oder auch im Rahmen der onkologischen
Nachsorge. Persistierende isolierte Tumorzellen konnten in Zukunft ein interessantes Tar-
get sekunddr-adjuvanter Therapien darstellen, um die Heilungschancen von Patientinnen
mit primidren Mammakarzinom zu verbessern.
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