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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom zahlt in den westlichen Landern mit einer Inzidenz von
circa 43000 Frauen allein in Deutschland zu den haufigsten bdsartigen
Neubildungen der Frau [71].

Das Risiko an diesem Tumor zu erkranken ist sehr hoch. Ungefahr jede zehnte
Frau muss heute damit rechnen, im Laufe ihres Lebens einen Brustkrebs zu
entwickeln. In den letzten funf Jahren zeigte die Brustkrebserkrankung in allen
westlichen Landern eine Zunahme der Inzidenz [3]. Die zunehmende
Detektionsrate ist vermutlich in groBem Male auf die intensivierten
Screeningprogramme der meisten westlichen Lander zurtckzuflihren. Die
absolute Mortalitat der Patientinnen mit Mammakarzinom zeigte jedoch in den
letzten Jahren eine fallende Tendenz um 20 bis 30% [3]. Dies kdnnte wiederum
mit der Durchfuhrung von Fruherkennungsmallnahmen, wie zum Beispiel der
Krebsvorsorgeuntersuchung im Rahmen einer Mammographie, aber auch mit
verbesserten adjuvanten Therapien des Mammakarzinoms begriindet werden.
Die genauen Ursachen fir die Entstehung eines Mammakarzinoms sind nicht
bekannt. Es muss davon ausgegangen werden, dass nicht eine Ursache allein,
als vielmehr ein Zusammentreffen mehrerer Faktoren dafur verantwortlich ist.
Auch viele junge Frauen sind von diesem Tumor betroffen. Der
Erkrankungsgipfel liegt aber nach wie vor zwischen dem 50. und 60.
Lebensjahr. Bei zunehmendem Alter der weiblichen Bevdlkerung kann eine
Ursache der steigenden Erkrankungszahlen in dieser Tatsache begrundet
liegen. Abgesehen von den in héherem Alter auftretenden Tumoren, sind die
genauen Ursachen bei den Patientinnen, bei denen schon vor der Menopause
ein Mammakarzinom diagnostiziert wird, nicht genau bekannt.

In der Literatur wird auf eine Reihe von Risikofaktoren eingegangen. Fur sich
alleine gesehen erhdhen diese Risikofaktoren das Erkrankungsrisiko

wahrscheinlich nur wenig. Die Summation dieser Faktoren gibt aber



moglicherweise schlieBlich den Ausschlag fur die Manifestation dieser
bosartigen Erkrankung.

In der Literatur werden funf Hauptfaktoren genannt, die da waren: das Alter, die
Familienanamnese, reproduktive/hormonelle Faktoren, benigne
Mammapathologie und die mammographische Dichte [9].

Auf diese sowie auf andere Risikofaktoren soll im Folgenden eingegangen

werden.

1.2 Risikofaktoren und Pravention

Als Hauptrisikofaktor ist weiterhin das zunehmende Alter der Patientinnen Uber
60 Jahre anzusehen [71]. Mit steigendem Alter wachst die Wahrscheinlichkeit
an einem Mammakarzinom zu erkranken. Eine nicht beeinflussbare Ursache ist
auch die familiare Disposition bei Erkrankung von Mutter und/ oder Schwester
einer Patientin. Epidemiologische Studien belegen, dass Frauen mit an
Mammakarzinom erkrankten Verwandten ersten oder zweiten Grades ein
erhohtes Risiko haben selbst an Brustkrebs zu erkranken [15, 64]. Eine
eventuell vorliegende familiare Vorbelastung ergibt sich in solchen Fallen also
direkt aus der Anamnese.

In diesem Zusammenhang liegen gesicherte Daten nur in Bezug auf die beiden
Brustkrebsgene BRCA 1 und BRCA 2 vor [72]. Diese Gene wurden in den
Jahren 1994 und 1995 entdeckt [48, 90].

Nur rund fanf Prozent der Mammakarzinome liegt eine Mutation der
Tumorsuppressorgene BRCA 1 und BRCA 2 zugrunde. Diese folgen einem
autosomal- dominanten Erbgang. Dies bedeutet, dass die Erkrankung mit einer
Wahrscheinlichkeit von 50% an die Nachkommen weitergegeben wird. Das
lebenslange Risiko einer Mutationstragerin betragt 80 bis 90% [72].

Andere wichtige Risikofaktoren stehen im Zusammenhang mit reproduktiven
und hormonellen Faktoren. Dies sind zum Beispiel das Alter der Frau bei der

ersten Geburt, die Anzahl der Geburten sowie das Stillen.



Man weil® heute, dass eine junge Erstgebarende mit vielen nachfolgenden
Geburten, die gestillt hat, ein deutlich niedrigeres Erkrankungsrisiko aufweist.
Auch zivilisatorische Faktoren scheinen eine grol3e Rolle zu spielen. Eine
starke Gewichtszunahme nach der Jugend kann das Brustkrebsrisiko deutlich
erhdhen. Man vermutet einen Zusammenhang mit positiven Veranderungen im
Ostrogenmetabolismus. Ein Diabetes sowie eine fett- und fleischreiche aber
ballaststoffarme Ernahrung gelten als weitere Risikofaktoren. Nicht vergessen
werden sollen das Rauchen und der regelmalige Alkoholkonsum.

Neuere Studien konnten zeigen, dass das Rauchen bei prdmenopausalen
Frauen um die Menarche zu einer Risikoerh6hung fuhrt. Bei Frauen nach der
Menopause soll das Rauchen zu einer Erniedrigung des
Mammakarzinomrisikos fihren [3]. Was den Alkoholkonsum angeht, so flhrt er
in linearer Abhangigkeit von der getrunkenen Menge zu einer Risikosteigerung.

Ein gelegentlicher Alkoholkonsum soll das Risiko jedoch nicht erhéhen.

Tabelle 1 zeigt nochmals verschiedene hormonelle Risikofaktoren und deren

Risikoveranderung:

Risikofaktor Risikoveranderung
Hohes Alter bei Erstgeburt + 3% pro Jahr

Viele Geburten - 7% pro Geburt
Stillen - 4,3% pro Stilljahr
Alter >12 bei Menarche - 4% pro Jahr

Hohes Alter bei Menopause + 3% pro Jahr

Viel Gewicht in Postmenopause | + 1% pro kg KG

Alkohol pro 10g/Tag + 7% pro Jahr
Rauchen pramenopausal + 3% pro Jahr
Rauchen postmenopausal - 1% pro Jahr

Tabelle 1: Hormonelle Risikofaktoren



Es sei nochmals erwahnt, dass eine Bewertung des Einzelfaktors fir die
genaue Risikobeurteilung, beziehungsweise das Zusammenspiel mehrerer
dieser Faktoren im Hinblick auf die hormonelle Regulation und den direkten
Einfluss auf die Entstehung von &strogenrezeptor- und progesteronrezeptor-
positiven Mammakarzinomen derzeit nicht mdglich ist [61].

Das zunehmende Wissen um das mogliche Zusammenwirken der
verschiedenen  Faktoren jedoch  konnte eine  Risiko  adaptierte

Patientinnenbetreuung nach sich ziehen.

1.3 Richtlinien zur Friiherkennung des Mammakarzinoms

Die Mehrheit der derzeit diagnostizierten malignen Mammatumoren wird von
den Frauen selbst ertastet. Sei es zufallg oder im Rahmen der
Selbstuntersuchung der Mamma (SUM) durch die Frau.

Die Wichtigkeit der monatlichen postmenstruellen Brustselbstuntersuchung ab
dem 20. Lebensjahr wird demnach immer wieder betont.

Als weitere Leitlinie gilt ebenfalls die klinische Untersuchung der Brust (KUM)
durch den Frauenarzt im Rahmen der jahrlichen Krebsvorsorgeuntersuchung
[4, 21]. FUr Frauen vor dem 40. Lebensjahr wird eine Screening-
Mammographie aufgrund der Parenchymdichte der Brustdrisen nicht
empfohlen [72].

Zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr gilt die rontgenologische Untersuchung
der Brust mit Hilfe der Mammographie als Krebsvorsorgeuntersuchung in
zweijahrigem Abstand als Standard. Es konnte gezeigt werden, dass durch das
Mammographie- Screening vor allem bei den Frauen zwischen 50 und 69 Jahre
eine deutliche Reduktion der Brustkrebs- Mortalitat nachzuweisen ist.

Dieses Ergebnis konnte bis jetzt auf Patientinnen im Alter zwischen 40 und 49
Jahren leider nicht direkt Ubertragen werden. Der Nutzen- Risiko- Abwagung
nach scheint ein Screening jedoch auch in dieser Altersgruppe gerechtfertigt zu
sein [34, 58, 78].



1.4 Diagnostik des Mammakarzinoms

In der Diagnostik des Mammakarzinoms muss man eine nicht- invasive von
einer invasiven Diagnostik  unterscheiden. Zur nicht- invasiven
Standarddiagnostik zahlt in erster Linie die rontgenologische Untersuchung der
Brust mit Hilfe der Mammographie. Liegt jedoch eine stark rontgendichte Brust
vor, kann die Mamma- Ultraschalluntersuchung als Erweiterung zur
Befundeingrenzung dienen. Weiterhin wird die Sonographie bei Rundherden
oder bei Tastbefunden durchgeflihrt, die keine radiologische Korrelation
vorweisen konnen.

Eine weitere und noch relativ neue nicht- invasive diagnostische Methode stellt
die Magnetresonanztomographie (MRT, Kernspintomographie) dar.

Hier kann an verschiedenen Schnittbildern eine genaue Auswertung des
vorliegenden Befundes vorgenommen werden. Die Auswahl von verschiedenen
Ebenen ist ein sehr bedeutender Vorteil dieser Technik.

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass hier keine Rontgenstrahlen zum Einsatz
kommen und somit die Patientinnen keiner Strahlenbelastung unterliegen.

Die Magnetresonanztomographie findet zum Beispiel Anwendung bei
Vorhandensein von Brustimplantaten oder bei postoperativen Narbenbildungen.
In neueren Untersuchungen wurde die Kernspintomographie der Brust als
zusatzliches bildgebendes Verfahren eingesetzt. Sie flhrte hier zu einer
verbesserten Detektionsrate der Mammakarzinome [10, 81, 83, 86].

Eine invasive Diagnostik ist zur Befundsicherung oft leider unentbehrlich. Vor
einem operativen Eingriff kann eine Stanz-, Drill- oder Vakuum- Biopsie
durchgefuhrt werden. Dies sollte vor allem dann geschehen, wenn eine
Schnellschnittuntersuchung  nicht  moéglich ist;, oder wenn eine
Schnellschnittuntersuchung in speziellen Fallen keine absolut sichere
diagnostische Aussage liefern wiurde [71]. Aus dem verdachtigen Tumorherd
wird die Stanzbiopsie mit einer Stanztiefe von 1,5 cm bis 2,2 cm enthommen.
Es sollten mindestens drei bis finf Stanzzylinder gewonnen werden, um eine

genaue histologische Untersuchung zu ermaoglichen.



Bei nicht eindeutig tastbaren Veranderungen sollte praoperativ eine Markierung
mittels Nadel, Draht oder Farbstoff durchgeflihrt werden. Mit dieser Technik
kann das Auffinden des Tumors in der anschlieBenden Operation gesichert
werden. Die offene Probeentnahme gilt aber weiterhin als Goldstandard [3].
Das entnommene Gewebe wird anschlieend histologisch untersucht.

Bei praoperativ zur Befundsicherung entnommenem Gewebe bestimmt das
histologische Ergebnis zu einem grol3en Teil das Ausmall des spateren
chirurgischen Eingriffes.

Bei Vorliegen einer malignen Geschwulst in der Mamma wird immer die
Untersuchung des Lymphabflussgebietes durchgeflihrt. Denn es ist wichtig zu
wissen, ob bereits eine Ausbreitung der Krankheit in die Lymphknoten der
Achselhohle stattgefunden hat. Die lymphogene Metastasierung, also die
Absiedelung maligner Zellen entlang des Lymphabflussgebietes, ist beim
Mammakarzinom der haufigste Weg.

Das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen ist der entscheidenste
Prognoseparameter und wird in die Diagnostik und die Therapie mit
eingeschlossen. So ist die axillare Lymphonodektomie ein obligater Bestandteil
der operativen Therapie. Sie gibt wichtige Informationen zur Prognose und flhrt
zu einer geringen, aber signifikanten Verbesserung des Uberlebens [13, 66,
84].

Die Entscheidung Uber eine moglicherweise notwendige Zusatzbehandlung in
Form einer Chemotherapie oder einer postoperativen Strahlentherapie wird von
diesem Ergebnis ebenfalls stark beeinflusst.

Die Untersuchung der Lymphknoten konzentriert sich, wie bereits erwahnt, auf
das Hauptabflussgebiet der Brustdrise in die Axilla. Eine eventuell schon
vorhandene Tumorzellabsiedelung wird also durch die Untersuchung moglichst
vieler axillarer Lymphknoten nachgewiesen. Die Untersuchung gilt als die
geeignetste, um eine Aussage Uber das vorliegende Krankheitsstadium im
Sinne einer Generalisation der Krebserkrankung und damit auch der Prognose
treffen zu kénnen [28]. Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen haben

generell gesehen eine bessere Prognose [28].



Die regionaren Lymphknoten in der Axilla lassen sich in drei Level einteilen. Um
eine pathologische Kilassifikation des Nodalstatus erhalten zu kénnen, muss
mindestens eine Resektion der Lymphknoten des axillaren Level |, besser aber
von Level | und Il durchgefuhrt werden.

Aus der Lokalisation Level | missen dann anschlielend wenigstens sechs
Lymphknoten histologisch untersucht werden. Werden Level | und |l
ausgeraumt, erhoht sich die Zahl auf mindestens zehn Lymphknoten [3].

Um die Operation in der Achselhdhle so schonend wie moglich zu gestalten,
wird versucht, lediglich die Lymphknoten zu entfernen. Dies muss aber, wie
oben beschrieben, in ausreichendem MalRRe geschehen. Diese Art der
Operation kann jedoch eine Vielzahl von moglichen unerwlnschten
Nebenwirkungen nach sich ziehen. Beispielsweise konnen ein Taubheitsgefuhl
oder Gefuhlsstorungen am Oberarm auftreten. Ebenso wurde von einer
Schwellneigung des operierten Armes bis hin zur Entstehung eines
Lymphédems aufgrund eines gestorten Lymphabflusses berichtet. Auch
Bewegungseinschrankungen im Schultergelenk sowie Armschmerzen kdnnen
zu einer deutlichen Minderung der Lebensqualitat fihren.

Als eine sehr schonende Methode der Operation in der Achselhdhle sei hier die
relativ neue Methode der Wachterlymphknotenbiopsie (sentinel lymph node
biopsy- SLNB) erwahnt.

Giuliano et al 1994, 1995, 1996 verwendeten diese Methode erstmals bei
Patienten mit malignen Melanomen. Sie konnten zeigen, dass der
Wachterlymphknoten als erster Lymphknoten im Lymphabflussgebiet
Metastasen des Tumors abfangt.

Veronesi et al, 1997 schrieben ebenfalls, dass die Sentinellymphknotenbiopsie
den Status der axillaren Lymphknoten darstellen kdnne. Auch bei Patientinnen
mit Mammakarzinom wird die Methode inzwischen angewendet, wenn auch
nicht im Rahmen der Routine.

Durch die Entfernung dieses Lymphknotens oder dieser Lymphknotengruppe,

kann also eine Aussage Uber den Tumorbefall gemacht werden.



Mit Hilfe einer geringen Menge eines radioaktiv markierten Kolloids und/ oder
eines blauen Farbstoffes kann dieser Lymphknoten mit relativ einfachen
Hilfsmitteln genau lokalisiert werden. Dazu wird die Losung vor
beziehungsweise wahrend der Operation in die Gegend um den Tumor
eingespritzt. Die injizierten Substanzen werden abtransportiert und reichern sich
schlie3lich im erwahnten Lymphknoten an. Durch die Radioaktivitat und/ oder
die Farbstoffmarkierung kann er zu diesem Zeitpunkt leicht aufgesucht und
dann entfernt werden.

Die bei dieser Methode frei werdende Radioaktivitat ist absolut unbedenklich.
Als Begleiterscheinung kann eine Blaufarbung des Urins oder anderer
Korperflissigkeiten wahrend der ersten 24 Stunden nach dem Eingriff kurzfristig
beobachtet werden.

Der oder die entfernten Lymphknoten kénnen dann noch wahrend des
Eingriffes einer Schnellschnittuntersuchung zugefihrt werden. Hier wird das
unfixierte Gewebe an einem Gefrierschnitt auf Tumorzellen untersucht. Bei
Tumorbefall wird eine konventionelle Lymphadenektomie, das heildt eine
Ausraumung der gesamten Achselhdhle, vorgenommen. Bei Tumorfreiheit des
Sentinel- Lymphknoten kénnen die restlichen Lymphknoten jedoch in der Axilla
belassen werden, da angenommen werden kann, dass dahinter liegende
Lymphknoten ebenfalls tumorfrei sind.

Giuliano et al, 1997 beschrieben, dass der Wachterlymphknoten den Status der
axillaren Metastasierung in fast 98% der Falle akkurat darstellen kann. Wenn
man die alleinige Entfernung des sentinel node mit der Lymphadenektomie der
gesamten Axilla in Bezug auf das Staging der Patientinnen vergleicht, war die
Zahl der Patientinnen mit axillaren Metastasen oder Mikrometastasen in der
Gruppe der nur am sentinel node Operierten signifikant héher [28, 29, 30].
Somit kann durch die Untersuchung des Wachterlymphknotens eine relativ
genaue Aussage Uber den Grad der Metastasierung getroffen werden.
Zusatzlich zur Schnellschnittuntersuchung kénnen anschlieRend noch weitere
Spezialuntersuchungen an dem entfernten Lymphknotengewebe durchgefihrt

werden.



Dies kdnnen immunhistologische und/ oder molekularbiologische
Untersuchungen, wie zum Beispiel eine Polymerase- Ketten- Reaktion (PCR)
sein. Es kann nun auch vorkommen, dass doch noch kleinste Tumorzellherde
nachgewiesen werden konnen. In einem solchen Fall sollte nachtraglich eine
Entfernung der noch vorhandenen Achsellymphknoten durchgefihrt werden.

Die Methode der Wachterlymphknoten- Biopsie kann derzeit noch nicht als
Standardverfahren angesehen werden. Sie wird jedoch unter kontrollierten und
standardisierten Bedingungen im Rahmen von Studien an gro3en Zentren wie

auch der Universitats- Frauenklinik in Tubingen bereits eingesetzt.

Tabelle 2 zeigt die allgemein gultige Einteilung des klinischen Nodalstatus:

Nx nicht beurteilbar

NO klinisch unauffallig

N1 bewegliche, ipsilaterale axillare LK

N2a axillare LK untereinander oder an andere

Strukturen fixiert

N2b Mammaria interna LK ohne axilldare LK
N3a infraklavikuldare LK

N3b Mammaria interna LK und axillare LK
N3c Supraklavikulare LK

Tabelle 2: Klinischer Nodalstatus

Ist der Sentinel- Lymphknoten Grundlage der Einteilung und wurde keine
Lymphknotendissektion in der Achselhdhle durchgefuhrt, geht dies in einem

Zusatz (sn) mit ein.



Tabelle 3 zeigt die histopathologische N- Klassifikation:

pNx nicht beurteilbar

pNO Keine befallenen LK, isolierte
Tumorzellen < 200 um

pN1mic Mikrometastasen < 0,2 mm-2 mm

pN1a Metastasen in 1- 3 axillaren LK

pN1b Mammaria interna LK bei Sentinelbiopsie, klinisch
nicht evident

pN1c Metastasen in 1- 3 axillaren LK und Mammaria
interna LK bei Sentinelbiopsie, klinisch nicht
evident

pN2a Metastasen in 4- 9 axillaren LK

pPN2b Metastasen in auch klinisch erkennbaren
Mammaria interna LK bei fehlenden axillaren
Metastasen

pN3a Metastasen in 10 oder mehr axillairen LK oder
Metastasen in infraklavikularen LK

pN3b Metastasen in klinisch evidenten Mammaria
interna LK bei positiven axillaren LK, oder
Metastasen in mehr als 3 axillaren LK und
Mammaria interna LK bei Sentinelbiopsie ohne
klinsich evidente Metastasen

pN3c Metastasen in supraklavikuldaren LK

Tabelle 3: Histopathologische N- Klassifikation
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1.5 Histologie

Unter den invasiv wachsenden Karzinomen wird bei 80% der Patientinnen ein
duktales Karzinom gefunden. Hier liegt eine maligne Entartung der Zellen an
der Innenseite der Milchgange vor. Dieser haufigste Typ tritt meistens lokal
begrenzt auf. Die restlichen Erkrankungsfalle lassen sich unter den anderen
histologischen Grundtypen des Mammakarzinoms aufteilen [71].

Circa zehn Prozent der invasiven Befunde stellen dabei die lobularen
Karzinome dar. Lobular bedeutet, dass die entarteten Zellen ihren Ursprung von
den Drusenlappchen der Brustdrise nehmen. Ein lobulares Karzinom tritt
haufiger multifokal und auch Dbilateral auf, weshalb durch eine
Spiegelbildbiopsie ein Befall der kontralateralen Brust ausgeschlossen werden
muss. Diese Tatsache macht die Wichtigkeit einer praoperativen histologischen
Untersuchung des entnommenen Gewebes sehr gut deutlich.

Die Ubrigen zehn Prozent entfallen schliel3lich auf Typen wie die prognostisch
gunstigeren muzinésen und medullaren Karzinome sowie solche mit einer
ungewodhnlichen Differenzierung und das Paget- Karzinom als Sonderform [71].
Als Krebsvorstufe, auch Prakanzerose genannt, ist das Carcinoma lobulare in
situ (CLIS) anzusehen. Dieses entwickelt sich haufig multizentrisch und
bilateral, geht aber haufig nur partiell und auch mit einer grol3en Latenzzeit in
ein Karzinom Uber. Das Risiko einer Karzinomentstehung steigt hier jedoch auf
das bis zu Zehnfache in einem Zeitraum Uber zehn Jahre an [3].

Auch das duktale Carcinoma in situ (DCIS) stellt eine Veranderung dar, bei der
ein Durchbruch durch die Basalmembran noch nicht stattgefunden hat. Es ist
ebenfalls als ein noch frihes Stadium in der Karzinogenese anzusehen. Circa
20% der durch das Mammographie- Screening entdeckten Mammatumore sind
nicht invasiv [563]. Das DCIS birgt jedoch ein erhohtes Risiko und erfordert
deshalb auch eine adaquate operative Therapie.

Als weitere mogliche Krebsvorstufe seien hier noch die fibrés- zystischen
Mammaveranderungen erwahnt. Hier liegt eine kndtchen- oder zystenférmige

Veranderung an der Brustdruse vor, die mit der Entstehung atypischer Zellen
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einhergehen kann. Die Veranderungen mit (intra-) duktalen Proliferaten
bedeuten ein bis zu zweifach erhéhtes Risiko [3].
Die Veranderungen mit atypischen (intra-) duktalen Hyperplasien bedeuten

sogar ein vier bis funffach erhohtes Risiko, ein Mammakarzinom zu entwickeln.

1.6 Therapie des Mammakarzinoms

Der kurative Ansatz bei dieser Erkrankung besteht wie bei anderen malignen
Tumoren auch in einer operativen Extirpation von invasiven und nicht- invasiven
Tumorkomponenten [50]. Die Resektionsrander sollen makroskopisch und
mikroskopisch im Gesunden (> 1mm) sein [68]. Eine histologische Beurteilung
des tumorfreien Randsaumes wird empfohlen [6]. In manchen Fallen muss
dieser Therapie eine Chemotherapie oder lokale Strahlentherapie vorgeschaltet
werden. Damit wird versucht, den Tumor zu verkleinern. Die anschlieRende
Operation kann dadurch vereinfacht werden.

Eine brusterhaltende Therapie ist in circa 50% der Falle mdglich. Die
Entscheidung, wie operiert werden kann, muss jedoch immer individuell
getroffen werden. Der ausschlaggebende Faktor ist hierbei auch das Verhaltnis
von TumorgrofRe zu BrustgrofRe. Bei einem groRen Tumor in einer kleinen Brust
kann der so wichtige Sicherheitsabstand oft nicht gewahrleistet werden. Dann
muss einer Brusterhaltung eine Mamma- Ablation, also eine komplette
Entfernung der Brustdrise und anderer Anhangsgebilde vorgezogen werden.
Auch wird eine Mastektomie oft bei weiter fortgeschrittenen Tumorstadien
durchgefihrt.

Einen zweiten Ansatz der Therapie bei Brustkrebs stellt die medikamentose
Therapie dar. Bei rezeptorpositivem Tumor konnen Antidstrogene, wie zum
Beispiel das Tamoxifen angewendet werden, die die Funktion der Ovarien
ausschalten. Bei solchen Tumoren ist die endokrine Therapie heutzutage fester
Bestandteil der Therapie. Eine funfjahrige Behandlung mit dem Antiostrogen

Tamoxifen kann die Haufigkeit invasiver intramammarer Rezidive und
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kontralateraler Mammakarzinome senken. Die Rate nicht- invasiver Rezidive
kann jedoch nicht gesenkt werden [22].

Bei rezeptornegativen Tumoren ist eine solche Therapie naturlich nicht sinnvoll.
Eine zytostatische Therapie besteht in der Regel aus einer Kombination von
Cyclophosphamid, Methotrexat und 5- Fluorouracil (= CMF). Die Gabe einer
CMEF- haltigen Chemotherapie fuhrt zu einer absoluten Reduktion der Rezidive
um 6,4% und der Mortalitat um 4,4% im Vergleich mit einer nicht behandelten
Kontrollgruppe [50]. Eine andere Mdglichkeit ist die Kombination von Epirubicin
und Cyclophosphamid (= EC).

Die Radiatio ist ein weiterer wichtiger Bestandteil der Therapie des
Mammakarzinoms. Sie muss immer dann durchgefuhrt werden, wenn ein hohes
Risiko fur ein Rezidivieren der Erkrankung besteht. Dies ist immer nach einer
brusterhaltenden Therapie der Fall, oder wenn der entfernte Tumor sehr grof3
war. Durch eine postoperative Strahlentherapie kann auch bei Patientinnen mit
Zustand nach Ablatio mammae bei einem sehr weit fortgeschrittenen
Tumorgeschehen mit Hautinfiltration oder Lymphangiosis carcinomatosa
ebenfalls ein positiver Effekt auf deren rezidivfreies Uberleben ausgelibt
werden.

Auf weitere Therapieansatze wie zum Beispiel die Antikdrpertherapie soll hier
nicht weiter eingegangen werden.

Betont werden soll hier nochmals, dass das Mammakarzinom immer nach einer
individuell zugeschnittenen Therapie verlangt. Es sind immer verschiedene
Tumoreigenschaften  und  andere  individuelle  Begleitfaktoren  zu

berlcksichtigen.

1.7 Diagnose und Prognose

Die Entscheidung daruber, ob eine Brustkrebserkrankung geheilt werden kann,
ist klar vom Zeitpunkt der Diagnosestellung abhangig. Dieser steht in direktem

Zusammenhang mit dem Tumorstadium.
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Zur Bestimmung der Prognose ist die Erhebung des TNM- Status (Tumorgrofide,
axillarer Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung), des histologischen Typs, des
Gradings sowie die Bestimmung des Ostrogen- und Progesteronstatus obligat.
Die TumorgroRe verdeutlicht die Aggressivitat der vorliegenden bdsartigen
Geschwulst und es scheint klar, dass eine frihe Diagnosestellung fur den
weiteren Verlauf der Erkrankung eine sehr wichtige Rolle spielt.

Die allgemein gultige T- Klassifikation ist in Tabelle 4 dargestellt:

Tx Primartumor nicht beurteilbar

TO Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ (DCIS, CLIS, Paget)
T1mic Invasion £ 0,1 cm

T1a < 0,1 cm bis einschlieBlich 0,5 cm
T1b > 0,5 cm bis einschlieBBlich 1,0 cm
T1c > 1,0 cm bis einschliefllich 2,0 cm

T2 > 2 cm bis einschlieBlich 5 cm

T3 >5cm

T4 Infiltration von Brustwand oder Haut
T4a Infiltration von Brustwand

T4b Hautodem, Ulzeration, Satellitenknotchen der Haut
T4c 4a und 4b

T4d Inflammatorisches Mammakarzinom

Tabelle 4: T- Klassifikation (2002)

In Hinblick auf die Prognose des Mammakarzinoms konnte in neuester Zeit
bestatigt werden, dass das Lebensalter einer Patientin zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung den wohl wichtigsten Prognosefaktor flur das rezidivfreie
Uberleben darstellt [3]. Somit hat eine sehr junge Patientin, die an einem

Mammakarzinom erkrankt, eine wesentlich schlechtere Prognose als ihre
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alteren Geschlechtsgenossinnen. Einen weiteren sehr wichtigen Prognosefaktor
stellt der Lymphknotenbefall dar. Bei etwa der Halfte aller Brustkrebsfalle
konnen Krebszellen in den Lymphdrisen nachgewiesen werden. Die Prognose
ist umso schlechter, je mehr Lymphknoten befallen sind.

Bei den anderen 50% der Erkrankungsfalle sind keine Tumorzellen in den

axillaren Lymphknoten nachweisbar.

Tabelle 5 zeigt eine Zusammenfassung der verschiedenen Prognosefaktoren

und die verschiedenen Risikoeinschatzungen:

Prognosefaktoren | Niedriges Risiko ' | Mittleres Risiko ' | Hohes Risiko *
Nodalstatus negativ negativ positiv
Tumorgrofe T1a/ T1b T1c T2
Grading G1 G2 G3
Rezeptoren ER u/o PgR + ER u/o PgR + ER und PrR +
Alter > 35 Jahre > 35 Jahre < 36 Jahre

Tabelle 5: Risikogruppen nach St. Gallen 2001 (1, alle Kriterien mussen erfullt

sein; %, ein Kriterium muss erfiillt sein) [3]

1.8 Zielsetzung

Abgesehen von der so wichtigen nodularen Metastasierung konzentriert sich
der Ansatz dieser Studie auf die Metastasierung Uber den Blutweg. Denn auch
eine primare Ausbreitung von Tumorzellen Uber die Blutbahn spielt eine
entscheidende Rolle fur die Prognose der betroffenen Patientin. Die sich uber
den Blutkreislauf ausbreitenden Tumorzellen kdnnen friher oder spater zu
einem erneuten Auftreten des Tumorgeschehens flhren.

Wie bereits erwahnt haben Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen

generell gesehen eine bessere Prognose.

15




Tatsachlich jedoch entwickeln etwa 30 bis 40% der bei Diagnosestellung nodal
negativen Patientinnen, also der Patientinnen, bei denen keine Tumorzellen in
den untersuchten Lymphknoten nachgewiesen werden konnten, innerhalb eines
Zeitraumes von funf bis zehn Jahren trotzdem ein Rezidiv [22, 33, 45].

Die Rezidive kdnnen am Ort des Primartumors oder der Narbe als Lokal- oder
Narbenrezidiv, aber auch an anderen Stellen des Koérpers als Fernmetastasen
auftreten. So stellt das Skelettsystem die am haufigsten von Metastasen
betroffene Lokalisation dar [62]. Aber auch Organe wie die Leber oder das
Gehirn kénnen befallen sein.

Diese Tatsache fiihrt zu der Annahme, dass in solchen Fallen ein anderer
Ausbreitungsweg der Tumorzellen als Uber die Lymphbahn vorhanden war.
Patientinnen, die eine hamatogene Metastasierung erleiden, sterben mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit schliellich an dieser Erkrankung. Deshalb sollten
diese Patientinnen durch weitere Untersuchungsmethoden friih entlarvt werden,
um ihnen schnell die Moglichkeit einer lebensverlangernden Therapie anbieten
zu kénnen.

Die Metastasierung ins Knochenmark bei Patientinnen mit Mammakarzinom
wurde erstmals von Redding et al, 1983 untersucht. Cote et al, 1991 erbrachten
den Beweis, dass Mikrometastasen im Knochenmark ein friheres Rezidiv eines
Mammakarzinoms vorhersagen wurden [16].

Verschiedene andere Untersucher Dberichteten Uber sehr sensitive
molekularbiologische Methoden, um Mikrometastasen im Blut, Knochenmark
und Lymphknotengewebe mit Hilfe der Reversen- Transkriptase- Polymerase-
Ketten-Reaktion (RT- PCR) nachzuweisen [11, 17, 20, 23, 24, 32, 37, 39, 43,
51, 54, 55, 56, 74, 75, 76, 92, 94].

Fir diese Studie wurden Knochenmarksaspirate von Patientinnen mit
Mammakarzinom untersucht.

Das Ziel der Studie war es Marker zu evaluieren, um Tumorzell- mRNA im
Knochenmark mit Hilfe der nested- Reversen- Transkriptase- Polymerase-

Ketten- Reaktion (nested- RT- PCR) nachzuweisen.
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Um die Tumorzell- mRNA mit Hilfe dieser Methode nachweisen zu konnen,
wurden aus der Literatur verschiedene bereits untersuchte Primer ausgewahlt.
Primer sind molekulare Marker, die einen bestimmten Genabschnitt am Anfang
und am Ende kennzeichnen. Dieser Genabschnitt kann dann in einer PCR

vervielfaltigt werden.
Im Abschnitt Material und Methoden wird dies noch genauer erlautert werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Knochenmarksaspirate

Untersucht wurden Knochenmarksaspitate von 80 Patientinnen, die im Zeitraum
von Januar bis Dezember 1999 an einem Mammakarzinom in der Universitats-
Frauenklinik operiert wurden. Keine dieser Patientinnen hatte eine
neoadjuvante Chemotherapie erhalten.

Bei allen Patientinnen lag die schriftliche Einwilligung zur intraoperativen
Knochenmarksaspiration aus dem Beckenkamm vor.

Das gewonnene Material wurde unter sterilen Verhaltnissen in ein Gefal
gegeben und halbiert, wobei die eine Halfte der Universitats- Frauenklinik zur
Anfertigung einer immunhistologischen Untersuchung uberlassen, und die
andere Halfte dem Institut fur Pathologie zur Durchfihrung einer PCR-
Untersuchung Ubergeben wurde. Im Institut fur Pathologie wurde dann das
Material zentrifugiert, und der entstandene Uberstand wurde jeweils in ein
neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Danach wurden die Proben bis zur weiteren

Bearbeitung bei - 70°C eingefroren.

2.1.2 Positivkontrollen

Als Positivkontrollen dienten die zwei Mammakarzinom- Zelllinien 24 und 26.
Diese wurde freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat. Glckel aus der
Universitats- Frauenklinik zur Verfugung gestellt. Eine weitere Positivkontrolle
stellten Mammakarzinom- Zellen (skBR 3) dar, die das Institut fur Pathologie
ebenfalls von der Frauenklinik erhielt.

Daraus wurde gesamtRNA extrahiert und eine PCR mit den spater
beschriebenen Primern durchgefuhrt. Hierdurch sollte die Funktion der Primer

kontrolliert werden.
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2.1.3 Negativkontrollen
Die Extraktion von RNA, die cDNA- Synthese und insbesondere die PCR-

Vorbereitung fanden immer in verschiedenen Raumlichkeiten statt, um das
Risiko einer Kontamination zu minimieren. Die darauf folgenden PCRs wurden
dann aus den gleichen Grinden wiederum in einem anderen Raum pipettiert.
Als Negativkontrolle diente destilliertes und autoklaviertes Wasser ohne Zusatz
von RNA (no template control).

Die gesamtRNA, welche aus tumorfreien Lymphknoten von Patienten mit
malignen Melanomen extrahiert (sechs verschiedene Patienten) und von Herrn
Dr. med. Blaheta aus der Universitats- Hautklinik in Tubingen bereitgestellt
wurde, dienten als Negativkontrollen fur die anfangliche Austestung der Primer
zur Amplifikation der cDNA der Gene Mammaglobin, Maspin, CEA und
Zytokeratin 20. In der Universitats- Hautklinik wurde die RNA mit Hilfe der
Methode nach Chomczynsky und Sacchi 1987 [14] extrahiert.

Tabelle 6 zeigt nochmals eine kurze Zusammenfassung aller verwendeten

Materialien:
Material n= | Art des Materials
Positivkontrollen 3 2 Mammakarzinom- Zelllinien,
Mammakarzinom- Zellen
Negativkontrollen 6 tumorfreie Lymphknoten von
Melanom- Patienten
Patienten- Proben 80 Knochenmarksaspirate

Tabelle 6: Verwendete Materialien
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2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion von RNA

Bei den Knochenmarksaspiraten lag ein Gesamtvolumen von ca. 200 ul vor.
Eine Zugabe von 400 ul Solution D (4 M Guanidinium Thiozyanat; 25 mM Na-
Acetat, pH 7; 0,5% N Lauryl Sarcosyl; 0,1% 2- Mercaptoethanol) zu jeder
einzelnen Probe sollte einen Abbau von RNA durch Inhibition der Ribonuklease
durch das 4- molar Guanidinium verhindern. Zur Herstellung der Solution D
wurde stets mit Diethyl Pyrocarbonat (DEPC)- vorbehandeltes Wasser
verwendet. DEPC ist ebenfalls ein Ribonukleaseinhibitor. Dadurch wurde eine
Inaktivierung der moglicherweise im Wasser enthaltenen RNasen bewirkt.

Die Proben wurden zu Beginn der RNA- Isolierung langsam auf Eis aufgetaut,
um eine Degradierung der RNA zu minimieren. Nach dem Auftauen wurden die
Proben jeweils dreimal in flussigem NH, schockgefroren und wieder aufgetaut,
um die Zellmembranen aufzubrechen. Schliellich wurde zu jeder Probe
nacheinander 40 ul 2 M Na- Acetat, 400 ul wassergesattigtes Phenol (pH 4,5)
und 80 ul Chloroform/ Isoamylalkohol (25:1) zugegeben.

Dieses Gemisch wurde anschlieBend gevortexed, zentrifugiert und fur 15
Minuten auf Eis inkubiert.

Anschlie®end wurden die ReaktionsgefalRe fur 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde der die RNA enthaltende Uberstand vorsichtig
abpippetiert und in ein zweites Reaktionsgefal® tberflihrt. Die RNA- Ausbeute
wurde durch Zugabe von 100 pyl dH,O zur Phenolphase in das erste
Reaktionsgefall und ein erneutes Vortexen und Zentrifugieren gesteigert. Die
wassrige Oberphase wurde nun erneut abpippetiert und ebenfalls in das zweite
Reaktionsgefal® Uberfihrt. Die phenolhaltige Unterphase des ersten
Reaktionsgefalles konnte jetzt verworfen werden. Zur Fallung der gesamtRNA
wurde nun in das zweite Reaktionsgefald Isopropanol zugegeben. Dieser Inhalt
wurde dann durch Umkippen der Reaktionsgefalte gemischt und anschliel3end
fur mindestens zwei Stunden bei - 20°C inkubiert. Eine Fallung entsteht unter

diesen Bedingungen, da das Isopropanol nicht gefrieren kann und die in den
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Reaktionsgefalen enthaltene RNA deshalb ausfallt.

Nach zehn bis 30-mindtigem Zentrifugieren bei 4°C konnte der
Isopropanoltuberstand vorsichtig abgegossen werden. Zur Reinigung der
entstandenen RNA- Pellets wurden diese in 180 pl eisgekuhltem 75
prozentigem H,O- DEPC- gesattigtem Ethanol geschwenkt und fur finf Minuten
bei 4°C rezentrifugiert.

Danach wurde der EthanolUberstand vorsichtig abgeschuttet, und die Pellets
wurden fur funf bis zehn Minuten in einer Vakuumpumpe getrocknet. Die Pellets
wurden schlie3lich in 30 pl H,O- DEPC resuspendiert, indem das DEPC-
Wasser in die Pipette mehrmals aufgezogen und mit dem RNA- Pellet griindlich
vermischt wurde.

Im Anschluss an dieses Vorgehen wurden die Reaktionsgefale gevortexed,
zentrifugiert und bis zur cDNA- Synthese auf Eis gelagert.

Zuvor wurde die RNA- Konzentration in einem Photometer bei 260 nm
gemessen, um spater die gewlnschte Menge an gesamtRNA in die cDNA-

Synthese einsetzen zu konnen.

2.2.2 Auswahl der PCR- Primer

Zur |dentifizierung der eventuell im Knochenmarksaspirat vorhandenen
disseminierten  Tumorzellen wurden vier Markergene  ausgewahlt:
Mammaglobin, Maspin, Carcinoembryonales Antigen und Zytokeratin 20. Die
PCR- Primer zur Amplifikation dieser Gene wurden anhand von aktuellen
Veroffentlichungen ausgewahlt, wie z.B. Mammaglobin, das einen guten Marker
fur den Nachweis von Mikrometastasen in axillaren Lymphknoten darstellen soll
[49, 89].

Die Qualitat der extrahierten RNA wurde durch Amplifikation der sogenannten
housekeeping- Gene beta- 2- Mikroglobulin (B-2-MG) und Porphobilinogen-
Deaminase (PBGD) Uberprift.

Wichtig bei der Auswahl der Primer war, dass sie entweder ,lIntron-

ubergreifend“ oder in verschiedenen Exonen lokalisiert waren.
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Nur so konnte amplifizierte DNA von amplifizierter cDNA aufgrund der
unterschiedlichen Lange der Amplifikate unterschieden werden. Weiterhin
sollten die Marker fur das untersuchte Mammagewebe spezifisch sein.

Die Primer wurden hergestellt von MWG-Biotech AG, Anzinger Stralde 7,
Ebersberg, Deutschland.

Maspin gehort zur Familie der Serine. Dies sind Proteinase- Inhibitoren, zu
denen auch die Plasminogen- Aktivator- Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 sowie das
alpha- 1- Antitrypsin gehoren [40]. Proteinasen und Proteinase- Inhibitoren
spielen eine bedeutende Rolle bei der Tumorinvasion und der Metastasierung
[40]. Proteinasen bauen die extrazellulare Matrix ab, wahrend ihre Inhibitoren
den gegenteiligen Prozess bewaltigen. Die oben genannten Formen von
Proteinasen wurden im Zusammenhang mit Brustkrebs und anderen malignen
Tumoren bereits erforscht [19, 25, 65].

Das Maspin- Gen wurde urspringlich aus normalem Brustdrisengewebe
isoliert [95]. Es befindet sich auf Chromosom 18921.3- 23 und besitzt
Tumorsuppressoraktivitat [39]. Damit liegt es in der selben Region wie das
Plasminogen- Aktivator- Inhibitor- Gen 2, die Tumorsuppressorgene DCC
(deleted in colorectal cancer) [70], die squamous cell carcinoma Antigene
SCCA- 1 und 2 [73] und das Bcl- 2- Gen, das bei bestimmten Non- Hodgkin-
Lymphomen verandert ist [35].

Fir Maspin wurde ein hemmender Effekt auf die Angiogenese, die
Tumorinvasion und die Metastasierung beschrieben. Die Aktivitat von Maspin
soll in Karzinomzellen im Vergleich zu normalem Mammagewebe
herunterreguliert, aber nicht gestoppt sein. Sie soll aber mit steigender
Tumorprogression weiter abfallen [40]. Auch eine Karzinomentwicklung werde
dadurch begunstigt [95]. Diese Veroffentlichungen machte Maspin zu einem
interessanten diagnostischen und prognostischen Marker, weshalb wir ihn in die
Studie mit aufnahmen.

Das humane Mammaglobin (hMAM) gehoért zur Familie der epithelialen

Sekretproteine, die auch Proteine wie das Steroid- bindende Protein der
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Prostata (Prostatein) Subunit C3 (rPSC3) der Ratte [63], das menschliche
Clara- Zell 10- Kilodalton- Protein (CC10) [47] und das Uteroglobin des
Kaninchens (rUG) [46] beinhaltet [87]. Es ist auf dem Chromosom 11q12.3-
13.1 lokalisiert und kodiert hier fur ein Glykoprotein [89].

Die Aminosauresequenz des humanen Mammaglobins (hMAM) zeigt homologe
Strukturen zur Uteroglobin- Familie. Die Expression des hMAM soll auf
ausgereiftes Brustdriusengewebe, sowie auf Mammmakarzinom- Zelllinien
beschrankt sein [87]. Mammaglobin sei jedoch im Vergleich zu nicht maligne
verandertem Mammagewebe in primdaren Mammakarzinomen haufig
uberexprimiert [88]. Diese brustspezifische Expression dieses Sekretproteins
und vor allem die Uberexpression in primdren Mammatumoren macht
Mammaglobin zu einem interessanten Marker im Zusammenhang mit dem
Management des Mammakarzinoms [87].

Das Zytokeratin 20 ist eines von mehr als 20 bekannten Isotypen von
Intermediar- Filament- Proteinen. Diese Intermediar- Filament- Proteine werden
von gesundem und malignem Mammagewebe exprimiert, aullerdem noch von
anderen epithelialen Zellen und sich davon ableitenden Malignomen [57].
Maligne Zellen behalten die Intermediar- Filamente ihrer Vorlaufer- Zellen bei.
Deshalb wurden die Zytokeratine verwendet, um neoplastische Zellen mit
epithelialem Ursprung nachweisen zu kdnnen [12].

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA) gehdrt der Gruppe der onkofetalen
Tumorantigene an. Es stellt ein von normalerweise embryonalen Zellen
synthetisiertes und sezerniertes Glykoprotein dar.

Das CEA ist ein in der Inneren Medizin, aber auch in der Chirurgie oftmals
eingesetzter, jedoch nicht spezifischer Tumormarker. Er soll in 40 bis 70% der
Falle bei Karzinomen des Kolons, des Magen, des Pankreas und eben auch der
Mamma wahrend der Tumorentstehung und - progression erhoht sein [24].

CEA wird von der Mehrheit der Mammakarzinome exprimiert [49].
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2.2.3 cDNA- Synthese

Die extrahierte gesamtRNA jeder einzelnen Probe wurde entweder umgehend
zur cDNA- Synthese weiter verwendet oder sofort bei - 80°C eingefroren, um
eine Degradation der RNA zu verhindern. Ca. 1500 ng dieser gesamtRNA
wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul einer Reversen- Transkriptase-
Reaktion zugeflhrt. In dieser Reaktion wird komplementar zum vorhandenen
RNA- Einzelstrang ein DNA- Doppelstrang gebildet. Dazu ist die Zugabe des
notigen Ausgangsmaterials, Nukleinsaurebasen, des prozessierenden Enzyms
Reverse Transkriptase, eines reversen Primers zur Eingrenzung des zu
transkribierenden Stiickes und eine entsprechende Pufferung des Gemisches
notwendig. Die Reverse Transkriptase ist eine RNA- abhangige DNA-
Polymerase. Sie synthetisiert unter den gegebenen Bedingungen mit einer als
Einzelstrang vorliegenden RNA als Matrize in 5- 3- Richtung eine
komplementare DNA = copy DNA (cDNA). In dieser RT- Reaktion wurden die
vier ausgesuchten back- Primer in einen Ansatz gegeben, anstatt fur jeden
einzelnen Primer eine RT- Reaktion durchzuflhren. In dieser ,multiplex RT-
Reaktion“ konnte gezeigt werden, dass der zeitliche und materielle Aufwand
reduziert werden kann und ebenso das Risiko der Kontamination. Die
Grundlage bildete ein Ansatz aus 1,5 yl DEPC- H2O und 0,5 pl des jeweiligen
back- Primers. Dieser Mix aus DEPC- H;0O, spezifischen back- Primern und
RNA wurde dann flr zehn Minuten bei 65 °C in einem Warmeblock inkubiert.
Dies bewirkte eine Entfaltung des RNA- Stranges und erleichterte die
Anlagerung an den RNA- Einzelstrang. Die Proben wurden dann sofort auf Eis
gestellt, was das Wiedereinfalten der RNA verhinderte.

Dem Reaktionsprodukt wurden nun 4 pl 5x First-Strand Buffer, 2 pl dNTPs
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) in DEPC- H,O, 1,5 pl
DEPC- H;0 und 0,5 yl aus dem Affen- Myeloblastosis- Virus (AMV) gewonnene
Reverse Transkriptase (AGS, Heidelberg, FRG) zugegeben. Das komplette

Reaktionsgemisch wurde anschlieend bei 41°C fur eine Stunde inkubiert.
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In dieser Zeit konnte sich, prozessiert durch die Reverse Transkriptase, durch
Anlagerung der komplementaren Basen der komplementare Strang ausbilden.
Dann wurden die Reaktionsgefalle zur Beendigung der Reaktion fur funf
Minuten in eine 95 °C heille Warmeplatte gestellt und anschliel’end sofort auf
Eis gekuhlt. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung in der

nachfolgenden PCR bei - 20°C eingefroren.

2.2.4 RT-PCR

Zum Nachweis Karzinomzell- spezifischer Transkripte wurde die cDNA
amplifiziert. Die dafur eingesetzten back- Primer entsprachen denen, die bereits
fur die cDNA- Synthese verwendet wurden. Jede Patientenprobe wurde mit vier
Primerpaaren in getrennten Reaktionen untersucht.

Die Amplifikate mussten eine bestimmte Lange aufweisen, damit fur die
anschlieBende nested- RT- PCR ausreichend Bindungsstellen vorhanden
waren und insbesondere die zu identifizierenden Splicestellen sicher
eingeschlossen waren.

In die RT- PCR wurden 2 yl cDNA (dies entspricht 150 ng) eingesetzt.

Der Reaktionsansatz setzte sich zusammen aus 10 x Puffer (10 mM Tris- HCI,
pH 8,3, 50 mM KCI, 50 mM MgCl), 10 pM dNTP-Mix (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland), je 15 pM PCR- Primer und 1 U thermostabiler
DNA- Polymerase (AmpliTaq Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland).

Das Reaktionsvolumen betrug 50 pl. SchlieRlich wurde mit diesem Ansatz eine
PCR durchgefuhrt. Es wurde eine PCR- Reaktion mit 40 Amplifikationszyklen
ausgewahlt. Das ausgewahlte PCR- Programm bestand wie bei allen PCR-
Laufen aus einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem
Elongationsschritt. Am Anfang stand die Denaturierung der DNA bei 94°C.

In diesem Abschnitt der PCR trennen sich beide Strange der Template- DNA.
AnschlieRend wurde die Temperatur auf 56°C gesenkt, so dass die
Hybridisierung der im Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer an die

einzelstrangige Template- DNA stattfinden konnte.
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Danach wurde die Temperatur auf 72°C erhdht, was genau dem
Temperaturoptimum der verwendeten Tag- Polymerase zur Erzeugung der
Komplementarstrange entsprach. Der Primer wurde in diesem Schritt
verlangert, bis wieder eine doppelstrangige DNA vorlag, die der urspringlichen
Template- DNA exakt glich.

Im Anschluss an die PCR- Zyklen wurden die Reaktionsgefale im PCR- Gerat
auf 4°C heruntergekuhlt und dann bei dieser Temperatur gehalten bis die

Proben weiter verwendet wurden.

2.2.5 Nested- RT- PCR

Nach der ersten PCR wurden nun 2 pl dieses Produktes in eine nested- RT-
PCR eingesetzt. Mit Hilfe ausgewahlter nested- Primer wurde in dieser
Reaktion ein kleinerer DNA- Abschnitt innerhalb des ausgesuchten
Genabschnitts amplifiziert.

Durch diesen Vorgang erhéht sich die Sensitivitit um den Faktor 10% bis 10°, da
zwei PCRs durchgeflihrt werden. Ebenso erhdht sich die Spezifitat, da hier vier
Primer spezifisch binden mussen und die nested Primer nur ein sehr kleines
Template daflr haben.

Ein Mix aus dH,0O, 10 x Buffer + 50 mM MgCl, 10 pM dNTPs, 15 pM des
forward Primers, 15 pM des backward- Primers und 1 U Taqg- Gold (AmpliTag®
Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland) dienten auch hier wiederum als
Reaktionsgrundlage. ~ Auch  hier wurden 40 Zyklen bei 56°C

Annealingtemperatur durchlaufen.

2.2.6 Gelelektrophorese
Die PCR- Produkte wurden schlieBlich mit Hilfe der Gelelektrophorese

ausgewertet. Dazu wurden zweiprozentige Agarosegele hergestellt.
Das Agarosepulver (SeaKem Agarose ME Biozym, Hessisch Oldendorf,
Deutschland) wurde in 1 x TBE (10,8 g/l Tris Base, 5,5 g/l Borsaure, 0,74 g/l
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Na; EDTA) durch Erhitzen der Mischung gelést und schlieRlich heil3 in die
entsprechenden Gelkammern mit Kadmmen eingeflllt. Zur Darstellung der
Banden unter UV- Licht musste dem Agarosegel zuvor 10 pl Ethidiumbromid
pro 100 ml Gel beigefugt werden. Die Gele wurden im Anschluss daran fur ca.
eine halbe Stunde zum Auspolymerisieren stehen gelassen. Nach dieser Zeit
wurden die Gele in die Elektrophoresekammern eingesetzt. Als Laufpuffer
wurde 1 x TBE verwendet. In die im Gel vorhandenen Taschen konnte nun das
PCR- Produkt in einem Volumen von 10 pl zusammen mit 2 ul eines 2 x -
Loading buffers (6 x Loading buffer, 87 prozentiges Glycerin, dH,O, 1:1:1)
pipettiert werden. Es folgte die elektrophoretische Auftrennung. Um eine
anschliellende Auswertung der Lange der PCR- Produkte zu ermdglichen,
wurde beidseits der Patientenproben ein Langenstandard (Hae I1I verdaute ®X-
DNA, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) aufgetragen, der

jeweils als rechte und linke Begrenzung im Gel erschien.

2.2.7 Fotografieren der Gele

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele zur Sichtbarmachung der
Amplifikationsprodukte schlieBlich unter UV- Licht fotografiet und somit
dokumentiert.

Anhand der Bilder konnte nun eine Auswertung und eine Zuordnung der

Spliceprodukte erfolgen.

2.2.8 Aufreinigung

Zur Aufreinigung der PCR- Produkte wurden die restlichen 40 yl des PCR-
Produktes wie unter 2.2.6 beschrieben auf ein zweiprozentiges Agarosegel
aufgetragen und schlielich elektrophoretisch aufgetrennt. Hier wurde jedoch im
Gegensatz zu den sonst verwendeten TBE- Gelen ein TAE- Gel bendtigt.
Dieses unterscheidet sich dadurch, dass hier anstatt der Borsaure ein Acetat

als Puffer dient.

27



Unter UV- Licht wurden dann die spezifischen Amplifikationsprodukte mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten und die Amplifikate konnten nun mit dem
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN®, Hilden, Deutschland) aus der
Agarose extrahiert werden.

Dazu wurde zuerst das ausgeschnittene Agarosestick in ein vorher gewogenes
steriles 2 ml Reaktionsgefall gegeben. Dieses Reaktionsgefald wurde wieder
gewogen, um das Gewicht des Gelstuckes zu ermitteln. Entsprechend dieser
Differenz wurde das dreifache Volumen in yl an QIAgen- Buffer hinzu gegeben.
Das Reaktionsgefald wurde anschlieRend fur zehn Minuten bei 50°C inkubiert,
um die Agarose zu verflussigen. Durch einen Farbindikator konnte der pH- Wert
des Reaktionsgemisches kontrolliert werden.

Wenn der gewulnschte pH- Wert von 7,5 nicht vorlag, musste dieser durch
Zugabe von 3 M Natrium- Acetat (pH 5,0) noch angeglichen werden.

SchlieRlich wurde in den flissigen Reaktionsgefalinhalt ein Gel- Volumen
Isopropanol hinzugegeben und kurz gevortext. Der gesamte Inhalt des
ReaktionsgefalRes wurde dann auf die Saule pipettiert. Das Maximum an
Saulenkapazitat betrug 800 ul. Das Reaktionsgefal® wurde nun fur eine Minute
bei 13000 rpm zentrifugiert.

Im Anschluss daran wurde das Reaktionsgefal® mit dem abzentrifugierten
Agarosegel verworfen. Die DNA enthaltende Saule wurde in ein neues steriles
Reaktionsgefall gestellt. Danach wurden 500 ul des QIAgen- Buffers in das
Reaktionsgefall gegeben, und es wurde nochmals zentrifugiert. Dadurch wurde
ein vollstandiges Herauslosen der Agarose aus der Saule erreicht.

Um nun die DNA aus der Saule auszuwaschen, wurden 750 ul Buffer PE auf
die Saule pipettiert und  zentrifugiert. Der abzentrifugierte Rest wurde
verworfen, und es wurde noch einmal zentrifugiert. Jetzt wurde das
Reaktionsgefall verworfen und die Saule in ein steriles 1,5 ml Gefal} tberfuhrt.
Zum Eluieren wurden dann 30 pl ddH,O oder EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5)
zugegeben und ca. funf Minuten gewartet. In dieser Zeit konnte sich die DNA
an das Wasser binden und somit besser aus der Saule ausgeschleust werden.

Im Anschluss daran wurde wieder zentrifugiert.
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Zur Qualitatskontrolle der DNA wurden schlieBlich circa 7 ul der eluierten DNA
auf ein zweiprozentiges TBE- Gel aufgetragen und wiederum in einer
Elektrophorese aufgetrennt.

Nach dem Fotografieren konnten nun die Basenpaarlangen und das erhaltene
Produkt verglichen werden. Bei Ubereinstimmung der Ergebnisse konnte der

Rest der DNA dann schliel3lich sequenziert werden.

2.2.9 Sequenzierung

Die extrahierten Amplifikationsprodukte wurden zur Sequenzierung mit einem
Big Dye Terminator Kit (ABI, Weiterstadt, Deutschland) und dem jeweiligen
back- Primer der ersten PCR in einer Konzentration von 5 pmol amplifiziert.

Die Auftrennung und Analyse erfolgte in einem Harnstoff- Polyacryl-
Sequenziergel in einem Laser- Fluoreszenz- DNA- Sequenzer (ABI,
Weiterstadt, Deutschland).
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3. Ergebnisse

3.1 Housekeeping-Gen- Primer

Die housekeeping- Gen- Primer beta- 2- Mikroglobulin (B-2-MG) und
Porphobilinogen- Deaminase (PBGD) dienten  der  wiederholten
Qualitatssicherung der verwendeten RNA beziehungsweise cDNA. Nur die
Knochenmarksaspirate, die in den housekeeping- Gen- Primern ein
Amplifikationsprodukt aufwiesen, wurden in die Arbeit aufgenommen.

Die Tabellen 7 und 8 zeigen die Basensequenzen dieser Primer.

Fiar die RT- PCR und die zweifache Amplifikation wurden jeweils die gleichen

Primer- Paare verwendet.

3.1.1 beta- 2- Mikroglobulin

PRIMER SEQUENZ

B-2- MG SE 5-AGC GTACTC CAAAGATTCAGG TT-3°

B-2- MG AS 5-ATG ATG CTG CTT ACATGT CTC GAT-3°

Tabelle 7: Basensequenzen der housekeeping- Gen- Primer beta-2-
Mikrogobulin 3-2-MG 2 SE (sense) und -2-MG AS (antisense)

Der Marker beta- 2- Mikroglobulin wurde wie die anderen Marker zuerst an
sechs verschiedenen tumorfreien Lymphknoten von Patienten mit malignen
Melanomen aus der Universitats- Hautklinik Tdbingen untersucht. Hier musste
bei allen Proben ein Amplifikationsprodukt nachweisbar sein. Dies war bei allen

Lymphknoten der Fall, wie in Abbildung 1 zu sehen ist:
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12 345 6MCntc 12 3 45 6MCntc

beta-2-MG

Abbildung 1: 1-6, tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit malignen
Melanomen; MC, Mammakarzinom; ntc, no template control
(306 bp)

Auf der linken Halfte der Abbildung 1 ist die RT- PCR zu sehen. Hier war noch
nicht bei allen Proben eine Bande sichtbar. Nach zweifacher Amplifikation mit
denselben Primerpaaren wiesen aber schliellich alle Lymphknoten ein
Amplifikationsprodukt mit der Lange von 306 Basenpaaren auf (rechte Halfte
der Abbildung 1).

Diese sechs Lymphknoten wurden auch flr das andere housekeeping- Gen-
Primer- Paar PBGD se/ pbgd 3.1 R und die zu untersuchenden Marker Maspin,

Mammaglobin, Carcinoembryonales Antigen und Zytokeratin 20 verwendet.
Abbildung 2 zeigt die Austestung der Primer flr das housekeeping- Gen beta-

2- Mikroglobulin zusatzlich zu einem Lymphknoten an zwei Mammakarzinomen

aus der Universitats- Frauenklinik und an genomischer DNA:
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MC1 MC2 Lyk ntc  DNA

Abbildung 2: Primeraustestung an zwei Mammakarzinomen (MC1 und 2,
cDNA), einem Lymphknoten (Lyk, cDNA) und an genomischer
DNA; ntc, no template control (306 bp)

Man sieht hier deutlich die unterschiedliche Hohe der Produkte von cDNA (306
Basenpaare) und DNA (933 Basenpaare ) nach Amplifikation.

In Abbildung 3 sind 15 der 80 Knochenmarksaspirate nach Amplifikation mit
den beta- 2- Mikroglobulin- Primern dargestellt.

Es wurden immer dieselben 15 Knochenmarksaspirate fur die Bilddarstellung

der Ergebnisse der untersuchten Marker verwendet.
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123 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 ntc

Abbildung 3: 1-15, Knochenmarksaspirate nach beta- 2- MG- Amplifikation; ntc,
no template control (306 bp)

Alle untersuchten Knochenmarksaspirate zeigen eine Bande bei 306

Basenpaaren.

3.1.2. Porphobilinogen- Deaminase

PRIMER SEQUENZ
PBGD se 5-AGA GTG ATT CGC GTG GGT ACC- 3’
pbgd 3.1 R 5-GGC TCC GAT GGT GAA GCC- 3’

Tabelle 8: Basensequenzen der housekeeping- Gen- Primer PBGD se (sense)
und pbgd 3.1 R (reverse = antisense)
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Auch dieser Marker wurde an den sechs ausgewahlten Lymphknoten der
Melanom- Patienten getestet und zeigte ebenfalls gute Ergebnisse.

Alle Lymphknoten wiesen spatestens nach der zweifachen Amplifikation mit
denselben Primerpaaren (rechte Halfte der Abbildung 4) eine Bande auf der

Hoéhe von 281 Basenpaaren auf (Abbildung 4).

123456 MCntc 1 2 3 4 5 6 MC ntc

Abbildung 4: 1-6, tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit malignen
Melanomen; MC, Mammakarzinom ; ntc, no template control
(281 bp)

Auch bei diesem Primer wurde die DNA mit untersucht.
Hier ist die unterschiedliche Hohe der cDNA- und der DNA- Bande deutlich zu
erkennen (Abbildung 5).
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MC1 MC2 Lyk ntc DNA

Abbildung 5: Primeraustestung an zwei Mammakarzinomen (MC1 und 2,
cDNA), einem Lymphknoten (Lyk, cDNA) und an genomischer
DNA; ntc, no template control (281 bp)

Das Amplifikationsprodukt der cDNA betragt 281 Basenpaare. Das der DNA
dagegen befindet sich auf der Hohe von uber 1353 Basenpaaren.

Die 15 Knochenmarksaspirate waren ebenfalls alle positiv fir den Marker
PBGD (Abbildung 6).
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12 3 4 5 67 89 10 11 12 13 14 15 ntc

Abbildung 6: 1-15, Knochenmarksaspirate nach PBGD- Amplifikation; ntc, no
template control (281 bp)

3.2 Maspin

Tabelle 9 zeigt die Basensequenzen der aus der Literatur [38] ausgewahlten

und in der Arbeit verwendeten Primer fiir die RT- PCR und die nested- RT-

PCR.
PCR PRIMER |SEQUENZ
RT-PCR Maspin 1F |5’- TCA AGC GGC TCT ACG TAG AC- 3
Maspin 1B |5’- CCT CCA CAT CCT TGG GTA GT- 3’
nested- RT- | Maspin 2F |5’- GAT CTC ACA GAT GGC CAC TT- 3’
PCR
Maspin 2B |5’- GCA CTG GTT TGG TGT CTG TC- 3’

Tabelle 9: Basensequenz Maspin (F= forward primer; B= backward primer)
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Das gesuchte Produkt der Maspin Reversen- Transkriptase (RT)- Polymerase-
Ketten- Reaktion mit den RT- PCR- Primern Maspin 1F/ 1B hat eine Lange von
447 Basenpaaren. Das Produkt der nested- RT- PCR betragt 175 Basenpaare.
In einer Verdinnungsreihe konnten Maspin- Transkripte bis zu einer
Verdiinnung von bis zu 10" nachgewiesen werden (Abbildung 7), was im
Rahmen der in der Literatur beschriebenen Daten liegt.

Die erste Stufe entspricht einem RNA- Gehalt von 150 ng.

1 10" 102 10° 10" 10° 10° ntc

Abbildung 7: Verduinnungsreihe Maspin (nested- RT- PCR, 175 bp);
ntc, no template control

Alle zu untersuchenden Primer wurden an den sechs tumorfreien Lymphknoten
der Patienten mit malignen Melanomen untersucht um auszuschlieen, dass

sie bereits hier ein Amplifikationsprodukt aufweisen.
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Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse von RT- PCR und nested- RT- PCR an den

Lymphknoten der Patienten aus der Universitats- Hautklinik:

1 2 3 4 5 6 MC ntc

MASPIN

Abbildung 8: 1-6, tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit malignen
Melanomen; MC, Mammakarzinom; ntc, no template control
(nested- RT- PCR, 175 bp)

In Abbildung 8 kommt die Bande des untersuchten Mammakarzinoms nach
nested- RT- PCR bei 175 Basenpaaren zur Darstellung.

Alle sechs getesteten Lymphknoten wiesen kein Amplifikationsprodukt fur
Maspin auf. Dies war die Voraussetzung daflr, dass dieser Marker fur die
Arbeit ausgewahlt wurde.

Danach wurden die Maspin- Primer zur Amplifikation von cDNA an

Mammakarzinom- Gewebe eingesetzt.

Abbildung 9 zeigt die Resultate der nested- RT- PCR mit den zugehorigen
Maspin- Primern an zwei verschiedenen Mammakarzinom- Proben, an einem

Lymphknoten sowie an genomischer DNA:
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MC1 MC2  Lyk ntc DNA

Abbildung 9: Primeraustestung an zwei Mammakarzinomen (MC1 und 2,
cDNA), einem Lymphknoten (Lyk, cDNA) und an genomischer
DNA; ntc, no template control (nested- RT- PCR, 175 bp)

Hier konnte in den untersuchten Mammakarzinom- Proben fur Maspin cDNA ein
spezifisches Produkt von 175 Basenpaaren nachgewiesen werden. Der
getestete Lymphknoten war negativ. Fur die genomische DNA war mit den
ausgewahlten Primerpaaren kein Amplifikationsprodukt entstanden. Die Primer
waren so gewahlt, dass ihre Basensequenzen Intron- Ubergreifend waren. So

konnte fur die genomische DNA kein Amplifikationsprodukt entstehen.
In den von uns untersuchten 80 Knochenmarksaspiraten konnten in 24 Fallen

(30%) Maspin mRNA nachgewiesen werden. Abbildung 10 zeigt die Anzahl der

Maspin- mRNA positiven Falle, eingeteilt nach Tumorstadien:
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pTis pTimic pTia pTib pTic pT2 pT3 pT4

O Positive Maspin B Gesamtzahl

Abbildung 10: Anzahl positiver Proben Maspin

Tabelle 10 zeigt die Anzahl der positiven Falle fur Maspin- mRNA fur die

einzelnen Tumorstadien getrennt aufgelistet:
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Tumorstadium | Positive Maspin | Gesamtzahl %
pTis 3 5 60
pT1mic 0 1 0
pT1a 1 4 25
pT1b 5 23 21,7
pTic 6 20 30
pT2 9 17 52,9
pT3 1 10 10
pT4 0 3 0

Tabelle 10: Anzahl positiver Proben Maspin

Abbildung 11 zeigt eine Auswahl der positiven Knochenmarksaspirate nach

einer nested- RT- PCR:

1 2 3 456 7 8 910 1112131415 ntc

MASPIN

Abbildung 11: 1-15, Knochenmarksaspirate nach Maspin- Amplifikation; ntc, no

template control (nested- RT- PCR, 175 bp)
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3.3 Humanes Mammaglobin

In Tabelle 11 sind die Basensequenzen der verwendeten Mammaglobin- Primer

fur die RT-PCR und die nested- RT- PCR aufgefihrt:

PCR PRIMER SEQUENZ
RT-PCR MaGlo 1F* |5’-CAG CGG CTT CCT TGA TCC TTG- 3’
MaGlo 1B* |5’- ATA AGA AAG AGA AGG TGT GG- 3’
nested- RT- |MaGlo 2F* |5’-TGA ACACCG ACAGCAGCAG-3
PCR
MaGlo 2B’ |5’-TCC GTAGTT GGT TTC TCA CC-3’

Tabelle 11: Basensequenzen Mammaglobin (F= forward primer, B= backward

primer)

Das gesuchte Produkt der Mammaglobin- RT- PCR betragt 429 Basenpaare,

das der nested- RT- PCR 301 Basenpaare.

Abbildung 12 zeigt die Verdinnungsreihe von Mammaglobin:
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1 10" 102 102 10* 10° 10° ntc

Mammaglobin

Abbildung 12: Verdlinnungsreihe Mammaglobin (nested- RT- PCR, 301 bp);
ntc, no template control

Der Marker Mammaglobin konnte bis zu einer Verdiinnung von 10™
nachgewiesen werden. Dies stellt die beste Nachweisgrenze aller untersuchten

Marker dieser Arbeit dar.
Wie bei den anderen untersuchten Genen wurden auch die Mammaglobin-

Primer zuerst an cDNA aus Lymphknotengewebe der Melanom- Patienten

getestet.
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Hierzu Abbildung 13:

1 2 3 4 5 6 MC ntc

Mammaglobin

Abbildung 13: 1-6, tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit malignen
Melanomen; MC, Mammakarzinom; ntc, no template control
(nested- RT- PCR, 301bp)

Hier kommt nur das getestete Mammakarzinom zur Darstellung. Die sechs

untersuchten Lymphknoten sind alle negativ.

Danach wurden die Mammaglobin- Primer an cDNA aus Mammakarzinom-

Gewebe und an genomischer DNA getestet, wie in Abbildung 14 gezeigt:
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MC1 MC2 Lyk ntc DNA

Mammaglobin

Abbildung 14: Primeraustestung an zwei Mammakarzinomen (MC1 und 2,
cDNA), einem Lymphknoten (Lyk, cDNA) und an genomischer
DNA; ntc, no template control (nested- RT- PCR, 301 bp)

Die beiden Mammakarzinome zeigen nach nested- RT- PCR jeweils ein
Amplifikationsprodukt mit der Lange von 301 Basenpaaren. Der Lymphknoten
ist negativ. Die genomische DNA konnte mit diesen Primer- Paaren ebenfalls

nicht nachgewiesen werden.

Von den 80 untersuchten Patientinnen konnte nur in 2 Fallen (2,5%) ein
Mammaglobin- Transkript nachgewiesen werden. Ein Fall war ein
Mammakarzinom im Stadium pT1b, der andere Fall war ein T4- Tumor
(Abbildung 15).
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O Positive Mammaglobin B Gesamtzahl

Abbildung 15: Anzahl positiver Proben Mammaglobin
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12345 6 7 8 910 1112 13 1415 ntc

Mammaglobin

Abbildung 16: 1-15, Knochenmarksaspirate nach Mammaglobin- Amplifikation;
ntc, no template control (nested- RT- PCR, 301 bp)

Auffallig war jedoch die Tatsache, dass diese beiden Patientinnen zwei und vier
Jahre nach der Primardiagnose Rezidive in Milz, Nebenniere, Leber,
Lymphknoten, Knochenmark und Gehirn erlitten. Beide Patientinnen wiesen bei
Primardiagnose bereits Knochenmetastasen auf. Eine der Patientinnen litt

zusatzlich an einer Peritonealkarzinose.
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In Abbildung 17 ist die Lokalisation der Metastasen nochmals dargestellit:

2,5

1,5

0,5

O Metastasen B Gesamtzahl

Abbildung 17: Lokalisation der Rezidive
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3.4 Zytokeratin 20

Tabelle 12 zeigt die aus der Literatur ausgewahlten Basensequenzen der
verwendeten Zytokeratin 20- Primer fur die RT- PCR und die nested- RT- PCR:

GEN PRIMER |SEQUENZ

RT-PCR CK201F |5-CCC ATC TCA GCATGA AAG AGTCT-3

CK201B |5-ACGACCTTGCCATCCACTACT-3

nested- RT-|CK202F |5-AGG AGA CCAAGGCCCGTTAC-3
PCR
CK202B |5- TGC TTA ACT GAT ATT CTG TAG TTT
TTA CGT-3’

Tabelle 12: Basensequenzen CK20 (F= forward primer, B= backward Primer)

Das gesuchte Produkt der RT- PCR betragt 334 Basenpaare, das der nested-
RT- PCR 220 Basenpaare.

Die sechs getesteten Lymphknoten aus der Universitats- Hautklinik wiesen fur
die verwendeten Zytokeratin 20- Primer kein Amplifikationsprodukt auf.

Positiv war nur das getestete Mammakarzinom.

Abbildung 18 zeigt die Verdiinnungsreihe von CK20:
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110" 102 102 10* 10° 10° ntc

Abbildung 18: Verdunnungsreihe CK20 (nested- RT- PCR, 220 bp); ntc, no
template control

1 2 3 4 &5 6 MC ntc

Abbildung 19: 1-6, tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit malignen
Melanomen; MC, Mammakarzinom; ntc, no template control
(nested- RT- PCR, 220 bp)
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Es waren wiederum alle Lymphknoten negativ. Nur das getestete

Mammakarzinom zeigte ein Amplifikationsprodukt (Abbildung 19).

Die Austestung an genomischer DNA brachte mit den verwendeten Primern
kein positives Ergebnis (Abbildung 20). Es wurden weit Intron- Gbergreifende

Primer verwendet.

MC1  MC2 Lyk ntc DNA

Abbildung 20: Primeraustestung an zwei Mammakarzinomen (MC1 und 2,
cDNA), einem Lymphknoten (Lyk, cDNA) und an genomischer
DNA; ntc, no template control (nested- RT- PCR, 220 bp)

Von den getesteten 80 Knochenmarksaspiraten waren 35 (43,8%) positiv fur
CK20. Die meisten davon betrafen das Tumorstadium pT1c und pT2, wie in der

zugehorigen Abbildung 21 zu sehen ist.
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In Tabelle 13 ist die Anzahl der positiven Knochenmarksaspirate flr jedes

Tumorstadium einzeln aufgefihrt.

25—

20

15

10

pTis pT1mic pT1a pT1b pTic pT2 pT3 pT4

O Positive CK 20 B Gesamtzahl

Abbildung 21: Anzahl positiver Proben CK20
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Tumorstadium | Positive CK20 | Gesamtzahl %
pTis 3 5 60
pT1mic 0 1 0
pT1a 3 4 75
pT1b 7 23 30,4
pTic 10 20 50
pT2 10 17 58,8
pT3 2 10 20
pT4 1 3 33,3

Tabelle 13: Anzahl positiver Proben CK20

1234 5 6 7 8 910 11 12 13 1415 ntc

Abbildung 22: 1-15, Knochenmarksaspirate nach CK20- Amplifikation; ntc, no
template control (nested- RT- PCR, 220 bp)
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3.6 Carcinoembryonales Antigen

In Tabelle 14 sind die Basensequenzen der CEA- Primer dargestellt:

PCR PRIMER | SEQUENZ

RT-PCR CEA1F |5-TTC TCC TGG TCT CTC AGC TGG- 3’

CEA1B |5-TGG TCT CGA TCT CTG GTC AGA G- 3’

nested- RT- | CEA2F |5°- ACT GTC GGC ATC ATG ATT GG- 3’

PCR
CEA 2B |5-GAC TGT AGC TGT TGC AAATGC- 3’

Tabelle 14: Basensequenzen Carcinoembryonales Antigen

Die gesuchten PCR- Produkte betragen fur die RT- PCR 215 Basenpaare und

fur die nested- RT- PCR 130 Basenpaare.

Abbildung 23 zeigt die Verdunnungsreihe von CEA:
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1 10" 102 102 10* 10° 10° ntc

Abbildung 23: Verdunnungsreihne CEA (nested- RT- PCR, 130 bp); ntc, no
template control

Dieser Marker konnte ebenfalls mit in die Arbeit aufgenommen werden, weil
auch bei der Austestung der zugehdrigen Primer fur die RT- PCR und die
nested- RT- PCR an den sechs Lymphknoten von Melanom- Patienten keine

Amplifikationsprodukte erschienen.

Die Austestung der Primer an genomischer DNA ergab wie erwartet, dass die
cDNA der Mammakarzinome und die getestete genomische DNA eine

unterschiedliche Hohe aufweisen.

Dies zeigt Abbildung 24:

55



MC1 MC2 Lyk ntc DNA

Abbildung 24: Primeraustestung an zwei Mammakarzinomen (MC1 und 2,
cDNA), einem Lymphknoten (Lyk, cDNA) und an genomischer
DNA; ntc, no template control (nested- RT- PCR, 130 bp)

Von den getesteten 80 Knochenmarksaspiraten waren 71 (88,75%) positiv fur
CEA.

Es waren alle Tumorstadien gleichermal3en betroffen (Abbildung 25 und
Tabelle 15).
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pTis pTimic pT1a pT1b pT1ic pT2 pT3 pT4

O Positive CEA B Gesamtzahl

Abbildung 25: Anzahl positiver Proben CEA
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Tumorstadium | Positive CEA | Gesamtzahl %
pTis 5 5 100
pT1mic 1 1 100
pT1a 4 4 100
pT1b 21 23 91,3
pTic 18 20 90
pT2 14 17 82,3
pT3 8 10 80
pT4 3 3 100

Tabelle 15: Anzahl positiver Proben CEA

Abbildung 26 zeigt eine Auswahl der positiven Knochenmarksaspirate flr CEA:

123 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 ntc

Abbildung 26: 1-15, Knochenmarksaspirate nach CEA- Amplifikation;
template control (nested- RT- PCR, 130 bp)
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In Tabelle 16 sind alle Ergebnisse der untersuchten Knochenmarksaspirate

nochmals zusammengefasst:

Primer Anzahl Positive KMA, n= %
Maspin 24 80 30
Mammaglobin 2 80 2,5
CK20 35 80 44
CEA 71 80 89

Tabelle 16: Zusammenfassung der Ergebnisse; KMA, Knochenmarksaspirate
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4. Diskussion

Patientinnen mit Mammakarzinom, die einer chirurgischen Therapie unterzogen
worden sind und bei denen keine Metastasen in den axillaren Lymphknoten
oder an anderer Stelle nachgewiesen werden konnten, weisen trotzdem eine
Rezidivrate von 30 bis 50 % Uber den Zeitraum von funf bis zehn Jahren auf
[7,8,27,28,33,91].

Nach einer chirurgischen Entfernung des Primartumors kénnen disseminierte
Tumorzellen in der lymphatischen aber auch in der systemischen Zirkulation
fortbestehen. Diese unentdeckten disseminierten Tumorzellen werden fur ein
spateres Rezidiv des Mammakarzinoms verantwortlich gemacht [52].

Bei Patientinnen mit Mammakarzinom ohne Lymphknotenmetastasen wurden
im  Knochenmark nachgewiesene Tumorzellen mit einem schnelleren
Fortschreiten der Erkrankung und einer niedrigeren Uberlebensrate assoziiert
[18, 41].

Die Annahme, dass das Mammakarzinom also teilweise bereits zum
Diagnosezeitpunkt als eine systemische Erkrankung anzusehen ist, legt die
Untersuchung auch anderer Gewebearten als nur des Primartumors und der
axillaren Lymphknoten nahe. Durch diese zusatzlichen Untersuchungen von
Blut oder auch von Knochenmark kann moglicherweise die anschliefend
durchgefuhrte Therapie mitbestimmt und dadurch die Prognose der
Patientinnen unter Umstanden positiv beeinflusst werden.

So wurde die Reverse- Transkriptase- Polymerase- Ketten- Reaktion als eine
Uberaus sensitive Methode fur den Nachweis von Mikrometastasen in den
axillaren Lymphknoten sowie im Blut und Knochenmarksaspirat von Brustkrebs-
Patientinnen eingesetzt [51, 55, 74, 75]. Ghossein und Rosai, 1996
bezeichneten die Polymerase- Kettenreaktion als eine bis zu hundertfach
sensitivere Methode im Vergleich zu anderen konventionellen Techniken, um

zirkulierende Tumorzellen und Mikrometastasen nachzuweisen.
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Auch Sabbatini et al, 2000 beschrieben, dass die Polymerase- Ketten- Reaktion
eine schnelle Methode mit einer zehn bis hundertfach héheren Sensitivitat als
zum Beispiel die routinemallig durchgefuhrten immunologischen Methoden
darstelle.

Die Zytokeratin RT- PCR beispielsweise wurde schon frih angewendet, um
zirkulierende Tumorzellen bei Patientinnen mit Mammakarzinom zu entdecken
[17].

Bis heute ist allerdings kein eindeutig Mammakarzinom- spezifisches
Markergen fir die RT- PCR bekannt, um disseminierte Karzinomzell- mRNA
beispielsweise im Blut von Mammakarzinom- Patientinnen nachzuweisen [82].
Sehr haufig sind in der Literatur Berichte Uber falsch- positive Resultate bei
praktisch allen untersuchten Markergenen zu finden.

So konnten auch im Blut oder im Knochenmark gesunder Probanden mittels
RT- PCR Transkripte verschiedener ,Markergene“ nachgewiesen werden.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, in Anbetracht des Fehlens eines
spezifischen Markers, die aus der Literatur ausgewahlten viel versprechenden
Markergene Maspin, Mammaglobin, Zytokertin 20 und das Carcinoembryonale
Antigen am eigenen Untersuchungsmaterial, namlich Knochenmarksaspiraten
von 80 Patientinnen mit Mammakarzinomen verschiedener Stadien, zu
evaluieren.

Seit der Studie von Luppi et al, 1996 [39] wurde der Marker Maspin immer
wieder an unterschiedlichen Materialien mit der gleichen Fragestellung
untersucht. Ist er spezifisch fir Mammagewebe und den davon abstammenden
Zellen? Oder kann er auch in anderen Geweben, wie zum Beispiel in
Lymphknotengewebe, nachgewiesen werden?

Zou et al, 1994 beschrieben, dass das Genprodukt Maspin von gesundem
Mammaepithel aber nicht von den meisten Mammakarzinom- Zelllinien
exprimiert warde. Analysiere man Proben von Mammakarzinomen, dann ginge
die Maspin- Expression bei weit fortgeschrittenen Karzinomen schlie3lich
verloren. Dies unterstutze die Hypothese, dass Maspin eigentlich ein

Tumorsuppressorgen sei.
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In anderen Studien konnte durch eine RT- PCR jedoch eindeutig eine Maspin-
Expression, auch bei fortgeschrittenen Mammakarzinomen und in der
Mammakarzinom- Zelllinie MCF- 7 nachgewiesen werden [39].

Dies kdonnte man vielleicht teilweise durch die hohe Sensitivitat dieser Methode
erklaren. Hier entsteht jedoch wieder ein Konflikt durch die Tatsache, dass eine
starke Maspin- Expression einen Schutz durch die Funktion als Proteinase-
Inhibitor, der verschiedene Enzyme blockiert, bieten musste und somit in weit
fortgeschrittenen Karzinomen nicht nachweisbar sein sollte.

In unserer Arbeit konnten Maspin- Transkripte in den getesteten
Mammakarzinom- Proben sowie in den untersuchten Knochenmarksaspiraten
nachgewiesen werden.

Einige Autoren berichteten von falsch- positiven Ergebnissen. Sie konnten
Maspin- Transkripte in Lymphknoten und im Blut deren Kontrollgruppe und,
interessanterweise, ebenso im Blut von Patienten mit malignen
hamatologischen Erkrankungen nachweisen [38, 45, 49].

Falsch- positive Ergebnisse waren in den in dieser Arbeit getesteten sechs
tumorfreien Kontroll- Lymphknoten von Melanom- Patienten aus der
Universitats- Hautklinik nicht zu verzeichnen. Maspin- Transkripte wurden in
allen untersuchten Mammakarzinomen und Zelllinien, aber in keinem der sechs
Kontroll- Lymphknoten nachgewiesen. Ebenso konnten Maspin- Transkripte in
24 der 80 (30%) Knochenmarksaspirate gefunden werden.

Luppi et al, 1996 wiesen ebenfalls in allen untersuchten Mammatumoren und
Metastasen Maspin- Transkripte nach. Von den untersuchten 20
Knochenmarksaspiraten von Patientinnen im Tumorstadium T4 waren drei
(15%) in einer Maspin- RT- PCR klar positiv.

Von unseren drei Patientinnen mit T4- Tumoren zeigte jedoch keines der
Knochenmarksaspirate ein Maspin- Amplifikationsprodukt nach nested- RT-
PCR. 18 von 55 (32%) der von uns untersuchten Maspin- positiven
Knochenmarksaspirate stammten von nodal negativen (NO)
Mammakarzinomen. Die restlichen sechs Proben sind Mammakarzinome der
Stadien N1b, N1bi und N1biii.
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Von diesen 24 Maspin- positiv getesteten Knochenmarksaspiraten wies nur
eine Patientin (4%) bei Primardiagnose Fernmetastasen (M1) auf. Diese
Patientin entwickelte schlielBlich weitere Fernmetastasen nach einem und nach
drei Jahren.

Von den 56 Knochenmarksaspiraten der Patientinnen, die Maspin- negativ
waren, zeigten im Verlauf jedoch funf Patientinnen (9%) die Entstehung einer
Fernmetastasierung.

Der Marker Maspin konnte also nur eine der sechs Patientinnen (17%), die eine
Fernmetastasierung entwickelten, identifizieren.

Ballestrero et al, 2001 beschrieben fur Maspin eine Spezifitat von 100%, da alle
Knochenmarksaspirate gesunder Probanden negativ getestet wurden. Maspin
sei demnach ein verlasslicher Marker, um eine eventuelle Metastasierung ins
Knochenmark nachzuweisen.

Da in unserer Studie keine falsch- positiven Ergebnisse in den Kontroll-
Lymphknoten (= Negativkontrollen) zu verzeichnen waren, kann diese Spezifitat
hier ebenfalls angenommen werden.

Aufgrund der doch relativ kleinen Fallzahlen, insbesondere des Tumorstadiums
T4, kann eine genaue Aussage Uber die Sensitivitat dieses Markers vor allem in
diesem Stadium nicht gemacht werden.

Die cDNA des humanen Mammaglobins (hMAM) wurde im Jahre 1996 isoliert
und von Watson und Fleming, 1996 erforscht [82]. Sie konnten Mammaglobin-
Transkripte in gesundem und maligne verandertem Mammagewebe sowie in
Mammakarzinom- Zelllinien nachweisen. In ihrer Studie waren 23% der
Biopsien von Mammakarzinomen Mammaglobin- positiv. Die getesteten
Lymphknoten, die als Negativkontrollen untersucht wurden, zeigten keine
Mammaglobin- Amplifikate.

Zach et al, 1999 untersuchten 114 Proben peripheren Blutes von
Mammakarzinom- Patientinnen in einer RT- PCR und konnten in 29 Fallen
(25%) eine hMAM- mRNA- Expression nachweisen. 38% dieser Patientinnen

wiesen ein bereits metastasiertes Mammakarzinom auf. Allerdings wurden auch
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in zwei von 41 Fallen (5%) bei Patienten mit anderen malignen
Grunderkrankungen hMAM-  Transkripte nachgewiesen. Eine dieser
Patientinnen litt an einem Schilddrisenkarzinom, die andere an einem
Mantelzell- Lymphom. Somit erwies sich der Marker Mammaglobin in ihrer
Studie als deutlich weniger gewebespezifisch als, aufgrund voriger
Literaturangaben, erwartet. Da sich die hMAM- Expression jedoch auf
Krebspatientinnen beschrankte, konnte Mammaglobin zumindest als
malignomspezifisch bezeichnet werden [82].

Suchy et al, 2000 untersuchten Blutproben von 98 Mammakarzinom-
Patientinnen in einer RT- PCR. EIf dieser 98 Proben (11%) waren hMAM
positiv. Insgesamt hatten 23 der 98 Patientinnen (23%) Fernmetastasen,
darunter sechs der elf RT- PCR- positiven Patientinnen. Keine der 21 Proben
gesunder freiwilliger Probanden enthielten hMAM- Transkripte.

In ihrer Studie untersuchten Suchy et al darliber hinaus Zelllinien verschiedener
anderer humaner Karzinome, zum Beispiel der Mamma, des Kolons, der Leber,
der Lunge und der Ovarien. Die starkste mMRNA- Expression wurde dabei in der
Mammakarzinom- Zelllinie EFM-192 gefunden. Eine mRNA- Expression von
Mammaglobin war allerdings auch in Tumor- Zelllinien anderer Organe
nachweisbar. In 21 (Kontroll-) Blutproben gesunder freiwilliger Frauen konnten
dagegen keine hMAM- Transkripte nachgewiesen werden. Mammaglobin war in
dieser Arbeit somit nicht spezifisch fur das Mammakarzinom. Falsch- positive
Ergebnisse traten allerdings nicht auf.

Ooka et al, 2000 und Aihara et al, 1999 untersuchten verschiedene Marker wie
zum Beispiel die Zytokeratine 19 und 20, das Mammaglobin, das Prostata
Spezifische Antigen (PSA) und das Carcinoembryonale Antigen (CEA) im
Zusammenhang mit dem Nachweis von Mikrometastasen in axillaren
Lymphknoten. Sie zeigten, dass der Marker Mammaglobin der sensitivste und
verlasslichste  dieser untersuchten  Marker beim  Nachweis von
Mammakarzinomzellen sei.

Bei Ooka et al, 2001 waren 33 von 111 (30%) Knochenmarksaspiraten von

Mammakarzinom- Patientinnen positiv fur Mammaglobin.
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Acht dieser 33 Patientinnen (24%) erlitten im Verlauf Fernmetastasen. Bei den
ubrigen 78 Patienten mit negativ getesteten Knochenmarksaspiraten traten in
sechs Fallen (8%) im follow- up Fernmetastasen auf.

Auch in unserer Arbeit war Mammaglobin spezifisch fur Mammagewebe. Die
untersuchten tumorfreien Lymphknoten der Melanom- Patienten zeigten keine
hMAM- Amplifikate. Enttduschend waren jedoch die Ergebnisse bei den
untersuchten Knochenmarksaspiraten. Nur in zwei von 80 Proben (2,5%) waren
Mammaglobin- Amplifikate nachweisbar. Diese Patientinnen entwickelten
jedoch beide innerhalb von zwei und vier Jahren nach Primardignose eine
Fernmatastasierung.

Von den 78 hMAM- negativ getesteten Knochenmarksaspiraten entwickelten
vier Patientinnen (5%) Fernmetastasen. Diese vier Patientinnen konnten mit
Hilfe des Markers Mammaglobin somit nicht identifiziert werden.

Das Zytokeratin 20 (CK20) wurde in der Literatur als ein mRNA- Marker fir den
Nachweis von Mikrometastasen vor allem bei Patienten mit gastrointestinalen
Karzinomen beschrieben [12, 32, 79, 80].

Bostick et al, 1998 untersuchten Sentinel- Lymphknoten von Patientinnen mit
Mammakarzinom. In ihrer Arbeit war das Zytokeratin 20 der einzige Marker, der
nicht im Blut, Knochenmark oder Lymphknoten gesunder Probanden
nachgewiesen werden konnte. Ebenso testeten sie verschiedene
Mammakarzinom- Zelllinien. Sie konnten schlie8lich in allen vier untersuchten
Mammakarzinom-  Zelllinien, in sechs von acht (75%) primaren
Mammakarzinomen und in drei von 22 (14%) Sentinel- Lymphknoten CK20-
Transkripte nachweisen. Sie bezeichneten das Zytokeratin 20 daher als einen
geeigneten Marker, um disseminierte Tumorzellen im peripheren Blut bei
Mammakarzinom- Patientinnen nachzuweisen.

Von den in unserer Arbeit getesteten 80 Knochenmarksaspiraten waren 35
(44%) positiv fur Zytokeratin 20. Auch fur diesen Marker waren keine falsch-
positiven Ergebnisse zu verzeichnen. Mit Hilfe des Markers Zytokeratin 20
konnte eine der sechs Patientinnen, die eine Fernmetastasierung entwickelten,

identifiziert werden.
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Die RT- PCR zum Nachweis des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) wurde
erstmals von Gerhard et al, 1994 eingesetzt [24]. Das Carcinoembryonale
Antigen konnte von vornherein nicht als tumorspezifisch fur das
Mammakarzinom bezeichnet werden, da es bei anderen Karzinomen, wie zum
Beispiel dem Kolon-, Magen-, und Pankreaskarzinom bereits einen
Tumormarker darstellt. Gerhard et al, 1997 beschrieben, dass das CEA in 40-
70% dieser Karzinome sowie beim Mammakarzinom exprimiert wurde. Sie
benutzten die Polymerase- Ketten- Reaktion, um spezifische CEA-
exprimierende Tumorzellen im Knochenmark von Patienten mit kolorektalen
Karzinomen, Pankreas- und Magenkarzinom nachzuweisen. Bei Liefers et al,
1998 diente die Expression von CEA- mRNA in Lymphknoten von Patienten mit
kolorektalen Karzinomen als prognostisches Hilfsmittel.

Trotzdem wurde das Carcinoembryonale Antigen immer wieder auch im
Zusammenhang mit Brustkrebs und dem Nachweis von Tumorzellen in
Organismus von Mammakarzinom- Patientinnen untersucht.

Berois et al, 2000 untersuchten die Knochemarksaspirate von 42 Patientinnen
und konnten in zwoIf von 42 Fallen (29%) ein CEA- Transkript nachweisen. Die
CEA- RT- PCR zeigte in ihrer Studie eine gute Korrelation mit einem positiven
Lymphknoten- Status. Aber auch in 17% wurden positive Ergebnisse bei
negativem Lymphknoten- Status nachgewiesen. Berois et al hielten den Marker
CEA und die Methode flir geeignet, um disseminierte Tumorzellen bei
Brustkrebs- Patientinnen nachzuweisen.

Bostick et al, 1998 gestanden diesem Marker keinen diagnostischen Nutzen im
Zusammenhang mit einem Tumorzellnachweis beim Mammakarzinom zu. Sie
berichteten von sechs positiven CEA- Amplifikaten in Blutproben von 13 (46%)
gesunden Personen und von drei CEA- positiven Lymphknoten bei drei
gesunden Personen. Diese falsch- positiven Ergebnisse in Blut und
Lymphknotengewebe gesunder Probanden zeige, dass CEA kein geeigneter

Marker fir diesen Zweck sei.
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Falsch- positive Ergebnisse wurden in unserer Arbeit nicht gefunden, denn
keiner der untersuchten Lymphknoten der Melanom- Patienten aus der
Universitats- Hauklinik zeigte ein CEA- Transkript.

Die Studie von Lopez- Guerrero et al 1999 wies ebenfalls keine falsch-
positiven Ergebnisse auf. Sie untersuchten 84 Blutproben von Patientinnen mit
Mammakarzinom Stadium II-lll. Sie erhielten in 70% der Falle ein CEA-
Transkript. Das Carcinoembyonale Antigen war in ihrer Studie der einzige
spezifische Marker.

Min et al, 1998 konnten in 71% der Mammakarzinome ein CEA- Transkript
nachweisen. Alle getesteten tumorfreien Lymphknoten waren negativ.

71 der untersuchten 80 (89%) Knochenmarksaspirate dieser Studie waren
CEA- positiv. Die positiven Proben waren in allen Tumorstadien vertreten,
sodass die CEA- Expression fur kein Tumorstadium auffallend spezifisch war.
Dasselbe gilt fir den Lymphknotenbefall und den Grad der Metastasierung. Die
sehr hohe Anzahl der positiven Knochenmarksaspirate lasst jedoch Zweifel
aufkommen, ob es sich in allen Fallen tatsachlich um den Nachweis von
disseminierten Mammakarzinom- Zellen handeln kann.

Was die Anzahl der Patientinnen mit Fernmetastasen angeht, so konnten mit
dem Marker CEA vier von sechs Fallen (67%) identifiziert werden.

Mit Hilfe der vier untersuchten Marker Maspin, Mammaglobin, Zytokeratin 20
und Carcinoembryonales Antigen waren in dieser Arbeit keine falsch- positiven
Ergebnisse zu verzeichnen. Wegen der relativ geringen Anzahl an
Negativkontrollen, die durch die sechs tumorfreien Lymphknoten von Melanom-
Patienten aus der Universitats- Hautklinik reprasentiert wurden, sollte die sich
daraus ergebende Spezifitat aller Marker von 100% jedoch kritisch angesehen
werden. Die Tauglichkeit der einzelnen Marker fur den Nachweis disseminierter
Tumorzellen konnte moglicherweise in weiteren Studien noch genauer
untersucht werden.

Winschenswert ware in diesem Zusammenhang jedoch ein langeres follow- up
der untersuchten Patientengruppe, um eine genaue Beurteilung des Verlaufs

der Erkrankung ermdglichen zu kdnnen.
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Die hier angewendete Methode des Nachweises von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmarksaspirat von Patientinnen mit Mammakarzinom
mittels der nested- RT- PCR kann zum jetzigen Zeitpunkt auch durch das doch
relativ kurze follow- up nicht als ausreichend evaluiert angesehen werden, um
sicher Patientinnen mit fortgeschrittenem Tumorleiden zu identifizieren oder gar
prognostische Aussagen Uber ein mdgliches Auftreten von Metastasen oder
Rezidiven zu machen, die eine prophylaktische (Chemo-) Therapie rechtfertigen

wirde.
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5. Zusammenfassung

Wie bei anderen Malignomen wird auch beim Mammakarzinom seit Jahren
nach Markergenen gesucht, die Uber ihren Nachweis von disseminierten
Tumorzellen eine systemische Ausbreitung der Grunderkrankung anzeigen mit
daraus resultierendem erhohtem Risiko fur das Auftreten von Fernmetastasen
und Rezidiven.

Ziel ist es, Patientinnen zu identifizieren, die einer aggressiveren adjuvanten
Therapie bedurfen, beziehungsweise diese nicht benodtigen.

Als potentielle Markergene werden unter anderem Maspin, Mammaglobin,
Zytokeratin 20 (CK20) und das Carcinoembryonale Antigen (CEA) in der
Literatur diskutiert. Dabei tauchten immer wieder Literaturberichte auf, die tber
falsch- positive Ergebnisse bei gesunden Kontrollpersonen berichteten.

So ist fur das Mammakarzinom bis heute kein spezifisches Markergen bekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Tauglichkeit der einzelnen oben genannten
Markergene zum Nachweis disseminierter Tumorzellen in
Knochenmarksaspiraten von 80 Patientinnen mit Mammakarzinomen
unterschiedlicher Stadien mittels nested- RT- PCR untersucht werden.

Die PCR Primer und Reaktionsbedingungen wurde durch Untersuchung nativen
Mammakarzinomgewebes sowie zwei verschiedener Mammakarzinom-
Zelllinien etabliert.

Als Negativkontrollen standen tumorfreie Lymphknoten von Patienten mit
malignen Melanomen zur Verfligung.

Die strukturelle Intaktheit der extrahierten gesamtRNA wurde durch
Amplifikation der beiden sogenannten housekeeping Gene beta- 2-
Mikroglobulin (B-2-MG) und Porphobilinogen Deaminase (PBGD) uberpruft.
Spezifische Transkripte aller vier ausgewahlten Markergene waren jeweils in
den Mammakarzinomgeweben und den Zelllinien nachweisbar, nicht dagegen

in den Kontroll- Lymphknoten.
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Im gesamten Patientinnenkollektiv wurden Transkripte von Maspin in 24 Fallen
(30%), Transkripte von Mammaglobin in zwei Fallen (2,5%), Transkripte von
CK20 in 35 Fallen (44%) und Transkripte von CEA in 71 Fallen (89%)
nachgewiesen. Es war dabei keine eindeutige Korrelation zu bestimmten
Tumorstadien erkennbar.

Von sechs Patientinnen mit bereits manifesten Fernmetastasen wies eine
Patientin ein Transkript von Maspin auf, und zwei Patientinnen wiesen
Transkripte von Mammaglobin auf. Bei einer Patientin konnte ein Transkript von
CK20 nachgewiesen werden, und bei vier Patientinnen Transkripte von CEA.
Diese Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant von der Pravalenz dieser
Transkripte im Gesamtkollektiv.

Ob sich far die gefundenen Ergebnisse nach einer langeren
Nachbeobachtungsphase eindeutigere Korrelationen zwischen
Markergennachweis und metastasiertem/ rezidivietem Mammakarzinom
ergeben hatten, bleibt ungeklart, da sich eine solche Nachbeobachtung uber
viele Jahre ohne adjuvante Therapie schon aus ethischen Grunden verbietet.
Zusammenfassend kann auch nach den Ergebnissen dieser Studie keine
besondere Empfehlung zu einem der untersuchten Markergene gemacht
werden, und der Einsatz molekularbiologischer Methoden zum Nachweis einer
Tumorzelldissemination mit  daraus maglicherweise resultierenden
therapeutischen Konsequenzen ist zu diesem Zeitpunkt auferst kritisch zu

bewerten.
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