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Vorstellung der Konsensusempfehlungen

Methodische Aspekte und klinische

Relevanz des Nachweises
disseminierter Tumorzellen (DTZ)

im Knochenmark (KM) von Patientinnen

mit primdrem Mammakarzinom

PD Dr. Tanja Fehm, Tibingen

Ein internationales Expertenteam aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz legte einen
Konsensus fir den standardisierten Nachweis und die klinische Implementierung disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark von Patientinnen mit primarem Mammakarzinom fest.

as Gebiet der Tumorzelldissemina-
Dtion beim Mammakarzinom hatte
in den letzten Jahren immer mehr an
Bedeutung gewonnen. Durch den Nach-
weis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark wurde bewiesen, dass das
Mammakarzinom auch in frithen Stadien
als eine systemische Erkrankung gewer-
tet werden kann. Die Daten der Pooled
Analysis der Collaborative Bone Mar-
row Micrometastasis Group bestdtigten
den Tumorzellnachweis im Knochen-
mark als unabhingigen prognostischen
Marker. Dartiber hinaus ist die Progno-
se der Frauen mit Tumorzellpersistenz
nach adjuvanter systemischer Therapie
im Vergleich zu den Patientinnen ohne
Tumorzellnachweis deutlich schlechter.
In zukiinftigen Studien miissen nun The-
rapieansitze evaluiert werden, die die
Eliminierung disseminierter Tumorzel-
len zum Ziel haben. Eine entscheidende
Vorraussetzung fiir die Durchfithrung
von solchen (Multicenter-)Studien ist,
dass ein standardisiertes Vorgehen zum
Nachweis von disseminierten Tumor-
zellen im Knochenmark definiert wird.
Im Rahmen der Dreilindertagung der
Gesellschaften fiir Senologie traf sich
daher ein internationales Expertenpa-
nel aus Deutschland, der Schweiz und
aus Osterreich, um die bestehenden
Methoden zum Tumorzellnachweis im
Knochenmark zu evaluieren sowie ei-
nen Konsensus fiir den standardisierten
Nachweis und die klinische Implemen-
tierung festzulegen. Die anschliefende
Erstellung eines Konsensuspapiers, ba-
sierend auf den Ergebnissen der Kon-
sensuskonferenz, erfolgte durch ein
Komitee, bestehend aus 9 Experten auf
dem Gebiet der Tumorzelldissemination

Konsensus-Statements | (Methodik)

T

(Prof. Braun, UFK Innsbruck; PD Fehm,
UFK Tiibingen; PD Gebauer, UFK Hei-
delberg; PD Janni, I. UFK Miinchen; Prof.
Marth, UFK Innsbruck; PD Miiller, UFK
Hamburg; Prof. Pantel, UFK Hamburg;
Dr. Schindelbeck, I. UFK Miinchen; PD
Solomayer, UFK Tiibingen). Insgesamt
7 Konsensusstatements konnten erar-
beitet werden, die sowohl methodische
(Statement I) als auch klinische Aspekte
(Statement II-VI) beinhalteten.

Konsensusstatement I:
Methodische Aspekte zum
Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark

Im Konsensusstatement I wurden
mehrere Empfehlungen zur Knochen-
marksentnahme, -aufbereitung und
-analyse zusammengefasst. Im Nachfol-
genden werden die einzelnen Aspekte

vorgestellt.

Knochenmarksaspiration

Fiir den klinisch relevanten Nachweis
disseminierter Tumorzellen im Kno-
chenmark ist die Entnahme von min-
destens je 5 bis 10 ml Knochenmark aus
beiden Beckenkdmmen notwendig. Als
Antikoagulans wird Heparin empfoh-
len. Das Knochenmark sollte innerhalb
24-48 Stunden aufgearbeitet werden, da
die Tumorzellen moglicherweise abster-
ben und nicht mehr nachweisbar sind.
Bis zur Aufarbeitung sollten die Kno-
chenmarksaspirate bei 4° C oder Raum-
temperatur gelagert werden.

Knochenmarksaufarbeitung
Zum Nachweis disseminierter Tumor-
zellen wird eine Anreicherung der
Zellschicht

mononukledren mittels
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Abb1la

Immunzytochemischer Nachweis
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark

Abb1b

Standardisierte Auswertung
von Knochenmarkspriparaten
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Dichtegradientenzentrifugation durch-
geftihrt. Um eine standardisierte Aus-
wertung zu ermoglichen, sollte eine de-
finierte Zahl von mononukleédren Zellen
auf den Objekttrdager aufgebracht wer-
den. Zur Verbesserung der Zelladhésion
konnen Poly-Lysin-beschichtete Objekt-
triager verwendet werden.

Detektion der disseminierten
Tumorzellen

Der Goldstandard zur Detektion von
disseminierten Tumorzellen im Kno-
chenmark und Blut von Mammakar-
zinompatientinnen ist derzeit der im-
munzytochemische Nachweis unter
Verwendung der APAAP-Technik (Abb.
la). In den meisten Studien werden
zum Tumorzellnachweis Anti-Zytokera-
tin-Antikodrper, wie z. B. A45-B/B3 oder
AE1/AE3, eingesetzt. Allerdings lésst
die derzeitige Datenlage noch keinen
Schluss zu, welcher Zytokeratin-Anti-
korper fiir den Tumorzellnachweis im
Knochenmark standardmifiig verwen-
det werden soll. Mammakarzinom-Zell-
linien (z. B. MCF-7 oder SKBR3) sowie
Leukozyten gesunder Blutspender soll-
ten als Positiv- bzw. Negativkontrollen
verwendet werden. Zusitzlich sollten
isotypen gematchte Kontrollen (IgG) als
Negativkontrollen bei immunzytoche-
mischen Farbungen mitgefiihrt werden.

Auswertung der Knochen-
marksaspirate

Die Auswertung der Objekttrager muss
in der Regel geblindet und durch zwei
unabhingige, erfahrene
Arzte
tin/Arzt) erfolgen. Insgesamt sollten

zytologisch

(alternativ.  Zytologieassisten-

2x10° Zellen pro Patientin (entspricht

zwei bis vier Zytospins, je nach aufge-
brachter Zellzahl) ausgewertet werden
(Abb.1b). Neben der immunhistoche-
mischen Anfarbung miissen zusétz-
lich zytomorphologische Kriterien mit
einbezogen werden, die den malignen
Charakter der detektierten Zellen be-
statigen. Die ,International Society for
Cellular Therapy (ISCT)” hat zu diesem
Zweck Empfehlungen zur zytomorpho-
logischen und immunhistochemischen
Identifikation von disseminierten Tu-
morzellen herausgegeben (Abb. 1 c).

Konsensusstatements I1/l11l:
Dokumentation der Knochen-
marksanalyse

Es wurde eine Klassifikation der im-
munhistochemisch positiven Ereignisse
als immunzytochemisch positive Zellen
mit Morphologie entsprechend einer
disseminierten Tumorzelle und immun-
zytochemisch-positive  Zellen, jedoch
zytomorphologisch nicht tumorzellartig
(z. B. hamatopoetische Zelle, squamose
[epidermale] Zellen) festgelegt (State-
ment II). Der Knochenmarkstatus soll
als positiv oder negativ dokumentiert
werden (Statement I1I). Zusitzlich ist die
Anzahl der Tumorzellen anzugeben.

Konsensusstatements

IV/V: Bedeutung des
Knochenmarkstatus zum
Zeitpunkt der Priméardiagnose

Der Nachweis disseminierter Tumorzel-
len im Knochenmark von Mammakar-
zinompatientinnen kann auf Grund der
Datenlage als unabhéngiger prognos-
tischer Marker mit Level of Evidence I
gewertet werden (Statement IV). Die
prognostische Relevanz wurde sowohl
in mehreren unizentrischen Studien als
auch durch die Daten der Pooled Analy-
sis belegt. Im Rahmen der Pooled Ana-
lysis wurden die Uberlebensdaten von
4.703 Mammakarzinompatientinnen im
Stadium I-III aus neun verschiedenen
Zentren hinsichtlich des Knochenmark-
status ausgewertet. Die Positivitdtsra-
te im Knochenmark betrug insgesamt
31 %. Der positive Knochenmarkstatus
war ein unabhéngiger prognostischer
Marker fiir das Gesamtiiberleben sowie
das Mammakarzinom-spezifische Uber-
leben. Der Knochenmarkstatus sollte
jedoch als Parameter fiir therapeutische
Entscheidungen vorerst nur im Rahmen
von prospektiven klinischen Studien
eingesetzt werden (Statement V).

Tumorzelimarphologie

Abb1c

Identifikation von disseminierten
Tumorzellen mittels Zytomorphologie
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Konsensusstatements VI/VII:
Reevaluierung des Knochen-
markstatus nach Abschluss

der adjuvanten (Chemo-)Therapie

Nachweis disseminierter Tumorzellen, :

sondern auch die Tumorzellpersistenz : Die antiosteolytische Therapie mit Bisphosphonaten gewinnt immer mehr

im Knochenmark nach Abschluss der : 9N Bedeutung in der Therapie des ossdar metastasierten Mammakarzinoms.

adjuvanten Therapie mit einer schlech- | Sie schitzen den intakten Knochen vor weiterer Zerstérung und kénnen

ten Prognose assoziiert ist (Level of : die Anzahl und die Auspragung skelettaler Komplikationen deutlich reduzieren.
evidence III) (Statement VI). In der Stu-
die von Braun et al. erhielten High-Risk :
Patientinnen eine taxan- oder anthrazy- :
Klinhaltige Chemotherapie. Der Nach- :
weis disseminierter Tumorzellen nach
abgeschlossener Therapie war mit ei-
ner sehr schlechten Prognose assoziiert. :
Zwei neuere Studien untersuchten die :
prognostische Relevanz persistierender :
Tumorzellen im KM von Mammakar- :
zinompatientinnen zwei bis drei Jahre
nach Primédrdiagnose und bestétigten
die Ergebnisse. Therapeutische Konse- :
quenzen sollten jedoch nicht auferhalb :
klinischer prospektiver Studien bei re- :
zidivfreien Patientinnen mit Nachweis :
persistierender Tumorzellen erfolgen

(Statement VII).

Zusammenfassung

Mit diesem Konsensus ist es gelungen, :
Standards fiir den Tumorzellnachweis
im Knochenmark zu definieren. Dies :
ist die Grundvoraussetzung, um den
Tumorzellnachweis im Knochenmark :
als Stratefizierungsparameter in klini- :
schen (Therapie-)Studien aufnehmen zu :
konnen. Eine Ubersicht der derzeitigen :
klinischen Studien wird auf der diesjah-
rigen Senologietagung in der Sitzung
3. Internationale Konsensuskonferenz
Tumorzelldissemination” erfolgen. Die :
detaillierten ~ Konsensusempfehlungen :
werden demnéchst in dem Journal ,,Can-

cer” vorgestellt.

Samstag, 2. September 2006
10.30-12.00, Saal 5

3. Internationale Konsensuskonferenz:
Tumorzelldissemination
beim Mammakarzinom
Vorsitz: Tanja Fehm (Ttibingen)
J. W. Janni (Miinchen)

as Skelettsystem ist eine der drei
haufigsten Metastasenlokalisatio-
nen solider Tumoren. Patienten mit den
meisten soliden Tumoren, wie Mamma-,
Bronchial-, Prostatakarzinom, haben im
Finalstadium ihrer Erkrankung hé&ufig
Knochenmetastasen. Die relativ gute
Prognose der Frauen mit ossdren Me-
tastasen wird durch viele skelettalen
Komplikationen (Schmerzen 60-80 %,
pathologische Frakturen 10-30 %, hy-
perkalzamische Episoden 10-30 %, spi-
nale Kompressionssyndrome <10 %
und Myelopathien <10 %) tiberschattet.
Der komplexe Prozess der Knochen-
stellt

metastasierung einen Kampf

zwischen disseminierten Tumorzellen
und Organismus dar, der in mehreren
¢ Etappen ablduft. Das Knochenmark ist

das entscheidende Milieu bei der Aus-
einandersetzung zwischen Tumor und
Wirt. Sesshafte Tumorzellen induzieren
mittels Zytokine die Produktion von Ge-
faBen und Bindegewebe und mittels os-
teoklasten-stimulierender Faktoren typi-
sche osteolytisch/osteoporotische und
zum Teil auch osteosklerotische Reakti-
onen. Damit ist der Knochenstoffwech-
sel entscheidend fiir die Entstehung und
den Verlauf der ossdren Metastasen. Die
Erforschung des Knochenstoffwechsels
(einschliefSlich Biomarker und Tumor-
zelldisseminierung) sind unerlasslich

© fiir die Entwicklung neuer Therapiestra-
: tegien. Die Griindung von Assessment-
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¢ bereits bekannter Methoden und Unter-

centern ist wichtig fiir die Etablierung

: stiitzung innovativer Forschungsprojek-
te.

Die antiosteolytische Therapie mit

Bisphosphonaten gewinnt immer mehr
: an Bedeutung in der Therapie des ossér
. metastasierten Mammakarzinoms. Sie
. schiitzen den intakten Knochen vor wei-
: terer Zerstorung (Osteoprotektion) und
konnen die Anzahl und die Auspragung
: skelettaler Komplikationen (Schmerzen,
pathologische Frakturen, etc.) deutlich
. reduzieren. Die Lebensqualitit der Frau-
i en wird deutlich gebessert.

Die hyperkalzdamischen Zustdnde tre-

ten in der Regel in der Endphase mali-
¢ gner Erkrankungen auf. Bisphosphonate
¢ sind die Therapie der Wahl bei hyper-
¢ kalzamischen Zustinden. In der Thera-
. pie der tumorassoziierten Hyperkalz-
mie haben sich Clodronat, Pamidronat,
© Tbandronat und Zoledronat etabliert. In
der weltweit grofiten Hyperkalzamies-
¢ tudie zeigte sich Zoledronat effektiver
i als Pamidronat. Die Bisphosphonat-
: therapie sollte von einer Rehydrierung
begleitet sein, und bei den meisten Pa-
tientinnen muss bei Wiederanstieg der
¢ Kalziumwerte die Bisphosphonatgabe
: wiederholt werden.

Konsensuskonferenz zum Einsatz
-von Bisphosphonaten

Mittlerweile haben verschiedene Studien

gezeigt, dass nicht nur der préoperative Prof. Dr. Erich-Franz Solomayer, Tibingen

Patienten mit Knochenmetastasen zei-
gen im Gegensatz zu Frauen mit viszera-
len Metastasen eine relativ gute Progno-
se. Knochenmetastasen gehen mit einer
hohen Rate an Skelettkomplikationen
einher. Durch die relativ gute Prognose
haben diese Patienten mit ausschlieslich
Knochenmetastasen einen langen Lei-
densweg mit vielen skelettalen Kompli-
kationen vor sich. Die Therapie ossérer
Metastasen besteht aus einer lokalen
und einer systemischen Therapie. Die
lokale Therapie besteht aus Bestrahlung
und operativer Therapie. Der systemi-
sche Therapieansatz beinhaltet neben
der Hormon- und Chemotherapie auch
das neue Konzept der antiosteolytischen
Therapie mit Bisphosphonaten. Sie bil-
den somit die dritte Sdule der systemi-
schen Therapie des ossédr metastasierten
Mammakarzinoms.

Knochenschmerzen stellen mit 60-
90 % die haufigste Komplikation von
Skelettmetastasen dar. Bisphosphonate
sind pharmakologisch keine Analgeti-
ka, erzielen aber eine Schmerzreduktion
tiber unterschiedliche Mechanismen.
Die meisten Studien untersuchten als
Zielkriterien die Anderung der Schmer-
zintensitdt und die Reduktion der Anal-
getikaeinnahme.

Durch den Einsatz der Bisphosphona-
ten wird eine Reduktion der Schmerzin-
tensitit erreicht. Die meisten Erfahrun-
gen liegen mit Clodronat (600-900 mg
i. v. alle 3-4 Wochen, 1600 mg Clodronat
oral tdglich) und Pamidronat (60-90 mg
i.v. alle 3-4 Wochen) vor. Ibandronat
steht sowohl als orale als auch parente-
rale Form zur Verfiigung. Zoledronat
(4 mg i.v.) ist Pamidronat (90 mg i. v.)
bei der Schmerzreduktion tiberlegen.
Bei der oralen Therapie muss mit einer
Latenzzeit gerechnet werden und bei
symptomatischen Knochenmetastasen
sollte mit einer parenteralen Therapie
begonnen werden.

Bisphosphonate kénnen das Auftreten
neuer pathologischer Frakturen reduzie-
ren. Dieser Effekt wurde einheitlich bei
den meisten (Clodronat, Pamidronat,
Ibandronat, Zoledronat) Bisphosphona-
ten demonstriert. Dabei wird sowohl die
Anzahl der pathologischen Frakturen
pro Patient reduziert als auch die Anzahl
der Frauen, die pathologische Frakturen
erleiden. Das Intervall bis zum Auftre-
ten der ersten pathologischen Fraktur
wird durch Bisphosphonate ebenfalls
verlangert.

Zoledronat ist das einzige Bisphos-
phonat, das Vorteile gegentiber einem
anderen Bisphosphonat (Pamidronat)
gezeigt hatte.

Wichtige Nebenwirkungen der mo-
dernen Bisphosphonate sind das Nieren-
versagen und die Kieferosteonekrose.

Bei regelrechter Applikation (Hydrie-
rung, Verdiinnung, Kontrolle der Nie-
renfunktion) ist ein Nierenversagen sehr
selten.

In den letzten Jahren haben Berichte
tiber Kieferosteonekrose deutlich zu-
genommen. Nach den ersten Publika-
tionen wurde auf diese Nebenwirkung
mehr geachtet. Eine Kieferosteonekrose
tritt bei Patienten mit malignen Erkran-
kungen 4-mal haufiger auf als in der
Normalbevolkerung. Der Entstehungs-
mechanismus ist derzeit noch nicht
endgiiltig geklart (multifaktorielles Ge-
schehen). Bei bestimmter Risikokonstel-
lation tritt es gehduft auf, z. B. mechani-
sche Schadigungen, lokale Infektionen,
Chemotherapie, Cortisonbehandlung,
Gabe von Bisphosphonaten. Vor einer
Bisphosphonattherapie sollte, falls erfor-
derlich, eine Sanierung des Zahnstatus
erfolgen. Es ist eine extrem seltene Ne-
benwirkung, aber die Patientinnen miis-
sen dariiber aufgeklart werden.

Bisphosphonate sind eine nebenwir-
kungsarme Substanzgruppe, die den
intakten Knochen vor Zerstérung (Oste-
oprotektion) schiitzen konnen. Sie sind
die Therapie der ersten Wahl bei hyper-
kalzdamischen Zustdnden. Bei ossdr me-
tastasiertem Mammakarzinom sollte die
antiosteolytische Therapie mit Bisphos-
phonaten zusitzlich zu der Hormon-
und/oder Chemotherapie verabreicht
werden. Damit kénnen die Anzahl und
die Ausprdgung skelettaler Komplika-
tionen reduziert werden. Die Therapie
sollte schon bei der Erstdiagnose der
Knochenmetastase angefangen und die
Therapie lebenslang fortgefithrt werden
(auch bei Progression fortsetzen).

Die aktuellen Empfehlungen werden
bei der Konsensuskonferenz reevaluiert
und die neuesten Erkenntnisse eingear-
beitet.
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Konsensuskonferenz zum Einsatz
von Bisphosphonaten
Vorsitz: Tanja Fehm (Ttibingen)
Petra Feyer (Berlin)
P. Hadji (Marburg)
E.-F. Solomayer (Tiibingen)





