
Zusammenfassung
!

Das Gebiet der Tumorzelldissemination beim
Mammakarzinom hat in den letzten Jahren im-
mer mehr an Bedeutung gewonnen. Durch den
Nachweis disseminierter Tumorzellen im Kno-
chenmark und Blut wurde bewiesen, dass das
Mammakarzinom eine systemische Erkrankung
ist. Disseminierte Tumorzellen können bei
20 –40% aller Mammakarzinompatientinnen de-
tektiert werden. Die Daten der Pooled Analysis
der Collaborative Bone Marrow Micrometastasis
Group bestätigten den Tumorzellnachweis im
Knochenmark als unabhängigen prognostischen
Marker. Darüber hinaus ist die Prognose für Frau-
en mit Tumorzellpersistenz nach adjuvanter sys-
temischer Therapie im Vergleich zu den Patien-
tinnen ohne Tumorzellnachweis deutlich
schlechter. In zukünftigen Studien müssen nun
Therapieansätze evaluiert werden, die die Elimi-
nierung disseminierter Tumorzellen zum Ziel ha-
ben. Eine entscheidende Voraussetzung für die
Durchführung von solchen (Multizenter)-Studien
ist, dass ein standardisiertes Vorgehen zum
Nachweis von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark definiert wird. Im Rahmen der
Dreiländertagung der Gesellschaften für Senolo-
gie traf sich daher ein internationales Experten-
panel aus Deutschland, der Schweiz und aus
Österreich, um die bestehenden Methoden zum
Tumorzellnachweis im Knochenmark zu evaluie-
ren sowie einen Konsensus für den standardisier-
ten Nachweis sowie die klinische Implementie-
rung festzulegen.

Abstract
!

The presence of disseminated tumor cells in
blood and bone marrow (BM) has confirmed the
hypothesis of breast cancer as a systemic disease.
Disseminated tumor cells (DTC) are already
present in 20 –40% of primary breast cancer pa-
tients without clinical evidence of metastatic dis-
ease. A large pooled analysis has recently shown
that the presence of disseminated tumor cells in
the bone marrow (BM) of primary breast cancer
patients (stages I – III) is associated with poor
prognosis. Moreover, tumor cell persistence after
completion of adjuvant therapy identifies pa-
tients at a high risk for recurrence. To date, sam-
pling of BM and assessment of DTC is not consid-
ered a routine procedure in the clinical manage-
ment of breast cancer patients, but emerging da-
ta suggests a future role for risk stratification and
monitoring of therapeutic efficacy. Since these
clinical options need to be evaluated in clinical
trials, agreement on the standardized detection
of DTC is mandatory. Therefore, the German, Aus-
trian and Swiss Societies for Senology recently
initiated an international consensus meeting to
define a consensus for the standardized detection
of DTC and to explore the options for its clinical
implementation.
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2 Übersicht
Einleitung
!

Der Nachweis disseminierter Tumorzellen bei Patientinnen mit
primärem Mammakarzinom ohne manifeste Metastasen belegt,
dass das Mammakarzinom auch in frühen Stadien eine systemi-
sche Erkrankung ist [1 –16]. Es konnte mittlerweile von mehre-
ren Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass der Nachweis einer Tu-
morzelldissemination mit einer schlechten Prognose assoziiert
ist [1– 15]. Dies bestätigt auch eine kürzlich im „New England
Journal of Medicine“ veröffentlichte Studie der Collaborative
Group Bone Marrow Micrometastasis unter der Leitung von Prof.
Braun [17]. Die Auswertung der Überlebensdaten von über 4700
Patientinnen aus 9 verschiedenen Zentren ergab, dass Mamma-
karzinompatientinnen mit Tumorzellnachweis im Knochen-
mark ein kürzeres rezidivfreies Überleben und Gesamtüber-
leben als Patientinnen ohne disseminierte Tumorzellen aufwei-
sen.
Wiederholte Knochenmarkspunktionen bei Patientinnen mit
Mammakarzinom haben gezeigt, dass disseminierte Tumorzel-
len trotz adjuvanter Therapie bei 15– 30% der Frauen persistie-
ren. Die Prognose der Frauen mit Tumorzellpersistenz nach ad-
juvanter systemischer Therapie ist im Vergleich zu den Patien-
tinnen ohne Tumorzellen deutlich schlechter [18 – 21]. In zu-
künftigen Studien müssen deshalb Therapieregime etabliert
werden, die Tumorzellen effizienter eliminieren können. Ein
Problem für die Durchführung von (Multizenter)-studien be-
steht derzeit vor allem darin, dass noch kein standardisiertes
Vorgehen zum Nachweis von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark definiert wurde. Im Rahmen der Gemeinsamen
Jahrestagung der Österreichischen, Schweizerischen und Deut-
schen Gesellschaften für Senologie fand daher die zweite Inter-
nationale Konsensuskonferenz zur Tumorzelldissemination
statt. Ziele des Konsensustreffens waren: 1) den gegenwärtigen
Stand zu methodischen Aspekten und zur klinischen Anwen-
dung des Nachweises disseminierter Tumorzellen im Knochen-
mark zu eruieren sowie 2) Empfehlungen hinsichtlich der Auf-
arbeitung, der Auswertung und der klinischen Relevanz des Tu-
morzellnachweises zu erarbeiten.
Nachweis disseminierter Tumorzellen
im Knochenmark – aktueller Stand
!

Für den Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark
stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung. Zum einen gibt es
molekularbiologische Methoden wie die RT-PCR (reverse Tran-
skriptase-Polymerasekettenreaktion) zur Amplifikation von tu-
morspezifischer (m)RNA. Zum anderen können disseminierte
Tumorzellen mittels epithel-spezifischer Antikörper detektiert
werden. Zwar gilt die immunzytologische Detektion derzeit als
Goldstandard, jedoch wird – nicht zuletzt aufgrund der teilweise
mangelnden Standardisierung – der Knochenmarkstatus noch
nicht routinemäßig im Rahmen des Stagings erhoben. Ebenso
hat der Knochenmarkstatus noch keinen Eingang in die aktuelle
TNM-Klassifikation gefunden bzw. wird noch nicht als Stratifi-
zierungsparameter in klinischen Studien eingesetzt. Mittlerwei-
le liegen jedoch umfangreiche Daten vor, die eindeutig die prog-
nostische Relevanz des Knochenmarkstatus belegen [17]. In den
nachfolgenden Abschnitten wird ein Konsensus für den Tumor-
zellnachweis im Knochenmark sowie für dessen klinische Im-
plementierung vorgestellt.
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Nachweis der disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark – methodische Aspekte
!

Knochenmarkaspiration
Für den klinisch relevanten Nachweis disseminierter Tumorzel-
len im Knochenmark ist die Entnahme von mindestens je 5 bis
10 ml Knochenmark aus beiden Beckenkämmen notwendig [8,
10,13 –15, 22,23, 26]. Die KM-Aspiration findet in der Regel int-
raoperativ (idealerweise vor der Hautinzision im Rahmen der
chirurgischen Maßnahmen) in Allgemeinanästhesie statt, kann
aber auch in Lokalanästhesie durchgeführt werden [18, 20]. Die
KM-Entnahme in Lokalanästhesie wird vor allem im Rahmen
von Studien notwendig werden, um den Tumorzellstatus im
Knochenmark nach erfolgter (sekundärer) adjuvanter Therapie
zu evaluieren. Es scheint unerheblich zu sein, ob der hintere oder
vordere Beckenkamm für die KM-Entnahme punktiert wird. Die
Nachweisraten im Knochenmark sind von der Punktionsstelle
unabhängig [24]. Zur KM-Entnahme hat sich die Verwendung
von Heparin als Antikoagulanz durchgesetzt [8,10,13 – 15,18, 22,
23,25]. EDTA [26] oder Zitrat [27] können ebenfalls eingesetzt
werden. Das Knochenmark sollte innerhalb 24– 48 Stunden auf-
gearbeitet werden, da die Tumorzellen möglicherweise abster-
ben und nicht mehr nachweisbar sind [15, 22,28]. Bislang liegen
noch keine Daten zur idealen Lagerungstemperatur bis zur Auf-
arbeitung vor. In den meisten Studien wurden die Proben bei 4 8C
oder Raumtemperatur gelagert.

Knochenmarkaufarbeitung
Zum Nachweis disseminierter Tumorzellen wird zunächst eine
Anreicherung der mononukleären Zellschicht mittels Dichtegra-
dientenzentrifugation durchgeführt [8,10,13,14,18, 26,27, 30].
Zur Erhöhung der Nachweisrate kann ggf. eine positive oder ne-
gative immunmagnetische Separation angeschlossen werden,
bei der entweder die Tumorzellen angereichert (positiv) oder
die hämatopoetischen Zellen entfernt werden (negativ) [8, 27].
Allerdings konnte für das KM bis dato keine Studie eindeutig zei-
gen, dass die immunomagnetische Separation zu einer Erhö-
hung der Positivitätsrate im Knochenmark führt. Aufgrund der
höheren Kosten und der fehlenden Evidenz für eine Verbes-
serung der klinischen Aussagekraft ist die immunomagnetische
Separation derzeit nicht für den Routinenachweis empfohlen.
Nach Anreicherung der mononukleären Zellschicht werden die
Zellen gewaschen und ausgezählt. Um eine standardisierte Aus-
wertung zu ermöglichen, sollte eine definierte Zellzahl auf den
Objektträger aufgebracht werden. Eine Zellzahl von 0,5 – 1,0 ×106

pro Objektträger ermöglicht eine adäquate Zelldichte für eine
manuelle bzw. automatische Auswertung [13,14,18]. Zur Ver-
besserung der Zelladhäsion sollten Poly-Lysin-beschichtete Ob-
jektträger verwendet werden [22, 25,26, 28]. Die optimalen La-
gerungsbedingungen für ungefärbte Objektträger/Zytospins
sind noch nicht ausreichend untersucht worden. Die meisten Ar-
beitsgruppen empfehlen, die Präparate bei – 20 8C bzw – 80 8C zu
lagern [14,18, 25, 26,22,23]. Falls die immunhistochemische Fär-
bung innerhalb 24 h erfolgt, ist eine Lagerung der Objektträger
bei Raumtemperatur oder – 4 8C ausreichend [10,15, 26].

Fixierung der Knochenmarkpräparate
Bis dato ist noch kein optimales Fixierungsprotokoll für Kno-
chenmarkpräparate definiert worden. In der Regel werden die
getrockneten Zytospins vor Beginn der immunhistochemischen
Färbung fixiert [13, 25]. Im Nachfolgenden sind einige Beispiele
für eine Fixierung aufgeführt: 0,5% [30] oder 4% [27] gepuffertes
007; 67: 1 – 7
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Tab. 1 Übersicht über die wichtigsten Studien zum Nachweis der prognostischen Bedeutung disseminierter Tumorzellen zum Zeitpunkt der Primärdiagnose

Autor Anzahl

Patientinnen

Positivitätsrate

(%)

Antikörper/

Zielantigen

Material Prognose

Coombes et al. [1] 269 23 E29 KM-Aspirat DFS

Schlimok et al. [32] 155 18 CK18 KM-Aspirat DDFS

Porro et al. [3] 159 16 Mbr1 KM-Biopsie n. u.

Salvadori et al. [4] 121 17 Mbr1 KM-Biopsie n. u.

Mathieu et al. [5] 93 1 KL1 KM-Biopsie n. u.

Dearnaley et al. [6] 37 33 EMA KM-Aspirat DFS, OS

Cote et al. [7] 49 37 T16, C26, AE-1 KM-Aspirat DFS, OS

Wiedswang et al. [8] 817 13 AE-1, AE-3 KM-Aspirat DDFS, OS*

Harbeck et al. [9] 100 38 E29, 12H12 KM-Aspirat DFS, OS*

Diel et al. [10] 727 43 TAG 12/2E11 KM-Aspirat DFS, OS*

Funke et al. [11] 234 38 CK18 KM-Aspirat n. u.

Mansi et al. [12] 350 25 E29 KM-Aspirat DFS, OS

Braun et al. [13] 552 36 A45-B/B3 KM-Aspirat DDFS, OS*

Gerber et al. [14] 554 31 CK8, 18, 19 KM-Aspirat DFS, OS*

Gebauer et al. [15] 393 42 CK/EMA KM-Aspirat DFS*, OS

Pooled Analysis [17] 4703 31 CK, mucin KM-Aspirat DDFS, OS

Abkürzungen: CK: Zytokeratin, DFS: signifikante Korrelation zwischen KM-Status und rezidivfreiem Überleben (DFS: disease-free survival), DDFS: signifikante Korrelation zwischen

KM-Status und metastasenfreiem Überleben (DDFS: distant disease-free survival), OS: signifikante Korrelation zwischen KM-Status und Gesamtüberleben (OS: overall survival);

n. u.: nicht untersucht. *unabhängiger Prognosemarker in der multivariaten Analyse
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Formalin für 10 min bei RT (Raumtemperatur) oder Paraformal-
dehyd für 5 min bei RT [26], Azeton für 10 min bei 4 8C oder RT
[10, 22,25] sowie eisgekühltes Methanol für 5 min [10,14, 28].

Immunzytochemische Färbung
Der Goldstandard zur Detektion von disseminierten Tumorzel-
len im Knochenmark und Blut von Mammakarzinompatientin-
nen ist derzeit der immunzytochemische Nachweis unter Ver-
wendung der APAAP-Technik [8,13, 22,23, 25,26, 29,30]. Zum
Blocken der endogenen alkalischen Phosphatase ist der Einsatz
von Levamisol (2 mM) empfohlen. Alternativ können Blocking-
Lösungen, die in den entsprechenden kommerziell erhältlichen
Färbekits enthalten sind, verwendet werden. In den meisten Stu-
dien werden zum Tumorzellnachweis Anti-Zytokeratin-Antikör-
per wie z. B. A45-B/B3 [13, 25, 26,30] oder AE1/AE3 [8,22, 25]
eingesetzt (l" Tab. 1). Antikörper, die gegen epitheliale Memb-
ranantigene wie EpCAM (epitheliales Adhäsionsmolekül), HMFG
(humanes Milchfettglobulin) oder TAG 12 (tumorassoziiertes
Glykoprotein) gerichtet sind, sollten nicht als alleiniger Detek-
tionsantikörper verwendet werden, da die Sensitivität der Anti-
Membranantigen-Antikörper im Vergleich zu den Anti-Zytoke-
ratin-Antikörpern geringer ist [31– 33]. Allerdings lässt die der-
zeitige Datenlage noch keinen Schluss zu, welcher Zytokeratin-
Antikörper für den Tumorzellnachweis im Knochenmark stan-
dardmäßig verwendet werden soll.

Qualiätskontrollen
Die Verwendung von geeigneten Qualitätskontrollen ist eine
Grundvoraussetzung, um reproduzierbare und vergleichbare Er-
gebnisse zu erzielen. Aus diesem Grund sollten grundsätzlich
negative und positive Färbekontrollen eingeschlossen werden.
Als negative Kontrollen eignen sich zum einen Leukozyten ge-
sunder Blutspender bzw. von Patienten mit benignen Erkran-
kungen [8,13,15, 22, 30]. Zum anderen sollten zusätzlich Isotyp-
identische Antikörper-Kontrollen (IgG) mit einem nicht spezi-
fischen Antikörper durchgeführt werden, um eine unspezifische
Antikörperbindung auszuschließen [22, 25– 27,30]. Als positive
Färbekontrollen werden Zelllinien wie SKBR3, MCF-7 oder BT-20
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verwendet [13,15, 26]. Bis dato nicht zwingend empfohlen, aber
durchaus sinnvoll, ist zusätzlich die Durchführung von routine-
mäßigen Spiking-Experimenten mit Zelllinien, z. B. 1000 SKBR3
Zellen per 106 Leukozyten, um die Sensitivität der Nachweis-
methode zu bestimmen und die Inter-Assay-Variabilität zu eva-
luieren. Falls zukünftig Multizenterstudien durchgeführt wer-
den, müssen diese Qualitätskontrollen Pflicht werden. Darüber
hinaus wird im Rahmen der Qualitätssicherung zusätzlich die
Durchführung von Ringversuchen obligat werden.

Auswertung der Knochenmarkaspirate
Die Auswertung der Objektträger muss in der Regel „blind“ und
durch zwei unabhängige, zytologisch erfahrene Ärzte (alternativ
Zytologieassistentin/Arzt) erfolgen [26,30]. Insgesamt sollten
2 × 106 Zellen pro Patientin (entspricht zwei bis vier Zytospins,
je nach aufgebrachter Zellzahl) ausgewertet werden. Analog
werden auch bei den negativen Kontrollen 2 ×106 Zellen ana-
lysiert. Die Auswertung kann auch automatisiert erfolgen (z.B.
ACIS-System, ChromaVision, Medical Systems Inc., CA, USA).
Hierzu werden die Objektträger durch ein automatisiertes Mi-
kroskop mit Bildverarbeitungssystem voruntersucht und die ge-
speicherten „Tumorzell-typischen Ereignisse“ vom Untersucher
verifiziert. Die definitive Entscheidung wird somit weiterhin
durch die Untersucher – idealerweise zwei – getroffen. Die auto-
matisierte Auswertung bietet zahlreiche Vorteile. Zum einen
wird der Zeitaufwand zum Durchmustern der Objektträger
deutlich reduziert. Zum anderen scheint die Sensitivität im Ver-
gleich zur manuellen Auswertung höher zu sein. Darüber hinaus
können die positiven Ereignisse einfach dokumentiert und deren
Lokalisation gespeichert werden, sodass eine Zweitbefundung
erleichtert wird [23, 28– 30, 34].
Neben der immunhistochemischen Anfärbung sollten zusätzlich
zytomorphologische Kriterien mit einbezogen werden, die den
malignen Charakter der detektierten Zellen bestätigen [12,14,
15,17, 22,30]. Die „International Society for Cellular Therapy
(ISCT)“ hat zu diesem Zweck Empfehlungen zur zytomorpholo-
gischen und immunhistochemischen Identifikation von dis-
sensusempfehlungen zu methodischen … Geburtsh Frauenheilk 2007; 67: 1 – 7



Tab. 2 Zytomorphologische und phänotypische Merkmale disseminierter
Tumorzellen unter Verwendung von Anti-Zytokeratin-Antikörpern und der
APAAP-Detektionsmethode [25, 43]

Zytomorphologie und Phänotyp disseminierter Tumorzellen
" vergrößerter Zellkern
" Verhältnis Zellkern/Zytoplasma > 1
" granulierter Zellkern (unregelmäßige Struktur des Zellkerns)
" große Nukleoli
" Zellkluster
" starkes und/oder unregelmäßig gefärbtes Zytoplasma
" immunzytologische Färbung bedeckt zumindest partiell Zellkern
" einzelne Zytokeratinfilamente sind erkennbar (netzartige Struktur)

Tab. 3 Empfehlung I: Richtlinien für den standardisierten Nachweis von dis-
seminierten Tumorzellen im Knochenmark mittels Immunzytochemie

1. Mindestens 5 – 10 ml Knochenmark sollten jeweils von zwei Seiten
des vorderen oder hinteren Beckenkamms entnommen werden. Als
Antikoagulans kann entweder Heparin (2 ml) oder EDTA (2 % w/v)
verwendet werden.

2. Die Knochenmarkproben sollten innerhalb 48 Stunden verarbeitet
werden. Falls keine sofortige Verarbeitung des Knochenmarks
möglich ist, sollte die Lagerungstemperatur zwischen 4 8C und 20 8C
liegen.

3. Zur Anreicherung der mononukleären Zellschicht sollte eine Dichte-
gradientenzentrifugation mit FicollTM durchgeführt werden.

4. Falls die Objektträger/Zytospins innerhalb 48 h immunzytochemisch
gefärbt werden, können diese bei 4 8C oder Raumtemperatur gelagert
werden. Ansonsten sollte die Lagerungstemperatur der Objektträger
– 20 8C – 80 8Cn betragen.

5. Für die Fixierung kann derzeit kein Standard definiert werden. Übliche
Fixierungen sind gepuffertes Formalin (10 min, RT) Azeton (5 min
oder 10 min, 4 8C). Alternativ können die Objektträger mit p-Formal-
dehyd (5 min, RT) oder eisgekühltem Methanol fixiert werden.

6. Zum immunzytochemischen Nachweis disseminierter Tumorzellen
sollten Anti-Zytokeratin-AK, wie z. B. A 45-B/B3, and AE 1/AE3, oder
monoklonale Panzytokeratin-AK mit validierter Spezifität verwendet
werden. Als Detektionssystem sollte das APAAP-System eingesetzt
werden.

7. Die endogene alkalische Phosphatase sollte mit Levamisol (oder mit
einem kommerziell erhältlichen Blocking-Reagens) geblockt werden.

8. Mammakarzinom-Zelllinien (z. B. MCF-7 oder SKBR3) sowie Leuko-
zyten gesunder Blutspender sollten als Positiv- bzw. Negativkont-
rollen verwendet werden. Zusätzlich sollten Isotypen-gematchte
Kontrollen (IgG) als Negativkontrollen mitgeführt werden.

9. Sowohl für den Nachweis disseminierter Tumorzellen als auch für die
negativen (Isotypen-gematchten) Kontrollen müssen mindestens
2 × 106 Zellen gefärbt und von zwei unabhängigen Untersuchern
„geblindet“ ausgewertet werden.

Tab. 4 Empfehlung II: Klassifizierung zytokeratin-positiver Zellen

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

Negativ: Kein Nachweis immunzytochemisch positiver Zellen oder
nur Nachweis von immunzytochemisch-positiven Zellen jedoch zyto-
morphologisch nicht tumorzellartig, z. B. hämatopoetische Zelle,
squamöse (epidermale) Zellen.

Tab. 5 Empfehlung III: Interpretation und Dokumentation des Knochenmark-
status

positiv: Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark

negativ: kein Hinweis auf disseminierte Tumorzellen

Abb. 1 Typische Zytomorphologie (großer Zellkern, Zellkern/Zellplasma-
relation > 1, granulierter Zellkern) bzw. Immunophänotyp (Zytokeratinfär-
bung bedeckt Zellkern, starke zytoplasmatische Färbung) disseminierter
Tumorzellen einer Mammakarzinompatientin.

4 Übersicht
seminierten Tumorzellen herausgegeben (wie in l" Tab. 2 zu-
sammengefasst) [8, 25] (l" Abb. 1).

Empfehlungen zum Nachweis disseminierter Tumorzellen
im Knochenmark
Die folgenden Empfehlungen und deren Auslegung wurden im
Rahmen des Konsensustreffens diskutiert und als derzeitiger
Standard definiert (l" Tab. 3, Empfehlung I).
Klassifikation zytokeratin-positiver Zellen But molecular analysis
provided evidence to assume that cytokeratin-positive DTC are
malignant cells [36 – 40].
In den meisten Studien erfolgt eine Klassifikation der immunhis-
tochemisch positiven Ereignisse als Tumorzellen und falsch po-
sitive hämatopoetische Zellen. Die Bestätigung des malignen
Charakters der detektierten Zelle kann zwar über den Nachweis
von genetischen Änderungen erfolgen, beruht aber meist auf zy-
tomorphologischen Kriterien [35– 39]. Da der maligne Charakter
der detektierten Zellen nicht immer eindeutig aufgrund der Zy-
tomorphologie festgelegt werden kann, wurde aus diesem
Grund in verschiedenen Untersuchungen mehr als zwei Katego-
rien für die immunhistochemische Auswertung vorgeschlagen.
Die zusätzlichen Kategorien umfassen apoptotische Zellen,
wahrscheinlich hämatopoetische Zellen und wahrscheinlich Tu-
morzellen [23,26, 40]. Die klinische Bedeutung solcher Katego-
rien ist derzeit noch unklar. Aus diesem Grund wurde von dem
Konsensuspanel folgende Basisklassifikation vorgeschlagen
(l" Tab. 4 und 5, Empfehlung II/III).
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Klinische Wertigkeit des Knochenmarkstatus
!

Knochenmarkstatus zum Zeitpunkt der Primärdiagnose
Der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen gilt als unabhängiger prognosti-
scher Marker. Dies konnten mehrere unizentrische Studien bele-
gen [8,10,12 –15, 26,41]. Darüber hinaus wurden kürzlich die
Daten der Pooled Analysis vorgestellt [17]. Im Rahmen dieser
Analyse wurden die Überlebensdaten von 4703 Mammakarzi-
nompatientinnen im Stadium I– III aus 9 verschiedenen Zentren
hinsichtlich des Knochenmarkstatus ausgewertet. Die Positivi-
007; 67: 1 – 7
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Tab. 6 Empfehlung IV: Knochenmarkstatus als Prognosefaktor

Basierend auf Ergebnissen von verschiedenen unizentrischen Studien
sowie den Daten der Pooled Analysis ist der Knochenmarkstatus ein
Prognosefaktor mit Level of Evidence I.

Tab. 7 Empfehlung V: Knochenmarkstatus als Stratifizierungsparameter für
klinische Studien

Der Knochenmarkstatus sollte als Parameter für therapeutische
Entscheidungen nur im Rahmen von prospektiven klinischen Studien
eingesetzt werden.

Tab. 8 Empfehlung VI: Reevaluierung des Knochenmarkstatus nach adjuvan-
ter Chemotherapie

Der Nachweis disseminierter Tumorzellen bei rezidivfreien Mammakar-
zinompatientinnen nach Operation und erfolgter adjuvanter Therapie
ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Level of Evidence III).

Tab. 9 Empfehlungn VII: Therapiemonitoring mittels Reevaluierung des
Knochenmarkstatus

Therapeutische Konsequenzen sollten bei rezidivfreien Patientinnen mit
Nachweis persistierender Tumorzellen nicht außerhalb klinischer
prospektiver Studien erfolgen.
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tätsrate im Knochenmark betrug insgesamt 31%. Der positive
Knochenmarkstatus war ein unabhängiger prognostischer Mar-
ker für das Gesamtüberleben sowie das Mammakarzinom-spe-
zifische Überleben (l" Tab. 6 und 7, Empfehlung IV/V).

Reevaluierung des Knochenmarkstatus
nach Abschluss der adjuvanten (Chemo-)therapie
Mittlerweile haben verschiedene Studien gezeigt, dass nicht nur
der präoperative Nachweis disseminierter Tumorzellen sondern
auch die Tumorzellpersistenz im Knochenmark nach Abschluss
der adjuvanten Therapie mit einer schlechten Prognose assozi-
iert ist [18 –20]. In der Studie von Braun et al. erhielten High-
Risk-Patientinnen (> 3 Lymphknoten befallen oder ausgeprägte
Lymphangiosis) eine taxan- oder anthrazyklinhaltige Chemo-
therapie. Die Knochenmarkaspirationen erfolgten vor und nach
adjuvanter Chemotherapie [19]. Der Nachweis disseminierter
Tumorzellen nach abgeschlossener Therapie war mit einer sehr
schlechten Prognose assoziiert. Zwei neuere Studien untersuch-
ten die prognostische Relevanz persistierender Tumorzellen im
KM von Mammakarzinompatientinnen zwei bis drei Jahre nach
Primärdiagnose und bestätigten die Ergebnisse [18, 20]. Auch zu
dieser Fragestellung liegt mittlerweile eine gemeinsame Analyse
mehrerer europäischer Studien vor [42, 43]. Basierend auf der
Hypothese, dass die persistierenden Tumorzellen Ausgangs-
punkt für eine beginnende Makrometastasierung sind, kann der
Knochenmarkstatus nach Abschluss der adjuvanten Chemo-
therapie möglicherweise als Entscheidungsgrundlage für eine
sekundäre adjuvante Therapie herangezogen werden. Die persis-
tierenden Tumorzellen sind in der Regel nicht proliferierend [19,
44– 46]. Daher erscheinen insbesondere therapeutische Ansätze
viel versprechend, die zellzyklusunabhängig wirken, wie z. B. die
Antikörpertherapie, Bisphosphonate, endokrine Therapien [47–
50]. Insbesondere für die Auswahl einer geeigneten „zielgerich-
teten“ Therapie („targeted therapy“), z.B. gegen HER-2/neu, wird
möglicherweise die weitergehende Charakterisierung von dis-
seminierten Tumorzellen mittels Phäno- und Genotypisierung
hilfreich sein [10, 51,52]. Der Vorteil einer sekundären adjuvan-
ten Therapie ist derzeit Gegenstand zahlreicher klinischer Stu-
dien (l" Tab. 8 und 9, Empfehlung VI/VII).
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Perspektiven für die klinische Anwendung
des Nachweises disseminierter Tumorzellen bei
Patientinnen mit primärem Mammakarzinom
!

Zahlreiche Studien sowie die Daten der Pooled Analysis belegen,
dass der Nachweis von DTZ im Knochenmark bei Patientinnen
mit primärem Mammakarzinom ein unabhängiger Prognosefak-
tor ist (level of evidence I). Dies gilt für alle wichtigen Zielkrite-
rien wie Gesamtüberleben und Brustkrebs-spezifisches Über-
leben, sowie für das krankheitsfreie Überleben und das metasta-
senfreie Überleben, auch in den verschiedenen Untergruppen
[17]. Um über die Rolle der DTZ im Knochenmark als reinen
Prognosefaktor hinausgehende Anwendungen zu erschließen,
sind prospektive klinische Studien notwendig. So kann mögli-
cherweise neben der prognostischen Aussage zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose hinaus auch eine „Erfolgskontrolle“ der
(neo)adjuvanten Therapie durch Reevaluation des Knochen-
markstatus stattfinden [53,54]. Darüber hinaus sollte es in Zu-
kunft möglich sein, durch eine Genotypisierung und Phänotypi-
sierung von DTZ (und möglicherweise auch zirkulierender Zel-
len im Blut, siehe unten) ein besseres Verständnis des Prozesses
der Metastasierung zu entwickeln und eine direkte Unter-
suchung des Wirkungsmechanismus „zielgerichteter“ Therapie-
ansätze zu ermöglichen [16, 51,53].
Eine unabdingbare Voraussetzung für solche Untersuchungen
und klinische Studien ist die Etablierung und Publikation eines
Konsensus für methodische Fragen des Nachweises von DTZ,
wie er in dieser Arbeit auf der Basis vorliegender Daten und der
Erfahrungen der Konsensusgruppe formuliert wurde. Die wei-
tere Standardisierung methodischer Fragen ist auch das Ziel ei-
ner Reihe internationaler Kooperationen wie dem DISMAL-Pro-
jekt (Disseminated Malignancies, Koordination K. Pantel), das
von der Europäischen Union gefördert wird.
Im Gegensatz zum Knochenmark ist die Datenlage zum prognos-
tischen Wert des Tumorzellnachweises im Blut noch nicht ein-
deutig. Erste Studien lassen den Schluss zu, dass bei Patientin-
nen mit primärem Mammakarzinom der Nachweis von zirkulie-
renden TZ zum Zeitpunkt der Operation dem von DTZ im Kno-
chenmark unterlegen ist [26,55]. Der Nachweis von zirkulieren-
den TZ im Blut kann jedoch möglicherweise eine wichtige Rolle
für die Überwachung des Therapieerfolges einer adjuvanten
Therapie spielen, da wiederholte Blutentnahmen einfacher
durchzuführen sind als Knochenmarkpunktionen [56, 57].
Um die Rolle des Nachweises von DTZ im Knochenmark oder von
zirkulierenden Tumorzellen im Blut im Rahmen einer adjuvan-
ten Therapie zu untersuchen, wurde bereits eine Reihe von kli-
sensusempfehlungen zu methodischen … Geburtsh Frauenheilk 2007; 67: 1 – 7
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nischen Studien geplant bzw. haben bereits begonnen (z. B.
www.abcsg.at/trial21, SUCCESS, ZOL-MRD 1). Die entscheidende
Frage ist, ob der Nachweis DTZ die Optimierung und Individuali-
sierung von Therapiestrategien für die einzelne Patientin ermög-
licht. Darüber hinaus sollen diese Studien klären, ob die Elimina-
tion DTZ als Marker für adjuvantes Therapieansprechen fungie-
ren kann. Dies würde die schnellere Evaluation neuer Therapie-
ansätze in der adjuvanten Situation ohne die bislang notwendi-
gen langen Nachbeobachtungszeiten ermöglichen.
Fazit für die Praxis
!

Internationale Studien haben auf höchstem Evidenzniveau den
unabhängigen prognostischen Wert des Nachweises von DTZ
im Knochenmark von Patientinnen mit einem primären Mam-
makarzinom belegt. Mit diesem Konsensus ist es gelungen, Stan-
dards für den Tumorzellnachweis im Knochenmark zu definie-
ren. Dies ist die Grundvoraussetzung, um den Tumorzellnach-
weis im Knochenmark als Stratifizierungsparameter in kli-
nischen (Therapie-)Studien aufnehmen zu können.
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