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Zusammenfassung

Der Mikrometastasennachweis im Knochenmark bzw. Blut wird
bei soliden epithelialen Tumoren zunehmend zum sensitiveren
Tumoerstaging benutzt. Der Nutzen der herkémmlichen Nach-
weismethoden epithelialer Antigene wie durch RT-PCR oder Im-
munbhistochemie wird durch die oft mangeinde Spezifitit
kontrovers diskutiert. In der vorgestellten Studie wurde durch
den direkten Nachweis der tumorspezifischen Chromosom 8 Al-
teration versucht, zirkulierende Tumorzellen im Blut von Pa-
tientinnen mit Mammakarzinomen unterschiedlicher Stadien
spezifisch zu detektieren. In einer geblindeten Studie wurden so-
woh! Abklatschpriparate primdrer Mammakarzinome sowie zir-
kulierende Tumorzellen aus dem Blut derselben Patientinnen
untersucht. Zirkulierende Tumorzellen wurden durch immuno-
magnetische Zellanreicherung aus dem Blut isoliert und auf ei-
nen Objekttriger zentrifugiert. Auf diesen Zytospins erfolgte im
zweiten Schritt eine 2-Farben Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rung (FISH) mit Zentromerproben7 und 8. Nach Analyse von
27 Patientinnen mit unterschiedlichen benignen und malignen
Mammatumoren konnen wir zeigen, daf das Alterationsmuster
des Chromosom 8 zwischen Primirtumor und zirkulierenden
Tumorzellen identisch ist. Weiterhin zeigt sich eine stadienab-
hingige Nachweisrate zirkulierender Tumorzellen beim dukta-
len Mammakarzinom. Bei den benignen Mammatumoren zeig-
ten sich in keinem Fall Chromosom & Alterationen im peripheren
Biut. Uberraschend war, daR sich bei 2 der 4 untersuchten Pa-
tientinnen mit einem TINO Mammakarzinom im peripheren
Blut Tumorzellen nachweisen lieRen. Die vorgelegte Studie de-

monstriert erstmalig, daR mit Hilfe der Interphasezytogenetik

Summary

The detection of micrometastases in the bone marrow or peri-
pheral blood of cancer patients is increasingly used for a more
sensitive tumor staging and prognostication. The potential value
of the currently used techniques for the detection of epithelial
antigens by RT-PCR or immunohistochemistry in respect of spe-
cificity is currently controversially discussed. In the present
study we demonstrate a new approach which enables the direct
visualization of the rumor specific alteration of chromosome 8 in
circulating tumor cells. We have therefore studied breast cancer
patients with various tumor stages and tried to determine the
frequency of circulating tumor cells in the peripheral blood by
using interphase cytogenetics for chromosome 7 and 8. Imprints
of primary breast cancers and cytospins with circulating tumor
cells of corresponding patients were studied in a blinded fashion.
The blood samples were generated by immunomagnetic enrich-
ment of circulating tumor cells from peripheral blood by ferro-
fluid and centrifugation onto cover slips. These cytospins were
then hybridized with centromer probes 7 and 8. After analyzing
27 patients with benign as well as malignant breast tumors we
can demonstrate that the chromosomal pattern between malig-
nant tumor and corresponding circulating tumor cells is identi-
cal. Furthermore, the detection of circulating tumor cells directly
correlates with the primary tumor stage. We did not find any
cells with chromosome 8 alterations in the patients with benign
disease. Surprisingly, even in early breast cancers (TINO) inter-
phase cytogenetics identified circulating tumor cells in 2 out of
4 patients. In conclusion, interphase cytogenetics represent a
non-invasive, sensitive and specific assay for the direct visualiza-
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zirkulierende Tumorzellen beim Mammakarzinom sensitiv und
spezifisch nachgewiesen werden kénnen. Inwieweit diese Zellen
eine prognostische Einschdtzung zulassen, werden gréRere pro-
spektive Studien zeigen.

Schiliisselwirter
Mammakarzinom - Mikrometastasen - Chromosom 8 - Interpha-
sezytogenetik - Tumorstaging

tion of circulating tumor cells in the peripheral blood. The prog-
nostic value of these findings remains to be further evaluated in
larger prospective studies.

Key words
Breast cancer - Micrometastases - Chromosome 8 - Interphase cy-
togenetics - Tumorstaging

Mammakarzinome zahien in Europa und Nordamerika zu den hiu-
figsten soliden Malignomen (iberhaupt. Die Metastasierung dieser
Tumoren ist die wichtigste Ursache fiir die krebsbezogene Mortali-
tdt der betroffenen Patientinnen, Die Entwicklung und Einsatz ad-
juvanter oder palliativer Therapiestrategien ist in hohem MaRe von
einem prazisen Tumorstaging abhingig. Das heutige Tumorstaging
ist nach wie vor maRgeblich durch die klinisch-pathologische Dia-
gnostik bestimmt. In den letzten Jahren wurde allerdings durch die
Entwicklung von Techniken wie der Immunhistochemie und PCR-
basierten Methodiken versucht, zirkulierende und damit meta-
stastische Tumorzellen sowohl im Blut wie auch im Knochenmark
nachzuweisen. Insbesondere der Nachweis epithelialer Epitope,
wie z.B. Zytokeratine, Mucine, Marmnmaglobin und CEA wird als
prognostischer Faktor bei soliden Tumoren wie Mamma- und
kolorektalen Karzinomen benutzt [1, 2, 3, 8,13, 17,19].

Mit solchen Ansdtzen kénnten neue Marker fiir das Tumorstaging
und die Indikationsstellung zusitzlicher Therapiestrategien beste-
hen. Als problematisch erscheint neben der oft niedrigen Spezifitit
das fehlende prognostische Potential der benutzten Marker. Aus
diesem Grund ware neben dem Nachweis einer Mikrometastasie-
rung, inshesondere auch eine genetische Charakterisierung der zir-
kulierenden Tumorzellen von hohem klinischen Interesse. Solch
eine tumorbiologische Charakterisierung kénnte Aufschluf iiber
das individuelle Risikopotential geben und so iiber eine individua-
lisierte Tumortherapie entscheiden. Ein weiterer Nachteil, insbe-
sonderer der Studien, die lediglich eine immunhistochemische An-
farbung der Tumorzellen unternommen haben, war die deutlich
niedrigere Sensitivitit gegeniiber PCR-basierten Techniken. Eine
Moglichkeit, die Sensitivitit zu erhéhen, besteht in der immuno-
magnetischen Anreicherung unter Verwendung von Ferrofluid
und epithelialen Antikérpern. Damit konnte eine Tumorzelle unter
105 normalen Blutzellen nachgewiesen und eine Sensitivitit wie
bei PCR-basierten Ansitzen erreicht werden [12, 16].

Mammakarzinome zeigen ein spezifisches rekurrentes Muster
chromosomaler Alterationen, die auch durch Verwendung spezi-
fischer DNA-Sonden im Interphasenukleus durch Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) nachweisbar sind. Insbesondete
das Chromosom 8 zeigt in den meisten Fillen einen Gewinn 141,
welcher durch entsprechende Zentromerproben nachgewiesen
werden kann. Der Vorteil der FISH-Technologie besteht darin,
daf diagnostische und prognostische (z.B. erbB2) DNA-Sonden
auf Tumorzellen unter Verwendung verschiedener Chromo-
phore gleichzeitig hybridisieren und diese damit diagnostiziert
und spezifiziert werden konnen. In der vorgestellten Arbeit ha-
ben wir Interphase-FISH verwandt, um einzelne zirkulierende
Tumorzellen im Blut von Patientinnen mit organbegrenzten
Mammakarzinomen zu detektieren. Die Isolation von zirkulie-
renden Tumorzellen wurde durch immunomagnetische Anrei-

cherung unter Verwendung von Ferrofluid und epithelialen Anti-
kérpern vorgensmimen.

Patienten und Methedik

Patientinnen

Die Studie erfolgte einfach geblindet, so daR erst nach Auswer-
tung der FISH-Experimente retrospekiiv das Tumorstadium be-
kannt wurde. Die histologische Einteilung der Tumoren erfolgte
nach der UICC-Nomenklatur. Es wurden ausschlieRlich invasive
ductale Mammakarzinome untersucht.

Tumorimprints und Blutzytospins

Nach schriftlicher Einwilligung der Patientinnen wurden Ab-
klatschprdparate (Imprints) aus dem aufgeschnittenen Tumor
vorgenommen. Die Objekttrager wurden anonymisiert markiert,
luftgetrocknet und in einer Alkohelreihe fixiert, dehydriert und
bei -20°C gelagert. Patientendaten, wie Alter und Tumorstadium
wurden nach erfolgter Auswertung retrospektiv im Sinne einer
geblindeten Studie erfaRt. AuRerdem wurde von den gleichen
Patientinnen sowie Kontrollpersonen 10ml Blut in EDTA-
Rébrchen abgenommen. Bei den Tumorpatientinnen wurde das
Blut praoperativ entnommen. Fiir die immunomagnetische Tu-
morzellanreicherung benutzen wir das System der Firma Immu-
nicon (Huntigdon Valley, PA). Dabei wurden monokionale Anti-
korper gegen ,epithelial cell adhesion molecule* (EPCAM) be-
nutzt, die an epitheliale Zellen binden. Es wurde der EPCAM-An-
tikérper GA73.3 (freundlicherweise bereitgestellt durch D. Her-
lyn, Wistar Institute, Philadelphia) an kleinste Eisenpartikel
{ = ferrofiuid) gebunden (fiir eine detaillierte Beschreibung,
siehe [10]). Das Blut wurde mit dieser , ferrofluid“ fiir 15 min in-
kubiert und danach fiir 10 min einem magnetischen Feld zur
Zellseparation ausgesetzt. Die durch das magnetische Feld iso-
lierte Zelifraktion wurde dann nach Entfernung des Blutes durch
einen Puffer resuspendiert und auf einen Objektriger als Zyto-
spin zentrifugiert (fir eine detaillierte Beschreibung siehe [15]).

Interphase-FISH

Zentromer spezifische Proben fiir die-Chromosomen 7 und 8 (Vysis)
wurden zur Hybridisierung auf die Zytospins benutzt, um Tumor-
zellen nachzuweisen. Die Zentromer Proben 7 und 8 wurden in ei-
nem 2-Farben-FISH-Experiment ko-hybridisiert. Die Zentromer §
Probe diente zur Detektion der Tumorzellen, die Zentromer 7 Probe
als interne Kontrolle einer suffizienten Hybridisierung (Chromo-
som?7 ist bei Mammakarzinomen nicht verindert). Die FISH-Ex-
perimente erfolgten nach Standardmethoden [7} und wurden durch
ein Leica DMRXA Mikroskop mit einer CCD Kamera (Sensys, Photo-
metrics, Tucson, AZ) und Leica Q-FISH Software aufgenomimen.
Funfhundert Zellen pro Zytospin wurden standardmaRig analysiert.
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den die Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen in humanes
Blut suspendiert und iiber Ferrofiuid wieder isoliert. Die Zellinie
SKBR3 weist eine Monosomie fiir das Chromosom 8 auf, welche
in dem Zweifarben-FISH-Experiment verifiziert werden konnte
(Abb.1). Die APAAP-Firbung gegen Zytokeratin zeigt die epithe-
liale Herkunft der Zelle. In den durchgefiihrten Verdinnungsrei-
hen mit der Zellinie SKBR3 konnte gezeigt werden, daR mit der
immunomagnetischen Anreicherung und nachfolgender Inter-
phase-FISH etwa 1Tumorzelle aus 1 ml Blut iscliert und detek-
tiert werden kann.

Abb.1 Zwei-Farben-Fish-Experiment an Zellen, die durch Ferrofiuid
aus demn Blut isoliert werden. Hier wurde die Zellinie SKBR-3 ins Blut
gesunder Probanden gegeben und isoliert. Die Abbildung zeigt eine
Ko-Hybridisierung mit DNA-Sonden fir Chromosome 7 (in rot) und 8
(in griin). AuRerdem immunhistochemische Anfirbung gegen Zytoke-
ratin (rot) und Kerngegenfarbung (blau). Man sieht eine etwas groRere
Zelle, die rotlich gefarbt ist und Zytokeratine exprimiert. Sie weist im
Nukleus zwei rote Punkte als Zeichen der Diploidie fiir Chromasom 7
und ein Signal in griin fir die bekannte Monosomie 8 der Zellinie
SKBR-3 auf. Die kleinere Zelle zeigt keine Fxpression von Zytokeratin
(nicht rétlich gefirbt, keine epitheliale Tumorzelle) und zeigt diploide
Signale fiir Chromosom 7 und 8 auf.

Abb.2 In dieser Abbildung wird ein Paar aus Abklatschpraparat (a)
eines Mammakarzinoms und aus einem Blutzytospin (b) der gleichen
Patientin gezeigt. Hier wurden DNA-Sonden fiir Chromosom 8 {(gelb)
2ur Detektion von Tumorzellen verwandt. Die Nuklei sind mit einer ro-
ten Kerngegenfarbung angeférbt. Es zeigt sich, dal das chromosomale
Alterationsmuster im Abklatschpriparat identisch zu dem im Blutzy-
tospin ist (Pentasomie). Die internen Kontrollen mit Chromosom7
sind in dieser Abbildung nicht gezeigt.

Tab.1 Zusammenfassung der TNM-Stadien sowie der Interphase-
FISH Ergebnisse der untersuchten Mammakarzinome

Stadium n imprint Blutzytospin
T80 4 444 2/4

TINT 4 4f4 3/4

T2 5 505 305

T3NT 4 444 4j4

Ergebnisse

Vor Beginn der Studie mit primdrem humanen Material wurde
die angewandte FISH-Technik fir diese Experimente zundchst
mit der Mammakarzinomzellinie SKBR3 optimiert. Dabei wur-
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tn der durchgefiithrten Studie erfolgte die Analyse von 6 gesun-
den Kontrolipersonen und 27 Patientinnen mit benignen Verin-
derungen der Brust (Fibroadenome und Mastopathien) sowie
Karzinomen unterschiedlicher Stadien (Tab.1). Es wurden je-
weils ,matched pairs* fiir jede Patientin angefertigt, die aus ei-
nemn Abklatschpraparat des Brustgewebes und dem dazu gehdri-
gen Zytospins aus dem Blut stammen (Abb. 2). Die angefertigten
Priparate wurden mit einer Nummer versehen und geblindet
analysiert. In der Kontrollgruppe der gesunden Probanden
(n = 6)wurden in keinem Fall Zellen mit chromosomalen Veran-
derungen im peripheren Blut gefunden.

Die Gruppe der Patientinnen mit benignen Mammaverdnderun-
gen bestand aus 8 Patientinnen, die histologisch ein Fibroadenom
oder eine Mastopathie aufwiesen. In diesen Fillen zeigten sich
ausschlieRlich diploide Zellen in den Imprints sowie in den Zyto-
spins. Chromosomale Alterationen waren nicht nachweisbar. In
vier der vier untersuchten Imprints der TINO Mammakarzinome
fanden sich entweder eine Trisomie, Tetrasomie sowie Pentaso-
mie des Chromosoms 8 in der Majoritdt der analysierten Zellen.
Die restlichen Zellen der Imprints wiesen lediglich zwei Kopien
der Zentromer 8 Probe auf. In den dazu korrespondierenden Blut-
zytospins konnten in zwei Fallen zirkulierende Tumorzellen
nachgewiesen werden, Die Zahl der detektierten Tumorzellen in
allen Blutzytospins war groer als 2% der ausgezihiten Zellen
(> 10 Tumorzellen pro 500 ausgezihiter Zellen). Das Muster chro-
mosomaler Alterationen war in jedem Fall im Imprint und im kor-
respondierenden Zytospin identisch (z.B. Pentasomie fiir Zentro-
mer8 im Imprint und ebenfalis Pentasomie im Zytospin, s.
Abb. 2). Bei den TINT (n = 4) Mammakarzinomen fanden sich in
allen Primirtumoren entsprechende Zentromer 8 Alterationen,
welche in 3 der 4 Zytospins zu detektieren waren. In der Gruppe
der T2N1 Karzinome (n = 5) wurden ebenfalls in allen Primartu-
moren chromosomale Veranderungen gefunden. Hier konnten
bei 3 der 5 Patientinnen ebenfalls zirkulierende Tumorzellen im
Blut nachgewiesen werden. Bei den lokal fortgeschritteneren
T3N1 Mammakarzinomen (n = 4) zeigten sich bei allen Patien-
tinnen sowohl im fmprint als auch im Blut Tumorzellen (Tab. 1).

Diskussion

In den letzten Jahren wurde durch die Anwendung neuer Techni-
ken der molekularen Zytogenetik gezeigt, daf8 alle soliden epi-
thelialen Tumoren ein spezifisches und rekurrentes Muster chro-
mosomaler Veranderungen aufweisen. Dieses ist durch Gewinne
bzw. Verluste ganzer Chromosomen, Chromosomenarme oder
-abschnitte gekennzeichnet [16]. Aus klinischer Sicht sind diese
chromosomalen Alterationsrnuster interessant, da sie 1) spezi-
fisch fir einen malignen Tumor sind und 2) direkt mit Hilfe von




DNA-Sonden auch im klinischen Praparat nachweisbar sind. Sie
konnen daher zur Tumordiagnostik und additiv zum verbesser-
ten Tumorstaging eingesetzt werden [5]. In der modernen Onko-
logie gehort der Nachweis zirkulierender Tumorzeflen im Kno-
chenmark bzw. im Blut (Minimal Residual Disease) zunehmend
zum Tumorstaging [14]. Die Detektion metastastischer Einzel-
zellen beim Mammakarzinom erfolgt in der Regel iiber den im-
munhistochemischen bzw. PCR-basierten Nachweis epithelialer
Epitope als indirekten Hinweis auf zirkulierende Tumorzellen.
Die Probleme sind evident, da neben der Existenz von Pseudo-
genen auch die ektope Expression epithelialer Antigene die Spe-
zifitdt solcher Testsysteme erniedrigt [1, 3, 11]. Aus diesem Grund
haben wir in der vorgesteliten Studie den direkten Nachweis tu-
morspezifischer chromosomaler Verdnderungen mit Hilfe von
FISH-Analysen gewdhlt. Wir konnten zeigen, dafd FISH-Analysen
in Kombination mit einer immunomagnetischen Tumorzeilan-
reicherung sensitiv und spezifisch sind. Der Vorteil liegt darin,
daf8 iiber den direkten Nachweis von Tri-, Tetra- bzw. Pentaso-
mien des Chromosoms 8 Tumorzellen spezifisch nachgewiesen
werden kénnen. Wir konnten zeigen, daR die detektierten zirku-
lierenden Tumorzellen die gleiche zytogenetische Alteration auf-
wiesen wie der korrespondierende Primdrtumor. Dies bedeutet,
daf im Falle ausschlief8licher Trisomien 8 im Primdrtumor, diese
auch bei den im Blut nachgewiesenen Tumorzellen vorlag. Bei
Primértumoren, die z.B. gemischt Trisomien und Pentasomien
des Chromosoms 8 aufwiesen, konnten wir ein entsprechendes
Muster auch in den Tumorzellen im Blut finden. Der zytoge-
netische Nachweis mikrometastatischer Tumorzellen bei soliden
epithelialen Tumoren wurde kiirzlich erstmalig publiziert [9].
Allerdings wurde in dieser Studie eine Tumorzellinie aus mikro-
metastatisch durchsetzten Lymphknoten eines Osophaguskarzi-
noms gewonnen und durch Multicolor-FISH untersucht. Bei die-
ser Zellinie konnte eine Insertion des Chromosoms 13 in das
Chromosom 1 gefunden werden. Der Nachweis zytogenetischer
Abberaticnen mit Hilfe von Zellinien und Spectral Karyotyping
bzw. Multicolor-FISH wird sicher fiir die experimentelle Tumor-

forschung interessant bleiben, aber aufgrund der Komplexizitdt

der Methoden nicht im klinischen Alltag als Routinetechnik Ein-

zug halten. Der von uns beschriebene Ansatz mit Hilfe der Inter-

phasezytogenetik ist ein deutlich einfacherer und praktikabler

Weg, der es auch erlaubt, gréRere Probenmengen in einem ade-

quaten Zeitraum zu analysieren. Voraussetzung ist allerdings,

daf8 die zu untersuchende chromosomale Alteration fiir die je-

weilige Tumorentitat bekannt ist. Die Interphasezytogenetik bie-

tet auch den groRen Vorteil, neben chromosomalen DNA-Sonden

auch prognostisch wichtige Gen-Sonden simultan zu verwen-

den. Durch einen solchen Ansatz konnten gleichzeitig mehrere

eingesetzte Sonden eine umfassende Charakterisierung zirku-

lierender Tumorzellen ermdglichen [18]. Die Signifikanz fiir das

klinische Management onkologischer Patienten wire enorm. *
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Weiterhin demonstrieren unsere Daten, daf8 selbst bei frithen
Tumorstadien des Mammakarzinoms, wie TINO, ein signifikan-
ter Anteil der Patientinnen zirkulierende Tumorzellen aufweist.
Dieser Anteil steigt entsprechend des Tumorstadiums an und er-
reicht bei der kleinen Fallzahl (n = 4) der fortgeschrittenen Kar-
zinome (T3N1) 100%. Es ist unwahrscheinlich, daf bei all diesen
Patientinnen ein metastatisches Tumorleiden vorliegt. Die Uber-
lebensfihigkeit und inshesondere das metastatische Potential
dieser Zellen kann mit dem von uns angewandten Assay sicher
nicht erfafkt werden. Faktum bleibt aber, daR diese Tumorzellen

die ersten Schritte der Metastasierungskaskade [6] erfolgreich
passiert haben. Die prognostische Relevanz eines solchen Tumor-
zellnachweises bleibt zumindestens in dieser Studie offen und
mufd durch groflere prospektive Studien mit entsprechend lan-
gen Nachbeobachtungszeiten geklart werden.
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