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HOGuneitHbIi XKypHai, mocBsaieHHbI 60-1eTrio akagemuka M.WU.[JaBbimoBa. Mel mo-
cTapaJich CKOHIIEHTPUPOBAThCS Ha aKTyaTbHOI MPoGIeMe OHKOJIOTUY — MUHUMAaTbHOM
OCTaTOYHOU 60s1e3HM TIpH pake. 2KypHas TIOATOTOBIEH COBMECTHO C HAIITUMU HEMETTKUMU
koieramu, u npodeccop b.bpannr (TamOypr, [epManust) 106e3HO cormacuiics ObITh IMO-
YEeTHBIM penakTopoM Homepa. CTaThbU OTPaXaloT TeMAaTUKy JOKIanoB 4-it Poccuiickoit
¢ MEXTyHApOIHBIM yIacTreM KoHbepeHIINN « MMMyHOIOTYSI TeMOTI033a», COCTOSIBIIIEIACST
6 utons1 2007 . B cooTBeTCTBME C TIOXKENTAaHUEM HAIIIMX HEMELKUX KOJIJIET KypHaJl BIIepBbIe
BBIXOJUT Ha 3 I3bIKaX — PYCCKOM, aHIJIMACKOM ¥ HEMELIKOM.

Haneemcst, 4To nipecTaBieHHBIE CTAThU TTOCTYKAT MOIITHBIM CTUMYJIOM K JaTbHEUIIIe-
My Pa3BUTHIO MEPCTIEKTUBHOTO HATIPABICHUST KIIMHUYECKON OHKOJIOTUY — UMMYHOJIOTH -
YeCKOMY CTa[JMPOBAHUIO PaKa.

[ hasnbiil pedaxmop scypruanra « MmmyHonoeus eemonoasa»
3as. nabopamopueil UMMYHON0UU 2eMON033a

TV Poccuiickoeo oHKO0M02UHECK020 HAYHHOR0 UeHmMpPa
umenu H.H.baoxuna PAMH

00KMOp MeOUYUHCKUX HAYK,

npogpeccop H.H. Tynuypbin

A jubilee issue of our journal is devoted to the 60th birthday of academician M. 1. Davydov.
We have tried to focus on an important problem of oncology, that is minimal residual disease
in cancer patients. The issue was prepared in cooperation with our German colleagues and
professor B. Brandt (Hamburg, Germany) kindly consented to be a honorary editor of this
issue. The presentations included in the issue reflect problems of the 4th Russian conference
on hemopoiesis immunology with international participation held on June 6, 2007. In
accordance with the request of our German colleagues this issue is published in three lan-
guages: Russian, English and German.

Hope that these presentations will be a strong stimulus to further advance in immuno-
logical cancer staging that is a prominent field of clinical oncology.

N. N. Tupitsyn, M. D., Professor

Editor-in-chief, The Haematopoiesis Immunology
Head, Hematopoiesis Immunology Laboratory

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center RAMS
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Om pedaxmopa
H.H. Tynuyvin

TEMATOTEHHO JIJUCCEMWHUPOBAHHBIN
OIIEPABEJTBbHBIN PAK PAHHUX CTAIUN —
OJ/THA 13 TJIABHBIX ITPOBJIEM OHKOJIOTUMN.
NMMYHOJIOTUYECKOE CTAIIMPOBAHUE
OITYXOJIEN

'Y POHLI um.H.H.Bbroxuna PAMH, MockBa

PE3IOME

JInarHOCTHKA TeMaTOTEHHOTO PacIpOCTpaHEeHUs SMUTEIMATBHBIX OITyX0JIeil Ha paH-
HUX CTaAusIX — OJHA U3 IJIaBHBIX Mpo0JieM oHKosoruu. s ee peieHuss HeooxoauMa
CTaHIAPTU3ALIMS MCCeNOBaHUI KOCTHOTO MO3Ta M KOJIMYECTBEHHOM OLEHKU €AMHUY-
HBIX M30JIMPOBAHHBIX METACTATUYECKUX KJIETOK. B cTaThe MpUBOIUTCS aJTOPUTM UCCIIEC-
JIOBaHMSI KOCTHOTO MO3Ta Ha HaJIMYMe MUKPOMETACTa30B paKa, MO3BOJISIIOIINI CTaHaap-
TU30BaTh KOJUYECTBEHHYIO OLIEHKY M M30exXaTh pa30aBiieHUs] nepudepudeckoil Kpo-
BbI0. MeMGpaHHyIo runepakcnpeccuio HER2/neu Ha kitleTkax paka MOJIOYHOM KeJIe3bl
BO3MOXHO M3y4aTh JIOMUHUCIICHTHBIM U IPOTOYHO-ITUTOMETPUYECKUM METOIAMH.

KimouyeBbie cj10Ba: MUKpoMeTacTasbl, KOCTHBI MO3I, CTaHIAPTU3ALIKS.

310KauyeCTBEHHbIE SMUTETUATBbHBIE OMYyXOJH YXX€ Ha CaMbIX PAaHHMX OIepabesbHBIX
cranusx y 20—40% OGOJIbHBIX SIBJISIFOTCSI TeMaTOTEHHO TUCCEMUHUPOBAHHBIMHU [7].

Xupypruueckoe ynajieHre omyXoiu ¢ TuMdoarccekimeit nocturio arnores. Mueono-
TSl U TEXHUKA BBITIOJTHEHUS PaIUKaJIbHBIX ONepaluil Py OMyXoJIsiX pa3INyHOMI JoKa-
JIM3a1uu OJiecTsie pa3BuThl akageMukoM M. M. JlaBbinoBeiM — 1ikosa M. . [laBeinoBa.
PesynsraTom SIBUIOCH pe3KOe COKpallleHUe PeLIUIUBOB paka.

OpHako npo6emMa BO30OHOBIEHUSI OMTYyXOJIEBOTO POCTA Y «PaANKaIbHO MPOOIIEPUPO-
BaHHBIX» OOJIbHBIX Jajieka OT cBoero paspeuieHus. Co6CTBEHHO, €€ 10 CUX MOP HUKTO
U He chopMyarMpoBas Kak MpobjeMy. A OHa JIEXXUT Ha TOBEPXHOCTH, U OYEBUTHOCTD €€
SIBJISIETCSI 00e30pyKMBAIOIIE — TPoLlecC BO3OOHOBIISIETCS U3 3TI0KAYECTBEHHBIX KIle-
TOK, MUTPUPOBABLIUX [0 OTIepalliy U3 MIEPBUIHOI Omyxosu (IycTh Jaxe OYeHb MaJloro
pa3Mepa) ¢ TOKOM KPOBU B KOCTHBIN MO3L. DTU KJIETKHA MOTYT HAXOIUTbCS B MOKOSIILIEM-
cs «apemMiionieM» coctostHuu (dormant cells) 1 aKTUBU3UPOBATHCS, AaBATh METACTATH -
YEeCKUI1 POCT CIYCTSI TONbI U AECATUIIETUSI MOCTIe PAIUKaJIbHON Orepaluu.

OrnyxoneBble OTCEBbl B KOCTHOM MO3T€ MOTYT BBIIVISIIETh KaK €IMHUYHBIE pAa3pPO3HEH-

UDC 616.006,6-033.2:616.419

Editorial
N.N. Tupitsyn

HEMATOGENOUSLY DISSEMINATING
OPERABLE CANCER AS A PRINCIPAL PROBLEM
OF ONCOLOGY.
IMMUNOLOGICAL TUMOR STAGING

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center RAMS, Moscow

ABSTRACT

Detection of hematogeneous spread of epithelial tumors at early disease stage is an
important problem of oncology. Solution of this problem involves standardization of bone
marrow investigations and quantification of single isolated metastatic cells. The paper
describes an algorithm for detection of micrometastatic involvement of bone marrow that
helps to standardize quantification techniques and to avoid specimen dilution with periph-
eral blood. Luminescence and flow cytometry may be used to detect membrane Her2/neu
overexpression on breast cancer cells.

Key words: micrometastasis, bone marrow, standardization.

Epithelial cancer is characterized by hematogenous dissemination already at earliest
operable stages in 20 to 40% of cases [7].

Surgical tumor removal with lymph node dissection is at its zenith. Ideology and tech-
nique of radical surgery for tumors of various sites were developed magnificently by
M.I. Davydov and his followers. This effort resulted in a marked reduction in cancer
recurrence.

However the problem of continuing tumor growth in patients undergoing 'radical sur-
gery' is far from being solved. Indeed, it was not even formulated as a problem so far. But
it is obvious: the disease starts again from malignant cells migrating from the primary
tumor (even if very small) by circulation into bone marrow before surgery. These cells may
be dormant to become activated and to give rise to metastatic growth several years or even
several tens of years after radical surgery.

Tumor deposits in bone marrow may look like single, isolated (solitary) cells or like cell
clusters or micrometastases!. These cells are also found in peripheral blood and are
referred to as 'circulating tumor cells'. Such individual, single tumor cells cannot be
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HbIE, U30JIMPOBAHHBIC (COMUTAPHBIC) KIETKUA WM MX TPYIIBl — MUKpOMeETacTasbl!. DT
KJIETKY BBISIBIISTIOTCS] TaKKe B TIeprudeprIecKoil KpOBU — ITUPKYJIMPYIOIINE OITyXOJIeBbIe
xieTku. Mopdoornieckn eNMHIIHBIE Pa3pO3HEHHBIE OITyXOJIeBbIe KJIETKH He OTIpe/eIs-
I0TCST — TpeOyeTcst IPUMEHEHNE BICOKOUYBCTBUTEIbHBIX UMMYHOJIOTMYECKIX METOMOB.

XHWMUO- ¥ TOPMOHOTEPAMUS HE TOCTATOYHO 3(PDEKTUBHBI B YHUUTOXEHUN U30JIUPO-
BaHHBIX TUCCEMUHUPOBAHHBIX OITYyXOJIEBBIX KJIeTOK. MIMMyHOTepanus (TeplenTuH) siB-
JIIeTCsl METOIOM BbIOOpa B Her2/neu-nmo3uTHBHBIX CiIydyasx. B 1ieiom MeToasl apannka-
LMK MUKPOMETACTa30B paka OTCyTCTBYIOT. Co3aaHue 3(P(PEeKTUBHBIX TPOrpaMM U Mpe-
IMapaToB U301 PaTEIbHOTO NEHCTBUST (MMMYHOJIOTMUYECKKX) JIUIST YCTPAaHSHUST pa3po3HEeH-
HBIX TUCCEMUHUPOBAHHBIX OIMYXOJIEBBIX KJIETOK IOJIKHO OBITh CHOPMYIMPOBAHO KaK
OjIHA 13 HanmboJiee MPUOPUTETHBIX 3aJ1a4 OHKOJIOTHH.

s Toro 4toObl KOHTPOJUPOBaTh 3(MMEKTUBHOCTh BO3AEHCTBUS JEKapCTBEHHBIX
CPENCTB HA MUKPOMETACTa3bl HYy’KHO, B TIEPBYIO OYepelb, CTAHAAPTU30BATh METOIBI KO-
JIMYECTBEHHOU OLIEHKN eIMHWYHBIX TUCCEMMHUPOBAHHBIX OITyXOJEBBIX KJIeTOK. Peub
HUIET 00 UMMYHOJIOTMYECKOM CTaAMPOBAHUU paKa.

JJ1s1 cTaHmapTU3alluy UCTIONb3YIOT «IIPUBS3KY» K YUCITY JIEMKOLIMTOB JIMOO K 00beMY
KPOBU, B KOTOPOM BBISIBJISIETCSI OTIPEIEICHHOE KOJIMUECTBO OITyXOJIEBbIX KJIETOK, YTO JIe-
TaJbHO OCBEIIEHO B CTaThsiX podeccopa b. bpanara (ummyHoumTosorus) u O.b.bxa-
IYT C coaBTOpaMu (MPOTOYHAast IUTOMETPHUSI) B 3TOM HOMEpE XKypHaJa.

s BBICKAXYy JIMIITb HEKOTOPbIe COOOpaskeHUsI TI0 TIOBOLY CTaHAAPTU3AIIUK UCCIIEN0Ba-
HUI KOCTHOTO MO3ra, TaK KaK B JaHHOM BOIIpOCE B JINTEpaType IOTHas Hepa3oepuxa.

AJITOPUTM UCCJIEIOBaHUSI KOCTHOTO MO3Ta Ha IpeaMeT OOHapy:XeHUs eIMHUYHBIX
M30JIMPOBAHHBIX OTYXOJIEBBIX KJIETOK TaKOB.

1. 3a00p MUHUMAJIEHOTO 00BheMa KOCTHOTO Mo3ra (He 6oee 0,5 mit). YoeauTeIbHO 10~
Ka3aHo, YTo MpHu B3aTuHU 60Jiee 0,2 MJI KOCTHOTO MO3Ta MOXEeT MMETh MECTO pa30aBlieHUE
obpasua nepudepuyeckoii Kposblo [8]. Texuuuecku B3sTh 0,2 MJI IOBOJIBHO CJIOXHO,
Mo3TOMy MBI pekoMeHayeM B3satue 0,5 mi (puc. 1). B autepatype nmpuBoAsTCS TaHHbIE
0 B3ITHH, KaK IIPaBUJI0, 3HAYUTEIBHO OOJIBIINX 00hEMOB KOCTHOTO MO3ra [4], 4To Heu3-
0eKHO CBSI3aHO ¢ pa30baBiieHUeM nepudepruyeckoii KpoBblo. B ciyyasix pazdoaBieHust KO-
CTHOTO MO3Ta KPOBBIO, CYIUTh O TOM, OOHAPYXEHBI OIyXOJIeBbIe KJIETKA B KPOBU WA
KOCTHOM MO3T€ He MPEACTABISIETCS BO3MOXKXHBIM.

2. [MoacueT KJIeTOYHOCTH KOCTHOTO MO3Ta U IMTPUTOTOBJIEHUE CTAaHAAPTHBIX Ma3KOB KO-
CTHOTO MO3Ta IS aHaIn3a MyesTorpaMMbl. Ha ocHOBaHMM cocTaBa MUEIOTpaMMBI 1 KJTe-
TOYHOCTU 00pa3iia JieslaeTcst 3aKIoYeHre 00 OTCYTCTBUU pa30aBieHUsT KOCTHOTO MO3Ta
nepudepruIecKoil KpoBblo. B cTaThsx MomoOHbIe cBeIeHNsI, KaK ITPaBUjIo, OTCYTCTBYIOT.

3. JIuzupoBaHue 3PUTPOLIMTOB WIM BblIEJICHUE MOHOHYKJIEApHOU (hpaKIMy KIETOK
KOCTHOTO MO3Ta B IpaJiIMeHTe TUIOTHOCTH (DUKOJIIA.

4. Mpurorosnenue uuToNeHTPUPYXKHBIX perapatoB (0,5—1 MIIH KJIIETOK Ha Tpera-
paTt), puc. 2. B cinyyasx ¢pakiimoHMpOBaHUS KJIETOK MPOBOAUTCS MOBTOPHBIN MOACYET

1 Mna y100CTBa U3JIOXKEHUSI TEPMUH «MUKPOMETAcTa3bl» OYyIEeT UCIOIb30BaH B JAHHOI CTaTbe U MPUMEHU-

TEJbHO K pa3pO3HEHHBIM €IMHUYHBIM OITyXOJIEBBIM KJI€TKaM.

detected by morphological tests, and highly sensitive immunological approaches are
therefore needed.

Chemo- and hormonotherapy are not effective enough to kill isolated disseminating
tumor cells. Immunotherapy (Herceptin) is the method of choice in HER2/neu-positive
cases. There are no techniques to eradicate cancer micrometastases yet. Development of
effective and selective (immunological) regimens and agents targeted at individual dissem-
inating tumor cells should be established a top priority problem of oncology.

Standardization of quantification techniques for single disseminating tumor cells is
needed first of all to control micrometastatic response to anticancer agents. It is the ques-
tion of immunological cancer staging.

The standardization involves detection of a certain number of tumor cells in relation to
WBC count or blood volume as described in detail in presentations by B. Brandt
(immunocytology) and O. B. Bzhadug et al. (flow cytometry) in this issue.

Below are some of my considerations on standardization of investigations on bone mar-
row specimens presented in an attempt to clarify the absolute mess on this question in the
literature.

Algorithm for investigation of bone marrow to detect single, isolated tumor cells is as
follows.

1. Harvest a minimal bone marrow sample (not more than 0.5 ml). Harvesting more
than 0.2 ml bone marrow was proven associated with peripheral blood dilution [8]. It is
rather difficult technically to take 0.2 ml, so our recommendation is to take 0.5 ml (pic. 1).
Reported data are usually based on study of much greater bone marrow specimens [4]
which is always associated with dilution by peripheral blood. In this case one cannot know
whether the detected tumor cells are derived from blood or from bone marrow.

2. Count bone marrow cellularity and prepare standard bone marrow smears for myelo-
gram analysis. Make conclusion about whether the bone marrow specimen is not diluted
with peripheral blood basing on myelogram composition and specimen cellularity. There
are generally no such data in publications.

3. Lyse red blood cells or isolate mononuclear fraction of bone marrow cells in ficoll
density gradient.

4. Prepare centrifuge specimens (0.5 to 1 million cells per specimen) (pic. 2). In case of
cell fractionation recount myelogram by cytological specimens to assess mononuclear
fraction enrichment (this is needed to present data in relation to initial myelokaryocyte
concentration).

5. Perform immunological staining of cytospecimens with monoclonal antibodies
(MAB) to epithelial antigens. It is important to use those MAB that do not react with bone
marrow-derived hemopoietic cells. For this reason MAB to EMA (epithelial membrane
antigen), DF-3 and 115D8 are not suitable [5]. We use MAB KL-1 and CAMS5.2. Both
Iuminescent [6] and enzyme immunostaining can be used to visualize tumor cells. We pre-

1 Here the term 'micrometastasis’ also implies single tumor cells for simplicity.
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MUEJIOrpaMMBbl 10 IIMUTOIpernapaTaM C LieJblo YCTAHOBJIEHMS CTEIIEHN 00oralieHusl Mo-
HOHYKJIeapHO# (pakiuK (3TO HEoOXOIUMO JIIST TIPEACTABICHUST TaHHBIX B pacueTe Ha
HWCXOIHYIO KOHIICHTPALNIO MUEJIOKAPHOLIUTOB).

5. UMMyHoOIOTHYECKOe OKpalllMBaHUE LIUTOIIpenapaToB MOHOKJIOHAIbHBIMU aHTH-
tesamu (MKA) K snuTendanbHbIM aHTUTeHaM. BaxXHO MCIIOJb30BaTh aHTUTENA, HE
pearupylomniue ¢ TeMOITOATUYECKUMHM KJIeTKaMu KOcTHOro Mo3ra. [1o aToit mpuyunHe
MKA k EMA (enutenuanbHblii MeMOpaHHbIN aHTuTeH), DF-3 1 115D8 ny1a BeisiBiIe-
HUSI MUKpOMeTacTa3oB He moaxoadT [5]. Mbl ucnonbdyem MKA KL-1 u CAMS.2.
J1st BU3yaIM3alliy OIYXOJIEBBIX KJIETOK, CBSI3aBIIMXCS C aHTHTEJAaMM, MPUEMIIEMO
KakK JIOMUHHUCLIEHTHOE [6], TaK 1 MMMyHO(EPMEHTHOE OKpaluuBaHue. MBI OTIaeM
MpeArnoYTeHNe JIOMUHUCIEHTHOMY OKpAalllMBAaHUIO C MCIOJb30BAaHUEM MPSIMBIX
konbloratoB MKA ¢ FITC, Tak Kak B ciiydasiX UCITOJIb30BaHUSI UMMYHOITEpOKCHUIA3-
HOTO OKpPAIIMBaHUS €CTh CJIOXHOCTH C TOJHBIM OJIOKMPOBAaHMEM YHIOTEHHOM MUe-
JIOTIEPOKCHUAA3BI TEMOITOATUYECKUX KJIETOK, a P MCITOJb30BaHUM IIeJIoUHO(pOocha-
Ta3HOTO MeTolla BO3MOXHa Hecreluduueckas peakiys MIa3MOLUTOB C IIEJOYHOMK
¢docdarazoii [2].

6. IMomcyer yncia OMyXOJIEBBIX KIETOK cpeau 1—10 MIH MMETOKAPUOLIMTOB KOCTHOTO
moara. [loacuer MoKeH OCyLIECTBISAThCS KBATUGUIIMPOBAHHBIM MOP(OJI0TOM.

[IprmMeHeHue TaHHOTO MeTo/a MO3BOJIMIIO TTOTYYUTh MHTEPECHBIE pe3yJIbTaThl, Kaca-
OIIMECsT B3aUMOCBSI3M 0OHAPYKEHUSI MUKPOMETACTAa30B B KOCTHBIN MO3T CO CTanuel pa-
Ka MOJIOUHOM XeJIe3bl, PEIENITOPHBIM CTATyCOM OITYXOJIM, COCTOSTHUEM T€MOIIO3THYEC-
KOIi TKaHU KOCTHOTO Mo3ra [1], crarbst O.B.KpoxuHoii B HacTos1ieM HoMepe.

OIHUM U3 TJIaBHBIX BOMPOCOB, CBSI3AHHBIX C TAKTUKOM JICYCHUSI MUKPOMETACTA30B,
SBJISIETCS OTIpeNesICHUE dKCIpeccuy (Tumnepakcnpeccun) Her2/neu MmetactaTmueCKUMM
kinetkamu [3]. Ocoboe 3HauyeHUe ISl MOCIEAYIONIell Tepanuy HMMeeT YCTaHOBJIEHME
MeMOpaHHOI 3KCITPECCUU peLienTopa.

C oTol 1enbio MBI (hJIYOPECLIEHTHO METWIIM JICKAPCTBEHHOE CPENCTBO TPacTy3ymad
¥ OLICHWJIN pEaKIIMIO ¢ KJIETKaMM paka MOJIOYHOI XKeJie3bl Ha CBEXKE3aMOPOXKEHHBIX Cpe-
3aX ¥ B IPOTOYHOI LIUTOMETpUU (pUC. 3, Ha 3 cTpaHUILIe OOJIOXKKHM).

PesynsTaThl uryopeciieHTHOTO OKpAITMBaHUST TIOJTHOCTBIO COBMANAIOT C TaHHBIM UMMY-
HOTUCTOXMMUHM. YTO ke KacaeTcss BO3MOXKHOCTHU BhISIBJICHUS TUIIepakcpeccu Her2 /neu
Ha U30JIMPOBAaHHBIX METACTATUYECKUX KJIETKaX B KOCTHOM MO3I€ METOIOM MPOTOYHOM 111 -
TOMETPUH, TO JJIST OKOHYATEITHHOTO 3aKJTIOUCHUS Ha 3TOT CYET MOTPEOYIOTCS MOTTOJTHMU-
TebHBIC UCCIIEAOBAHNS M HAKOIJICHE MaTepraa.

Jluteparypa/References:

1. Kpoxuna O.B., Jlemsieun B.I1., Tynuywin H.H. u np. iMMyHOMOpPdotornueckast TMarHocTUKa Mu-
KPOMETACTAa30B paka MOJIOYHOM XXeJie3bl B KOCTHBINM Mo3T. Mammostorust. — 2005. — Nel. — C. 70-73.

Krokhina O.V., Letyagin V.P., Tupitsyn N.N. et al. Immunomorphological diagnostics of bone mar-

row breast cancer micrometastases //Mammologia. — 2005. — N1. — P. 70-73

2. Borgen E., Beiske K., Trachsel S. et al. Immunocytochemical detection of isolated epithelial
cells in bone marrow: non-specific staining and contribution by plasma cells directly reactive to alka-
line phosphatase. J. Pathol. — 1998. — V.185, N4. — P. 427-434.

fer luminescent staining with direct MAB-FITC conjugates because immunoperoxidase
staining may render difficult full block of endogenous hemopoietic cell myeloperoxidase,
while the use of alkaline phosphatase may be associated with non-specific plasmocyte
reactivity with alkaline phosphatase [2].

6. Count the number of tumor cells per 1 to 10 million myelokaryocytes. The count
should be made by an experienced morphologist.

This method resulted in interesting findings concerning relationship between
micrometastatic bone marrow involvement and breast cancer stage, tumor receptor status,
status of bone marrow hemopoietic tissue [1] (see O. V. Krokhina's presentation in this issue).

Measurement of Her2/neu expression (overexpression) on metastatic cells is an impor-
tant problem in micormetastasis treatment policy [3]. Measurement of membrane recep-
tor expression is of much importance for further treatment.

To investigate this problem we labeled trastuzumab with fluorescence to assess its reac-
tion with breast cancer cells on fresh frozen sections and by flow cytometry (fig. 3 on cover
page 3). Fluorescence staining results were absolutely the same as immunohistochemical
findings. Further study and more data are needed to make a final decision on the possibil-
ity of detecting Her2/neu expression (overexpression) on individual metastatic cells in
bone marrow by flow cytometry.

3. Braun S., Schlimok G., Heumos 1. et al. erbB2 overexpression on occult metastatic cells in bone
marrow predicts poor clinical outcome of stage I-1II breast cancer patients. Cancer Research. —
2001. — V.61. — P. 1890-1895.

4. Naume B., Wiedswang G., Borgen E. et al. The prognostic value of isolated tumor cells in bone
marrow in breast cancer patients: evaluation of morphological categories and the number of clinical-
ly significant cells. Clin. Cancer Research. — 2004. — V.10. — P. 3091-3097.

5. Okumura A., Tajima T. Immunohistochemical detection of tumor cells in the bone marrow of
breast cancer patients. Japanese Journal of clinical oncology. — 1998. — V.28, N8. — P. 480-485.

6. Osborne M.P., Asina S., Wong G.Y. et al. Immunofluorescent monoclonal antibody detection
of breast cancer in bone marrow: sensitivity in model system. Cancer Research. — 1989. — V.49. —
P. 2510-2513.

7. Pantel K., Muller V., Auer M. et al. Detection and clinical implications of early systemic tumor
cell dissemination in breast cancer. Clinical Cancer Research. — 2003. — V. 9. — P. 6326-6334.

8. Rego E.M., Garcia A.B., Viana S.R., Falcao R.P. Age-related changes of lymphocyte subsets in
normal bone marrow biopsies. Cytometry. — 1998. — V.34, N1. — P. 22-29.



HMMYHOJIOTHS TEMOIIO34 12 13 HAEMATOPOIESIS IMMUNOLOGY

Puc. 2. IlutonenrpudyKubie nmpenaparbl KOCTHOro Mo3ra. IlosmvopdHblii KOCTHDBIA MO3T.
Pic 2. Cytocentrifuge bone marrow specimens. Polymorphous bone marrow.

Puc. 1. ITpooupku Vacutainer (BD, USA), oopadotannsie D/ITA, ¢ o0pa3uamMu KOCTHO-
ro Mo3ra. AeKBaTHOe KoJImiecTBo 00pa3mna B mpodupkax NeNe 2, 3 (cyer ciieBa Hanmpaso).

Pic 1. EDTA-treated Vacutainer (BD, USA) tubes with bone marrow specimens. Adequate
specimen quantity in tubes Nos. 2, 3 (from left to right).
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Hpuc Anneps, Bypkxapom bpanom

MHNHUNMAJIIBHOE OCTATOYHOE
3ABOJIEBAHUE (MO3) Y BOJIBHBIX PAKOM

HHCTUTYT OMOJIOT MU OITyXOJIeH,
MenuunHckuit ueHTp YHuBepcurera [amMOypra-Onnennopda, [epmanus

Conepxkanue

1. Beenenue

2. IIporHocTuueckoe 3HauyeHue kiaactepoB HER2-nonoxXuTeabHbIX IUPKYIUPYIOIIUX
OITyXO0JIEBBIX KJIETOK B KpOBU 060JbHBIX PM2K

3. Yacroe BbISIBIEHHE 1 UMMYHO(hEHOTUITMPOBAHME KJIACTEPOB KJIETOK MpeaCTaTe Ib-
HOI xesie3bl B mepudepuyeckoil KpoBU OOJIbHBIX PAKOM MPEACTaTEeIbHOM XKele3bl

4. HUupkynmupyroliue omyxoJjieBble KJIETKU U3 OTHAJICHHBIX, Jake HeOOJBIITNX 09aroB
OTpaXaloT aCUHXPOHHBIN POCT OIMYXOJIU MIPECTAaTeIbHOM XKele3bl

5. BrisiBIEeHME UMPKYIMPYIOUIMX OIYXOJEBBIX KJIETOK B Mepudepruyeckoil KpoBU
OOJIBHBIX METACTATUYECKUM PAKOM MOJIOYHOM XKeJie3bl IPU MOMOILIU MOJyaBTOMATUYEC-
koit cucrembl CellSearch.

KnioueBble ¢JI0Ba: HUpKYJIMPYOIIKE OMYXOJIEBbIE KICTKH, PAK MOJIOYHOM JKeJIe3bl,
paxk npencrateabHoi Xene3bl, LOH, cucrema CellSearch.

I. BBEJEHUNE

[emaToreHHOE pacnpocTpaHeHUe OMyXOJIEBbIX KJIETOK, B YACTHOCTH MPU paKke MOJIOY-
Hoii xene3bl (PM2K) 1 pake npeacraTebHO Xee3bl SIBSETCS pAHHUM, BBICOKOU30Upa-
TEJIbHBIM, HECTYJalHBIM MPOIIECCOM, B OCHOBHOM OOYCJIOBJICHHBIM 3KCIIpeccueit abep-
paHTHOTo TeHa. MMKpoMeTacTaTUdecKKe KJIETKU MPUCYTCTBYIOT B KOCTHOM Mosre (KM)
wm niepudeprdeckoit Kpou (I1K) y 20—90% GoNBbHBIX naxke P OTCYTCTBUN KAKOTO-JTN -
60 MopaxxeHHs! TMMGbOY3I0B WM KIMHUIECKUX ITPU3HAKOB METACTa30B. DTU KIIETKH MO-
TYT OBITh YCTOMYMBBIMM K aTbIOBAHTHOM XMMHMOTEPAITUM U CITIOCOOHBI CYIIIECTBOBATh B JIa-
TEHTHOM COCTOSIHUM B TEUEHUE MHOTHUX JIET, TIOCJIe Yero OHU 00pa3yloT MeTacTasbl, OIpe-
JieJISTeMbIe B KOCTSIX U PYTUX BTOPUYHBIX OpraHax. Mbl BBIIEISITN KJIETKU SMTUTETNATbHO-
ro npoucxoxaeHus u3 [1K maTreHToBaHHBIM METOIOM TpaaveHTa TUIaBydYell TIJIOTHOCTH
¥ UIMMYHOMArHUTHOM cenapaly U MPOBOAWIN UMMYHOIIMTOXMMMYECKUI aHAIN3.

a) IporHoctuyeckoe 3HaueHrue HER2-monoxuTenbHbIX HUPKYJIUPYIOLIUX OIYXOJIe-
BbIX KJIeToK (LIOK) B I1K n3y4yanm y 6ompHbIX PM2K, KOTOpBIe HAXOAMINCH IO HAOJTIO-
JIeHUEM B TeYeHUe IIUTeIbHOro BpeMeHu. [IpumMepHo y 50% GoJibHBIX 6e3 MaKpoMeTa-
crasoB BbIsBIeHO oT 1 g0 8 knacrepoB LHOK B ITK. B kauecTBe moysioxkuTeIbHOTO KOHT-
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I. INTRODUCTION

Hematogeneous spread of cancer cells, esp. of breast and prostate cancer appears to be
an early and highly selective, non-random process mainly characterized by aberrant gene
expression. Micrometastatic cells are present in bone marrow (BM) or peripheral blood
(PB) 0f 20-90% of the patients even in the absence of any lymph node involvement or clin-
ical signs of overt metastases. These cells can survive adjuvant chemotherapy and persist
for many years in a state of "latent dormancy" before they may eventually form overt
metastases in bone and other secondary organs. For this purpose we isolated cells of
epithelial origin in the PB by the patented combined buoyant density gradient and
immuno-magnetic separation procedure and analyzed by immunocytochemistry.

a) The prognostic value of blood-borne HER2-positive circulating tumor cells (CTC) in
PB was evaluated for breast cancer patients with a long-term follow-up. One to 8 CTCs in
the peripheral blood of approx. 50% of pts. presenting no overt metastasis. As a positive
control 100% pts. with metastatic disease presented positive. Healthy persons and patients
operated for non-malignant diseases presented negative for CTCs. The presence and fre-
quency of HER2-positive CTCs correlated with a significantly decreased disease-free sur-
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POJIsT UCTIOJIB30BAJIU TTPOOBI O0JIbHBIX MeTacTaTudecKUM PMIK, KoTOpble ObLIN MOJTOXU-
TenpbHBIMU B 100% citydaeB. AHaIu3 KpOBU 3I0POBBIX TOHOPOB M TTALIMEHTOB, OTIEPUPO-
BaHHBIX 110 TIOBOMY HE3JI0OKAYECTBEHHBIX 3a00JIeBAaHUM, a1 OTPULIATEIbHBIN pe3ybTaT.
Hammumne m yactora HER2-monoxurensHbix 1IOK koppenupoBanmu ¢ 10CTOBEPHBIM
CHUXeHueM 6e3peunanBHoii BekrBaemocTu (BPB; p<0,005) u ob1ieii BBLKUBAEMOCTH
(OB; p<0,05). MUuTepecHO OTMETUTh, U4TO y 12 OoabHBIX ¢ HER2-monoxuTtenbHbIMU
LHOK mepBuuHas omyxoib 0bi1a HER2-oTpuiiatenbHO# 110 JaHHBIM KMMYHOXMMUYEC-
Koro aHaju3a u aHanusa metonoM FISH. DTo uccnenoBaHue yka3biBaeT Ha MPOTHOCTU-
yeckoe 3HaueHue HER2-nonoxutenshbix LIOK y 60onpHbIX PM2K I-111 craguii. Heo6-
XOOUMO TIPOIOJIKUTh MCCIIEIOBAaHMUS, YTOOBI OLICHUTh 3(P(PEKTUBHOCTL TepaIru, Ha-
npasineHHoit Ha HER2-monoxurenbHble KiIeTKU, B 3aBUCMMOCTH OT ypoBHeil HER2-
nojoxuteabHbiX [IOK, MOCKoJIbKY CyIleCTBYeT BEPOSITHOCTb, YTO BBICOKME YPOBHM
HER2-nonoxurenbHbix HOK oTpaxkaioT akTUBHOCTb OIMYXOJIW W MOTYT CIYKUTh IPO-
THOCTUYECKHMM (haKTOpoM 3P (PeKTUBHOCTHU TpacTy3ymaba.

6) Mni takke Bbineasin PSA-monoxutenbhbie LHOK u3 K y 98% GonbHBIX pakoM
MPENCTATeILHOM XeJie3bl. DT KJISTKU ObLIM OXapaKTepH30BaHbl METOXAMU OKpPAIIBa-
Hus Ha JIHK 1 “MMYHOLIMTOXMMMUYECKOTO aHAJIN3a C UCTIOJIb30BaHUEM aHTUTE ISl BbI-
SIBJICHUS CTIeLIM(PUIECKOTo aHTUTeHa TIpeACcTaTeIbHOM XKene3bl (PSA), 6enkoB mpoaude-
pauuu (Mib-1, H1 u H3) u anonto3a (M30, c-FasR). UMMyHo(deHOTHIIMPOBaHUE U MOP-
¢onornueckoe uccienoBaHue KiaactepoB PSA-MoIOXKUTETbHBIX KIETOK, MPOUCXOSIIIINX
W3 TIpeACTaTeIbHOM Kene3bl, B [TK 60JbHBIX paKoM IpeacTaTeIbHOM XeJe3bl ITO3BOJIMIIO
BBISIBUTD JIB€ OCHOBHBIE Tomy/Isiiui: (1) y 35% GoJIbHBIX paKOM MPeNCTaTeIbHOM XKeJIe3bl
BBISIBJISUTMCH KJIACTEPHI MPEIITIOIOKUTEbHO PAaKOBBIX KJIETOK OKPYIJION (hOpMbI, KOTO-
pbie 3KCIIPECCUPOBAIM OEJIKH TTposidepaui, HO He SKCIIPECCUPOBAIA OEIKH aromnTo-
3a; (2) BO Bcex cCiIydyasx ¢ BBICOKOI 4aCTOTOM BBISBISUIUCH LIMPKYIMPYIOIINE KIacTephbl
KJIETOK ¢ U3MEHEHHOI MOpdoIoTHeli 1 aKCIpeccueii 6eIKoB armomnTo3a.

MBI oIpe e TMIN TeHeTUIECKUI TTPOGUITH KIIETOK M3 BCEX 0YaroB MYJILTH(HOKATBHOTO
paka TmpecTaTeJIbHOM XKene3bl MeToaoM MyJabTuiuiekcHoro 11 P-ananu3a Ha Mukpoca-
tesmuthl (D7S522, D8S522, NEFL, D10S541, D13S153, D16S400, D16S402, D16S422,
D17S855). B 85% ciydaeB paka ripeacraresnbHoi xkese3bl LIOK nmenu npoduns LOH,
WIEHTUYHBINA BCETO OMHOMY O4Yary repBHUHOI omyxonn. boinee Toro, kaptuaa LOH yka-
3bIBajla Ha BO3MOXHOCTD BbiaeneHus: LIOK 6onee meakumu oyaramu 1o 0,2 cm3. UHTe-
PECHO OTMETHUTh, UTO MakcuMmaibHoe yncio LOH ormeuanocs Ha Mapkepe D10S541
(85%), rene PTEN, KOTOpBIil IPUCYTCTBOBAJ C MEHbBIIIEH YaCTOTON MTPpU MOHO(OKAaTb-
HOM pake Tpe/cTatesibHo xenesbl (48%). JloctatouHo Bbicokast yactota LOH B reHe
BRCALI (38%) rmaBHBIM 00pa3oM BBISIBJISLIACH B TeX CIIyvasiX, KOTAa B Ipeaeiax 3 jer
TOCJIe TIPOCTAaTIKTOMUM pPa3BUBAICSI OMOXUMUYECKUN peluauB 3abosieBaHus. TakuM
00pa3oM, oJTydeHHbBIE pe3YJIBTaThl Jal0T OCHOBaHME cunTaTh, yTo LIOK mpu pake mpen-
CTaTeJIbHOM 3KeJie3bl MIPOMCXOIST U3 OIpeNeeHHBIX OYaroB MepBUYHOM omyxoyu. Pas-
Mep OIYXOJICBOTO o4yara He KOppearupyeT ¢ KOJIMIeCTBOM KileToK. HecMoTpst Ha He60JIb-
1I0€ YKUCJIO OOTBHBIX B IIPOBEICHHOM MCCIEI0BAHUI, MOXKHO CIeIaTh MPEAIONIOXKeHUE,
yto LOH Ha Takux pa3HbIx Mapkepax, Kak D10S541 u D17S855, npencrapiser reHbl
PTEN u BRCAI, xotopsie MoryT accouuupoBathbes ¢ ipucyrctBuem LIOK B ITK 6071b-

vival (DFS; p<0.005) and overall survival (OS; p<0.05). Interestingly, in 12 patients with
HER2-positive CTCs the primary tumor was negative for HER2 as assessed by immuno-
histochemical score and FISH. For stage I-111 breast cancer this study provides some evi-
dence of a prognostic impact of HER2-positive CTCs. Future studies have to determine
the outcome of patients treated with HER2-targeting therapies with respect to HER2-pos-
itive CTC-levels since it is not unlikely that high levels of HER2-positive CTCs reflect the
activity of the tumor and may predict response to trastuzumab.

b) Furthermore, we isolated PSA-positive cCTCs from PB in 98% of prostate cancer
pts.. Isolated cells were characterized by DNA staining and immunocytochemistry using
antibodies for the detection of prostate-specific antigen (PSA), proliferation- (Mib-1, H1
and H3) and apoptosis-associated (M30, c-FasR) proteins. Immunophenotypical and
morphological characterisation of PSA-positive prostate-derived cell clusters found in the
peripheral blood of prostate cancer patients indicate two main populations: (1) In 35% of
investigated prostate cancer patients we detected round shaped cell aggregates of probable
cancer cells, expressing proliferation associated proteins, and lacking apoptosis-associat-
ed protein expression; (2) in all cases a high frequency of circulating dysmorphic cell clus-
ters positive for apoptosis-associated protein expression was found.

Each foci from multifocal prostate cancer were profiled genetically using a multiplex
PCR-based microsatellite analysis (D7S522, D8S522, NEFL, D10S541, D13S153,
D16S400, D16S402, D16S422 and D17S855). In 85% of prostate cancer cases the LOH
pattern of the CTCs was identical with only one focus of the primary tumor. Moreover, the
LOH pattern suggested that smaller foci, down to 0.2 cm3, might deliver CTCs.
Interestingly, the highest number of LOHs was observed at the marker D10S541 (85%),
the PTEN gene, which was observed much less frequently in unifocal prostate cancer
(48%). Furthermore, the infrequently occurring LOH in the BRCA1 gene (38%) was
found mainly in cases where a biochemical recurrence was seen within 3 years after a
prostatectomy. Therefore, the data might support the assumption that CTCs in prostate
cancer are derived from distinct foci of a primary tumor. The size of the tumor focus is not
related to the delivery of cells. Although the number of cases that were investigated in this
study was small it might be suggested that the LOH at distinct markers such as D10S541
and D17S855 represent the genes PTEN and BRCA1 that might be associated with the
occurence of CTCs in the peripheral blood of patients as well as an early biochemical
recurrence.

In summary, the molecular characterization of CTCs in the PB of pts. suffering from
solid tumors bears the potential to become specific cancer diagnostics for therapy predic-
tion.

II. The prognostic value of clustered blood-borne HER2-positive circulating
tumor cells in breast cancer

In 1998, our group first reported isolation of circulating HER2-positive clustered
tumor cells (cCTC) from the peripheral blood of breast cancer patients with organ-
confined tumors by means of a combined buoyant density gradient and immuno-mag-
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HBIX, a TAKXe ¢ PAHHUM OMOXMMUYECKUM PEIIUAUBOM.

Takum o6pazom, monekynsipHast xapaktepuctuka LIOK B ITK G0bHBIX ¢ COMUAHBIMU
OITyXOJISIMM MOXET CTaTh €Il¢ OMHUM METOIOM CHelU(PUICCKON TMaTHOCTUKU C 1ICJIBIO
MPOTrHO3a TeUEHUS OOJIE3HU.

I1. IIporHocTHueckoe 3HaYeHue KiaactepoB HER2-no/10KuUTEIbHBIX HUPKYJIAPY-
IOIMX OMYX0JIeBbIX KJIETOK B KPoBH 00bHbIX PIMZK

B 1998 1. Haia rpynmna BrepBbie OMy0JIMKOBaJla COOOIIEHUE O BbICIEHUN KIacTepOB
HER2-no103XuTenbHBIX IUPKYIUPYIONTNX OImyxoieBbix KieToK (KLOK) n3 nepudepu-
yecKoil KpoBu 001bHBIX PM2K MeTomom pasneneHuss B KOMOMHMPOBAHHOM TpaileHTe
TJIaByYell TUIOTHOCTM MU MUMMYHOMAarHuTHo# cemapauuu [1]. Ha ocHoBaHuM Hamuuust
JIMCCEMUHUPOBAHHBIX SMUTENATBHBIX KJIeTOK ¢ rurepakcnpeccueir HER2 B kocTHOM
Mo3re y 60mbHBIX PM2K ¢ oTnaseHHbIMEU MeTacTa3amMy Ha BpeMsI ITOCTAHOBKU AMATHO3a
[2] 6bu1a BeIIBMHYTA runoTe3a o ToM, uto LHOK, skcnpeccupytomue HER2-oHKoreH-
HBII PEeNTOP B MEPUO IIEPBUIHOTO JICUSHMSI, MOTYT CITY>KUTh TTOCPETHUKAMMU TIPOIIEC-
ca MeTacTa3upoBaHUsI. DTa TMIOTe3a Mo3Ke Obljla TOATBEPXKIeHA CBSI3bIO MEXITy HaU-
yueM MUKPOMETacTa3oB B KocTHOM Mo3re 1 HER2-nonoxurenbHbIMU KIIETKAMU.

Knacrepst HER2-mosoxXUTENBbHBIX TUPKYJIMPYIOLIMX OIMyXoJeBbIX KieTok (KLIOK)
BoisiBasIMCh B TTK mpumepHo y 50% 6GonbHbix ¢ I—III cragusiMu 3aGosieBaHUs.
B xHOK-mmomoxxuTeIsHbIX Tpobax B cpeaHeM BhISBIIIN 4 (0T 1 10 8) Kimactepa Ha Ipo-
oy. Kimactepnl conepzkanu ot 2 no 30 knetok. B Tadbnuue 1 npencrasiena yactrora HER2-
notoxutebHbIx KIIOK Ha onHy mpoOy. B kauecTBe MOJIOXKUTETLHOTO KOHTPOJISI UC-
MOJIb30BaJIM 00pa3libl KPOBU OOJIbHBIX MEPBUYHBIM MeTacTaTuyeckuMm pakom (IV cra-
nusi), Bce u3 Kotopbix uMean HER-nonoxurenshusie KIIOK. OTpuiiaTrebHbIM KOHTPO-
JIeM CITY>XKHUJTU 00pa3iibl KpOBU, ITOJyYeHHBIE Y JOHOPOB 6€3 OHKOJIOTMYeCKuX 3abosieBa-
Huil: Bce oHU He coaepxanu HER2-nonoxurensHbix KLTOK.

Caa3b onpenesienuss HER2-no3utusHbix IIOK co craaueii, crenenbio 3710Ka4eCTBEHHO-
CTH, peenTopaMi rOPMOHOB M IMMYHOTHCTOXHMHYECKHM CTATYCOM

IMokazaHa craTHUCTUYeCKM AOCTOBepHas cBsI3p Hanuuusa HER-momoxuTenbHBIX
KIIOK ¢ 60osb1111M pazMepom omnyxosu (rmokasaresib pT), oTpulLiaTeIbHbIM cTaTycoMm PO,
Oosiee HM3KOM cTerneHblo audGepeHIMPOBKM U UHBa3uel JTMM@aTUUYECKUX COCYIOB.
[Mokazano taxxe Hammane HER2-monoxurensabix KIIOK B KpoBU y Bcex GOTBHBIX OT-
€YHO-UH(UIBTPATUBHOM KapIIMHOMOM 1 TIepBUYHOI cTaaueii M+. He BbIsiBJIeHO cTa-
TUCTUYECKU 3HAUMMBIX KOPPEJSALIMI co cTaTycoM JTuMdOy3oB (mokaszatesb pN), cTaTy-
com PIT u ckopocTbio nposudepaiuu (Ki-67). TIpu 3ToM Mbl 0OHAPYXUJIM JOCTOBEPHOE
HecooTBeTcTBUE MexXay BeisiBIeHneM HER2-nonoxurenpHbix KLIOK 1 ctatycom HER2
COOTBETCTBYIOIIEH TIepBUYHOM omyxonu: y 12 6onbHbIX ¢ HER2-nonoxureabHbIMU
kIIOK nepBuuHas ormyxoJib uMesa otpuuareibHbiit cratyc HER2, 1.e. uncino HER2-no-
JIOKUTEJIBHBIX KJIETOK B MEPBUUYHOM omyxonu Obiio MeHee 10%. Takke He BBISIBIEHO
cBsi3u Mexay HamnureM HER2-nonoxutensHbix KIIOK u akcnpeccueir PODP, myra-
nuei p53 u akcrnpeccueii bel-2.

netic separation technique [1]. Against the background that breast cancer patients
with distant metastasis at diagnosis had disseminated HER2-overexpressing epithelial
cells in the bone marrow [2], the hypothesis was generated that at the time of primary
treatment circulating tumor cells expressing the HER2-oncogenic receptor might be
intermediates for the metastasis process. This assumption is further supported by the
association between bone marrow micrometastases and the occurrence of HER2-pos-
itive cells.

Predominantly, HER2-positive circulating clustered tumor cells (cCTC) were
detected in the peripheral blood of approx. 50% of stage I-111I patients. In samples pos-
itive for cCTCs, the mean number of clusters per sample was 4 (range 1-8). The clus-
ters contained 2 to 30 cells. Tab. 1 presents the frequency of HER2-positive cCTCs
detected per sample. As positive controls all patients suffering from primary metastasis
cancer (stage IV) presented with HER2-positive cCTCs. For negative control blood
from persons not suffering from cancer was investigated without the detection of
HER2-pos. cCTCs.

Table 1
Identification and number of c-erbB2-positive circulating tumor cells (single vs. clustered
CTCs)

Single Number per sample Patients n (%)
c-erbB2-positive
CTCs

26 (74.3%)
3 (8.6%)
3 (8.6%)
1(2.9%)
2 (5.7%)

NI O R |

No 26 (74.3%)
Yes 9 (26.5%)

Clustered Number per sample Patients n (%)
c-erbB2-positive
CTCs

18 (51.4%)
4 (11.4%)
2 (5.7%)

3 (8.6%)

3 (8.6%)
1(2.9%)

4 (11.4%)

[ I A N L

[==]

18 (51.4%)
1-4 12 (34.3%)
=5 5 (14.3%)

No 18 (51.4%)
Yes 17 (48.6%)
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Tabnuua 1
Nnentudukanus u ynciio c-erbB2-nooXuTeIbHBIX HUPKYIHPYIOMUX OMYXO0JEBbIX Kie-
ToK (oTaenbHble IIOK u kKnacrepsl IIOK)

Yucno Ha ogHy Npoby Yucno 60nbHbIX (%)
0 26 (74,3%)
1 3(8,6%)
o,
OtneneHble c-erbB2-nonoxuTensHble 2 s (B’GOA))
LOK 3 1(2,9%)
4 2(5,7%)
Het 26 (74,3%)
EcTtb 9(26,5%)
Yucno Ha ogHy Npoby Hucno 60nbHbIX (%)
0 18 (51,4%)
1 4(11,4%)
2 2(5,7%)
3 3(8,6%)
4 3(8,6%)
7 1(2,9%
KnacTtepbl c-erbB2-nonoxuTenbHbix (2,9%)
LIOK 8 4(11,4%)
0 18 (51,4%)
1-4 12 (34,3%)
>5 5(14,3%)
Het 18(51,4%)
Ectb 17 (48,6%)

BbisiBNIeHre HMPKYJIMPYIOIMX OMYX0JIEBBIX KJIETOK B AKTHBHOI (pa3e KJIeTOYHOro UK

Hupkynupyloire OInyxosjeBble KJIETKHA OOJBHBIX C MOJOXUTEIbHBIM PE3yJbTaTOM
a"aym3a Ha HER2-nonoxutenbHbie KLIOK 10mOMHUTEIBHO UCCIIETOBAIN METOIOM M-
MYHOTHCTOXMMUYECKOTO OKpaIIMBaHUs C UCIIOJIb30BaHMEM MOHOKJIOHAJIBHOTO aHTUTE-
na K Ki-67 mg onpeneneHus akTUBHOM a3kl KieTouHoro uukia. [Ipucyrcreue Ki-67
ONpeNieNsid TP MOMOIIM KOH(MOKATBHOIO JIa3epHOT0 CKaHUPYIOUIEr0 MUKPOCKOIIA,
Kak I0Ka3aHo Ha puc. 1. B mpobax nByx OOJBHBIX BRISIBISUIACH OTAebHbIe Ki-67-11010-
xutenbHble HER2-monoxureabHble KJIETKU, OJHAKO B KJlacTepax TakKue KJIETKM He
BcTpevasiuch. Ha ocHOBaHMYM 3TOro HaGMIOIEHUST MOXHO CeaTh BBIBOJ, YTO B nepude-
pHUUYECKOit KpOBU OOJIBHBIX MOTYT MpHUCYTCTBOBaTh H ER2-motoXXuTeIbHBIE KIIETKH B aK-
TUBHOU (hase, OHAKO 3TO TOBOJIBHO PEAKOE SIBJIEHHE.

Cea3b Mexay HamnuueM HER2-nognoxurenabnbix KITOK 1 BBKHBAEMOCTBIO

IMokazana mocroBepHast Koppensius Hanuaus 1 yucia HER2-nonoxurenpHbix KITOK
Wi 000uX (haKTOPOB CO CHIKEHHUEM Oe3peLIMIMBHOM U 0011el BbIKMBaeMoCTU. Pe3yiib-
TaThl aHAJIN3a BbIXKMBaeMocTH B 3aBUcuMocTh oT HER2-nonoxurenbHbix KIIOK nmokasa-
HBI B Ta0JI. 2; Ha pUC. 2 IPUBOISATCS COOTBETCTBYIOLINE KpuBhie Kammana—Meiiepa.

Hannune HER2-nonoxurenbHbix KIHOK Takke 10CTOBEpHO KOPPEJIMPOBAIO C Yac-
TOTOI MeTacTa3upoBaHUs B OTAAJIEHHbIE OpraHbl U CMEPTHIO, CBSI3AaHHOM C OHKOJIOTHYEe-

Relationship of the detection of HER2-positive CTCs to staging, grading, hormone recep-
tors and immunohistochemical status

HER2-positive cCTCs have been associated with larger tumor size (pT stage), negative
ER status, worse histological differentiation, and lymphovascular invasion, significantly.
Furthermore, in the blood of all patients with an inflammatory carcinoma and the patients
staged primarily M+ HER2-positive cCTCs were found. There was no significant correla-
tion with lymph node status (pN stage), PR status or proliferation rate (Ki-67). However, we
observed a significant discrepancy between the detection of HER2-positive cCTCs and the
HER?2 status of the corresponding primary tumor: in 12 patients with HER2-positive cCTCs
the primary tumor showed a negative score for HER2 indicating that the amount of Her2
positive cells in the primary tumor fall below 10%. We observed no correlations between
HER2-positive cCTCs and EGFR expression, p53 mutation, and bcl-2 expression.

Detection of circulating tumor cells in the active phase of the cell cycle

Circulating tumor cells of the Her2-positive cCTC patients were additionally stained
immunocytochemically with Ki-67 monoclonal antibody to define an active cell cycle
phase. The presence of Ki-67 was visualized by confocal laser scanning microscopy as
shown in figure 1. Ki-67 positive Her-2-positive single cells were detected in separations
from two patients but no clustered cells. From this it could be stated that there are Her2-
positive cells in the active phase of the cell cycle in the peripheral blood of the patients but
it could be assumed to be a rare event.

Association between presence of HER2-positive cCTCs and survival

A significant correlation between the presence and frequency of HER2-positive cCTCs
and both, a decreased disease-free and overall survival, was observed. Results on survival
analysis with respect to HER2-positive cCTCs are summarized in tab. 2; pic. 2 shows the
corresponding Kaplan-Meier curves.

Table 2
Survival with respect to presence of circulating c-erbB2-positive tumor cells
c-erbB2-positive DFS o oS pa
CTCs months (95% CI) menths (95% CI)
Single cells Mo 112£9(94;130)  0.018 117 +£8(100;133) 0.032
Yes 46 % 14 (19:74) 78 22 (36:121)
Clustered cells ~ No 124 £ 7 (110;139)  0.007 0.024
Yes 60+ 11 (38:83)
0 124 27 (110;13%8) 0003 0.021
14 72+ 13 (46:97)
=5 3216 (1:62)

# log-rank test.
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Tabnuua 2
BbpKnBaeMoOCTb B 3aBUCHMOCTH OT IMPKYJIMPYIONMX ¢ erbB2-nooKuTeIbHbIX OIMyXoJie-
BbIX KJIETOK

c-erbB2- ? *
nonoxutensHsle LLOK BPB, mec (95% AiN) p OB, mec (95% [IN) p
OTAenbHbIE KNeTKM Her 112+9 (94;130) 0,018 117+8 (100;133) 0,032

s Ectb 46+14 (19;74) 78+22 (36;121)
Het 124+7 (110;139) 0,007 125+7 (110;139) 0,024
Ectb 60+11(38;83) 89+15 (60;117)
Kn:
acTepL! KneTok 0 124+7 (110;139) 0,003 125+7 (110;139) 0,021
1-4 72413 (4697) 80+12 (57;103)
>5 32+16 (1;62) 61+29 (4;118)
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Puc.2. Kpusbie BbuKuBaeMoCTH 00/bHbIX nepBuunbiM PM2K. KpuBbie mocTpoeHbl o mMe-
Tony Kannana-Meiiepa g oe3pemuasunoii (BPB) u o0meii BbkuBaemoct (OB) B 3aBu-
CHMOCTH OT HaJmuusi ¥ 9actorhl MUPKympyomux HER2-1mo0KuTe bHbIX OMyX0JIeBbIX
KJIeTOK B mepudeprnyeckoii KpoBu. UepHoii MyHKTHPHO# JIMHKEH MpeNCcTaBieHa BbLKHBae-
MOCTb 0OJIbHBIX, B KPOBH KOTOPbIX He BbisiBjieHbl HER2-n0/10kK1Te/ IbHBIE OTyX0JIeBbIE KIIET-
ku. Cepoii MHUEl NPeICTAB/IEHA BbDKHBAEMOCTb 00JbHBIX ¢ IMpKympyomuvun HER2-no-
JIOXKHTEJIbHBIMHA OIYX0JIEBBIMH KJIETKAMH.

Pic. 2: Survival curves of patients with primary breast cancer. Kaplan-Meier estimates for
disease-free (DFS) and overall survival (OS) with respect to presence and frequency of cir-
culating HER2-positive tumor cells in the peripheral blood. The black dashed line represent
patients in whom no HER2-positive tumor cell was detected. The grey curve shows survival
of patients with circulating HER2-positive tumor cells
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Puc. 1. Anayms KI1OK u3 kposn nammenTos (cieBa) 1 SKBR3-KieTok (cnpasa) ¢ HCIOJIb-
30BaHHEM KOH(OKAIBHOIO JIa3ePHOr0 CKaHMpYiouero Mukpockona. IToka3anbl uzoopaxe-
HHA ¢ mponycKanueM ceeta (A, B), a takike HER2 (C, D) u Ki-67 (E, F). Ucnosbm3oBanHble
B KayecTBe MooKuTebH0ro KoHTpos IIOK 1 SKBR3 nMesu cxoaHble KADTHHBI KCIIpeC-
cum saepHoro 6enka npoamdepamnu Ki-67. Pa3vep BeprukaibHbix Jmamii 10 MKM.

Pic. 1. Confocal laser scannimng microscopy analysis of CTCs from a patient's blood (left)
and SKBR3 cells (right). Transmission light images (A, B), as well as Her2 (C, D) and Ki-
67 (E, F) are shown. CTC and SKBR3 as a positive control showed similar expression pat-
terns of nuclear proliferation protein Ki-67. The bars represent 10 pm.

Accordingly, detection of HER2-positive cCTCs correlated significantly with the inci-
dence of distant metastasis and tumor-related death. In particular, HER2-positive cCTCs
have been detected in the blood samples of all four patients who subsequently developed
bone metastases. To evaluate the independent prognostic value of HER2-positive cCTCs
for DFS and OS multivariate survival analysis was performed. Presence of HER2-positive
CTCs (yes vs. no), pT stage (pT1-2 vs pT3-4), lymph node status (pNO vs. pN+), histo-
logic grading (G1 vs. G2-3), ER- and PR-status (positive vs. negative) were entered as
covariates. Only tumor size (pT) was an independent prognostic marker (p=0.004).
Presence of HER2-positive CTCs almost reached statistical significance (p=0.060).

The presence of HER2-positive cCTCs in patients with non-metastatic breast cancer
might be a specific indicator of occult metastasis. In view of a hematogeneous metastatic
tumor cell spread, prognostic markers are needed which differentiate breast cancer
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ckuM 3aboneBanueM. Tak, HER2-nonoxurenbHbie KIIOK mnpucyrcrBoBaiu B KpOBU
BCEX YETHIPEX OOJIBHBIX, Y KOTOPBIX BIOCIEIACTBUM Pa3BUJIMCh METacTa3bl B KOCTH.
st ompeneieHUs He3aBUCUMOUM TiporHocTUUeckoir pomu HER2-monoxuTepbHBIX
kI1OK B otHomennn BPB u OB npoBeneH MHOTO(aKTOPHBIIA aHAIN3 BBLKHBACMOCTH.
B kauecTBe cBsI3aHHBIX MepeMEHHBbIX Ucnob30BaId Hanuure HER2-monoxurensHbIx
LHOK (ecth/Hetr), 3HaueHnue mokaszatenast pT (pT1-2/pT3-4), cratyc aumdoysnoB
(pNO/pN+), ructonormyeckyto crammio (G1/G2-3), craryc PO u PII (mox./otp.).
EnvHCTBEHHBIM HE3aBUCHMBIM MPOTHOCTUYECKUM MapKepoM OKa3aJicsl pa3Mep OIMyXo-
qu (pT). Hanuuue HER2-nonoxutensHsix LHOK mpakTryecky BIUIOTHYIO MOMOIILIO
K YPOBHIO CTaTHCTUYeCKOii octoBepHocTH (p=0,060).

Hamnune HER2-monoxutenpHbix [IOK y 6onpHbix PM2K 6e3 MeTacTazoB MOXeT
OBITh crielIU(DUYECKUM MHANKATOPOM MUKPOMETACTAa30B. YUUTHIBAsi FTeMaTOr€HHBI Xa-
paKkTep METacTaTUYECKOTO PACIIPOCTPaHEHHUsI OTTYXOJIM, HEOOXOMMMO BECTH TTOUCK TTPO-
THOCTUYECKUX MapKepoB s cTpatudukannu 60apHbIx PM2K 1o rpymiam prcka u Ha-
3HAUYECHUS TEPANUU B 3aBUCMMOCTH OT MHIWBUIYAIbHON CTENEHU PUCKa AJIsi KOHKPET-
Hoil 6onbHOK. KLIOK MOTyT Cily>XuTh CyppOraTHbIM MapKepoM HaJM4Msi MUKpOMeETa-
CTa30B ellle 10 TOTO, KaK MeTacTa3bl JOCTUTHYT CTeTIeHU, yrpoxalolei xxu3nu. Takxke,
HaJIMYMe TUCCEMMHMPOBAHHBIX omyxoyieBbIX KieToK (JIOK) B kocTHOM Mo3re mocie
aIbIOBAHTHOU Tepanuy MOXET OTpaXaTh HEOJIAroNpUsITHBIM UCXOJ CUCTEMHOTO Jieye-
Hud [3-5]. OngHako, 4yacThiil 3a00p KOCTHOTO MO3Ta JIJisl aHaJIM3a Ha CKPbIThIE OIyX0Jie-
Bble KJIETKW TPEACTAaBJISIET 3HAUUTEIbHOE HeynoO0cTBO, u OonbHble PM2K, KoTOopbie
B IPYTMX OTHOIIEHUSIX 3A0POBBI, MOTYT HE COTIACUTBCS HAa YACTOE MPOBEAECHUE acIupa-
tuu. Torma kak 3a060p nepudepudeckoit KpoBu — 0oJiee IpocTast Ipolieaypa v 00blie
TIOAXOMUT IIJIST OJITOCPOYHBIX MccaenoBanuii. Hamr meton o6ragaet BRICOKOM TyBCTBU -
TenbHOCThbIO B oTHomeHMn HER2-nonoxurenbHbix KLIOK He ToONMbKO Yy MalMeHTOB
C METacTaTMYECKUM MpolieccoMm, Ho u 3abosieBaHueM I u 11 craguii, Korga 3T¥ KIETKU
OTpaxkaloT HEBBISIBIEHHOE PACIPOCTPAHEHME OITyXOJIM, YTO TMO3BOJISIET MCIIOJIb30BaTh
HX B Ka4eCTBE CyppOTraTHOTO MapKepa AJisl IIPOrHo3a TeyeHus 3aboaeBanus [6; 7]. Kpo-
me Toro, BbisgBieHue HER2-nonoxurensHbix LIOK MoXeT BausTh Ha BbIOOp MeToaa
JIeYEHU S, YTO MOATBEPXKAAeTCS coobieHusmMu o ToM, 4yTo LIOK otpaxkator apdekr cu-
creMHol Tepanuu [8]. [IporHocTYecKoe U Ipencka3aTenbHoe 3HaueHne KIIOK takke
TOATBEPXKIAETCS TEM, UTO [UISl UX XapaKTePUCTUKU, HAMPUMED, METOIOM UMMYHOTHUC-
TOXUMHUYECKOTO aHAJIM3a, NCITOIb3YeTCsT OOIIETTPUHSITHIN MTPOTHOCTHYECKUI MapKep —
akcrpeccust HER2.

Oruenky akcnpeccun HER2 MeTonoM MMMyHOTMCTOXMMHUYECKOTO aHalIM3a B OITyXOJIH
MOJIOYHO! KeJe3bl MPUMEHSIOT JJIs1 Ha3HAUYeHUsT Tepanuyd TyMaHU3MPOBAaHHBIMUA MOHO-
KJIOHAJTbHBIMU aHTUTEJIAMU, TAKMUMU KaK TPacTy3ymad, KOTOpasi TOCTOBEPHO TMOBBIIIAET
0e3peMIMBHYIO U OOIIYI0 BbkuBaeMocTh [9; 10]. OnxHako B HacTosIIee BpeMsI OTpeIene-
Hue akcnpeccun HER2 no aHanu3y TKaHu sIBIseTCs1 pa30BOi MPOLIEIYPOil, TOrIa KaK BbI-
sapreHrue HER2-nmonoxurenbHbix KIIOK mo3BosisieT NpoBOAUTH OLIEHKY CTaTyca
HER?2 B pexxume peaTbHOTO BpeMEeHM Ha TPOTSDKEHUU BCETO KIIMHUUECKOTO TeUeHust 60-
JIe3HU. MBI 0OHapyKWJIM JOCTOBEPHOE HECOOTBETCTBHE Mexkmy HamnureM HER2-monoxu-
TeabHbIX KIIOK 1 ctarycom HER2 cooTBeTcTBYIO1LIEH TTEPBUYHOI OMYXOJIU: Y 12 O0NMBHBIX

patients for individually-based risk-adapted therapy. cCTCs might represent a surrogate
marker for micrometastatic disease before a metastasis becomes life threatening. Also, the
presence of disseminated tumor cells in bone marrow (DTC) after adjuvant treatment may
reflect an adverse outcome of the systemic treatment [3-5]. However, since frequent bone-
marrow aspirations for the search of occult tumor cells is uncomfortable and may not eas-
ily be accepted by otherwise healthy breast cancer patients, sampling peripheral blood may
be more suitable, in particular for longitudinal studies. Since our technique detects
HER2-positive ¢cCTCs highly sensitive not only in patients with metastatic disease, but
also in those with stage I and II cancer, these cells might represent an undetected spread
of the tumor and serve as surrogate markers for prognosis estimates [6; 7]. Furthermore,
the detection of HER2-positive cCTCs might influence treatment decisions which are in
accordance with reports indicating CTCs to reflect the outcome of systemic treatment [8].
Besides, the characterization of the cCTCs using e.g. immunocytochemistry for an estab-
lished prognostic marker such as HER2 expression underlines their conceivable prognos-
tic and predictive importance.

The HER2 immunohistochemical score of breast carcinomas is used to guide therapy
decisions for the application of humanized monoclonal antibodies such as Trastuzumab
leading to a significantly improved disease-free and overall survival [9; 10]. However, to
date, determination of the HER2 score by tissue testing is an one-time event. The detec-
tion of HER2-positive cCTCs might serve to enable a "real-time" assessment of the HER2
status during the clinical course of disecase. We observed a discrepancy between the detec-
tion of HER2-positive cCTCs and the HER2 score of the corresponding primary tumor:
in 12 patients with HER2-positive cCTCs the primary tumor presented with a score less
than +3 and/or no detection of amplification by FISH. It has also been reported that a sig-
nificant percentage of patients with HER2-negative primary tumors develop high concen-
trations of serum HER?2 during tumor progression supporting the possibility that HER2
gene amplification can be acquired during progression of the cancer [11]. The data give
support for the detection of circulating HER2-positive tumor cells by this new method to
assess and to monitor the "real-time HER?2 status" and to detect early evidence of occult
metastatic disease.
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¢ HER2-nonoxurenbHbiMu KLIOK niepBuyHast ormyxosb mMesa UMMYHOTHCTOXMMUUYECKYIO
oneHKy akcrnpeccud HER?2 Hike +3 v/uiu B o1yXosiu He BbISIBIISIIACh aMILTA(DUKALIMS re-
Ha MetomoMm FISH. MMetoTcs cooOIIeHHs 0 TOM, YTO Y 3HAYMTEIBHOTO MPOLIEHTa OOJTbHBIX
¢ HER2-oTpuniateIbHbIMU TTEPBUYHBIMU OITyXOJISIMM B TIPOIIECCe MPOTPECCUPOBaHUSI 3a-
0oJieBaHUS B CHIBOPOTKE OIpeessitorcs: Bbicokue ypoBHU HER2, uyto moaTeepknaet Bo3-
MOXHOCTb IMOSIBJICHUSI TEHHON aMIUTM(UKAIIMK B TIPOLIECCE MPOTrPECCUPOBAHUS PAKOBOM
omyxoiu [11]. DTU maHHBIE CBUAETEILCTBYIOT B ITOJIb3Y BBISIBICHUS LIUPKYJIUPYIOIINX
HER2-110/103XUTEIbHBIX OITyXOJIEBBIX KJIETOK HAIIMM HOBBIM METOIOM JUIsl OLIEHKU U MO-
HuropuHra cratyca HER2 B pexkuime peabHOTO BpeMeHU 1 BBISIBIICHUST PAaHHUX IPU3HA-
KOB MMKPOMETACTa30B.
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III. Frequent detection and immunophenotyping of prostate-derived cell clusters
in the peripheral blood of prostate cancer patients

A provocative discussion initiated by data from long-term clinical studies concerning
diagnosis and surgical treatment of prostate cancer (PCa) has been going on in the litera-
ture [1]. A clear distinction between PCa with a favourable clinical outcome and PCa like-
ly to develop metastases or recurrences following treatment is still difficult. For this rea-
son, attempts have been made to identify tumour cells in the blood of patients for estimat-
ing a patient's metastatic risk.

Phenotypical data show that the primary tumour is relatively heterogeneous in terms of
the expression of proliferation-associated markers (MIB-1) and apoptosis-induced DNA
fragmentation [2]. This indicates asynchronous growth of prostate tumours and, as one
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II1. Yacroe onpenenenne 1 UMMYHO()EHOTUNMMPOBAHHNE KJIACTEPOB KJIETOK Mpe-
CTaTe/IbHOI Kejie3bl B nepu()epuueckoil KPOBH OOJIBHBIX PAKOM MPEACTATEIbHOH
KeJie3bl

B mutepatype nmpomoirkaeTes IUCKYCCHsI, Hauajo KOTOPOi OBIIO MOJIOXKEHO TaHHBI-
MM IJITEbHBIX KIMHUYECKUX UCCIENOBaHMI B 00J1aCTH TUarHOCTUKYU U XUPyprudec-
KOro JieueHus paka npeactateabHoi xene3bl (PIT) [1]. o cux mop TpyaHO HATH yeT-
ke paznuuus Mexay PIT ¢ 6raronpusiTHeIM KTWHUYeCKUM ricxoqoM U PIT, kortopsrii
BEpOSITHEE BCEro OymeT MeTacTa3upoBaTh WM pPEUUIMBUPOBATH TOCIE JIEYCHMSI.
Ilo »Toii mpuUYMHE MPOAOSKAIOTCS MOMBITKY BBISIBUTh OMYXOJEBble KJIETKU B KPOBU
60abHbIX PIT 1151 oLIeHKM TOTeHLIMabHOIO pUCKa MeTacTa3upoBaHus. JlaHHbIe (peHO-
TUNTMPOBAHMS TTOKA3bIBAIOT, YTO TIEPBUYHASI OIMYXOJIb XapaKTepU3yeTCs OTHOCHUTEIb-
HOIl TeTepOreHHOCThIO IO 3KCIpecCUM MapkepoB mpoaudepauuu (MIB-1), u dpar-
meHTauuu JHK, nnnyiimpoBaHHoii anonto3om [2]. DTo yKa3biBaeT Ha aCUHXPOHHBII
XapakTep pocTa OITyXOJIei TpeacTaTeIbHON Kele3bl M, KaK CJICICTBUE, Ha TO, YTO
KJIETKH, TTOCTYyMNAIOIIKe B KPOBEHOCHYIO CUCTEMY, MMEIOT Pa3HbIi MOTEHIIMA BIKBA -
HUS U pOCTa B OpraHax MeTacTa3upoBaHUsl. DTy FMIIOTE3y MOATBEPKAAET TOT (PaKT, YTO
YUCI0 M3MeHeHW 1o naHHbIM [T P-aHann3a MUKpOCaTeNTUTOB TTOBBIIIAETCS 110 Me-
pe TporpeccupoBaHMs paka. [loBblllIeHHWe 4YKMcIa MyTalMil B TEPBUYHOM OITyXOJH
B TpoliecCe MeTacTa3MpOBaHUs MOBBIIIAET BEPOSITHOCTh AMBEPCUGUKALIMU POCTa
W BBIXMBaeMocTH [3].

Jng manpHeiIeit OleHKH XXKU3HEeCTTOCOOHOCTH KJIIETOUHBIX ITOMYJISILINIA, BBISIBIICH-
HBIX B Iepudepudeckoil KpoBu 60abpHBIX PIT, MbI MpoBean aHaIM3 ¢ OKpallMBaHM -
eM Ha Mapkep npoiudeparuu Mib-1 (Ki-67) u H1/H3 [10] u Mmapkepsl amonro3a
peuentop c-Fas u M30 (uuTokepaTUHOBBIE (pparMeHTBbl, acCOLMUPYIOLIUECS
¢ anmonito3oM, Leers 1999 [4]). Oka3anoch, 4T0 HEOOIbIIAS YACTh MOMYJISIIUY KJIac-
TepPOB MHTAKTHBIX KJIETOK, KOTOpas BCTpevyajaach C MEHbIIIE YacTOTOM, MMesa IMo-
JIOXKUTEbHYIO peakinio Ha Mapkepsl Mib-1 u H1/H3. Hu B omHOM M3 KjlacTepoB
WHTAKTHBIX KJIETOK HE BBHISIBJIEHO OKpalnmBaHue Ha c-Fas mnu M30. I[Ipu okpamm-
BaHMU Ha MapkKephl c-Fas uiau M30 onpenensiaiuch MpU3HaKy CTaAUM allonTo3a Au-
cMopdHbIX KieToK (JIK).

consequence, suggests that the cells delivered into blood circulation may have various
potential for cell survival and growth at secondary sites. This hypothesis is further support-
ed by the fact that the number of alterations obtained by microsatellite-PCR rises with
progression of the cancer. The increase of mutations in the primary tumour as it undergoes
metastasis enhances the probability for diversification in growth and survival [3].

Table 3

Number of patients with cell clusters and counts of blood-borne cell clusters staining pos-

itive for prostate-specific antigen and cytokeratin in 1 1 EDTA-blood of 68 patients with
prostate cancer

Type of cell cluster cc DC DC with nuclei IC
Number of patients with cell o, 0, o 0,
clusters (%) 67 (98%) 67 (98%) 48 (71%) 24 (35%)
Average count of clusters standard 16495 * 19070 16274 + 18916 1577 +3007 221+ 691
deviation
Range of counts of clusters per
patient positive for blood-borne cell 20-5400 20-5400 60-1080 20-193

clusters

DC = cell clusters containing only dysmorphic cells; IC = cell clusters of small, round, intact cells; CC = any type of circulating prostate-derived cell
clusters

To evaluate further the viability of the cell populations found in the peripheral blood of
PCa patients, we subjected them to staining with the proliferation marker Mib-1 (Ki-67)
and H1/H3 [10] and apoptosis-associated markers c-Fas receptor and M30 (apoptosis
associated cytokeratin fragments, Leers 1999) [4]. Thereby, a minor portion of the less fre-
quent population of intact cell clusters turned out to be positive for the proliferation mark-
er Mib-1 and H1/H3. None of the intact cell clusters we observed stained positive for c-
FasR or M30. When we stained with the markers c-FasR and M30 we found evidence for
the apoptotic stage of the dysmorphic cells (DC).
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Ta6nuna 3

Yucio 00IbHBIX ¢ KJIACTEPAMH KJIETOK M YHCJIO0 KJIETOYHBIX KJIACTEPOB C NMOJI0KUTEIbHOM

OKPACKO¥i Ha crienu(puIecKuii AaHTHTeH MPOCTATHI M IUTOKePATHH B KPoBH 11 13 68 0015HBIX
PAKOM MPOCTATHI

TunN KNEeTO4HbIX
KnacTepok KK Ak [K ¢ appamn UK

41cno 60nbHbIX C
KJIETOYHBIMU 67 (98%) 67 (98%) 48 (71%) 24 (35%)
knactepamu (%)
CpenHee 4ncno 16495+19070 16274+18916 1577+3007 2214691
knactepoB (M+m)
JvnanasoH ymucna
KJIaCTEPOB Ha OJIHOrO
60nbHOro C 20-5400 20-5400 60-1080 20-193
KJIETOYHbIMU
Knacrepamu

K — knacTtepbl KneTok, coaepallme Tonbko AMcMopdHble kneTku; MK — knactepbl Menkux, OKpyrbiX, MHTAKTHbIX KNeToK;
KK — nto60o# T1n uypKynvpyloLwmx Knactepos KeTok npocTaTth!
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IV. Iupkyampyiomue omyxoJieBbie KJIETKH U3 SBHBIX, JaXKe HeOOJBIINX 09aroB
OTPAaKAIOT ACHHXPOHHBII POCT PaKa MpeacTaTeIbHOI JKeJIe3bl

Pax npencrarenbHON Kese3bl SIBISETCS TeTepOreHHbIM 3a00JIeBaHUEM, UTO B YACTHOC-
TU OOYCJIOBIEHO HAIMIMEM MHOXECTBEHHBIX OYaroB B OIMEpallMOHHOM MaTepuaie S0-
76% GOJBbHBIX, MEPEHECIINX PATUKAIBHYIO MPOCTaTIKTOMUIO. OIHAKO, KIMHUYECKOE
U IPOTHOCTUYECKOE 3HAYEHUE ITOTO SIBIEHUS MTOKa He ycTaHOBJIeHO. Pa3Hble ouaru Kap-
LIMHOMBI MIPEACTATEIbHOM XeJle3bl MOTYT pa3anyaTbes o MOp(OIOTHYEeCKOMY XapaKTe-
Py pOCTa, MO3TOMY MOXKHO TPENIONIOXUTh, YTO OTHEIbHBIE OYard OTHOUW KapIHOM
MpeacTaTeIbHOM XeJie3bl MOTYT TaKXKe UMETh Pa3IMuHYI0 OMOJIorMuecKyto npuponay [1].
IlepBUYHBIE OITyXOJIM UMEIOT JOBOJBHO F€TEPOreHHYIO CTPYKTYPY I10 SKCIIPECCUU MapKe-
pos npoiudepanun, Takux Kak Ki-67, u ¢parmenrauuu JJHK, naayuupoBaHHOM aror-
TO30M, YTO YKa3bIBaeT Ha ACHHXPOHHBIN POCT OITyXOJIU MPeCTaTeIbHOM XKee3bl (CM. BbI-
we). MccnenoBaHre MUKPOCATENIMTOB HA MUKPOOOpa3Liax TKaHel MO3BOJIWIO ONpene-

IV. Asynchronous Growth of Prostate Cancer is Reflected by Circulating Tumor
Cells Delivered from Distinct, even Small Foci

Prostate cancer is a heterogeneous disease particularly regarding its multifocality which
has been reported in 50-76% of all cases of radical retropubic prostatectomy (RRP) spec-
imens. However, the clinical and prognostic significance of this finding is still unclear.
Different foci of prostate carcinoma can differ in their morphological growth pattern, sug-
gesting that separated foci of a given prostate carcinoma might also have a different tumor
biology [1]. Primary tumors show a rather heterogeneous expression of proliferation-asso-
ciated markers such as Ki-67 and apoptosis-induced DNA fragmentation demonstrating
the asynchronous growth of a prostate tumor (see above). Microsatellite-based studies on
microdissected tissue resulted in the identification of areas in the primary tumor with dif-
ferent alterations associated with a distinct histological differentiation [2; 3; 4].

We investigated multifocal prostate tumors and PSA-positive CTCs in the peripheral
blood of 20 patients using multiplex PCR. From those, 55—5400 cCTCs were isolated
from 50 ml blood. Nine polymorphic microsatellite markers were used for the comparison
of the LOH pattern from the different tumor foci and circulating tumor cell clusters
(CTC). The highest numbers of LOH in the primary tumors (PT) and cCTCs were shown
for the marker D10S541 (92% resp. 85%), followed by D13S153 (82% resp. 76%) and
D16S422 (86% resp. 71%). D17S855 (BRCAL, 39 resp. 39%) showed the lowest LOH fre-
quency. However, 4 of the 5 cases with a biochemical recurrence within 3 years revealed a
D17S855 LOH in the CTC and PT. The highest frequency of LOH was seen in foci that
were not identical in their genomic pattern to the cCTCs. As such for D8S258 the differ-
ence in the number of LOHs between non-spreading foci in the primary primary tumor
and the CTCs was 29% (79% vs. 50%). Only in one case did both of the two foci of the pri-
mary tumor show identical LOH compared to that of the CTCs. In one instance, neither
of the two tumor foci showed an identical alteration pattern with the CTC. The investigat-
ed prostate cancer foci in 9 cases were of approximately the same size while in 11 cases
they were of very different size. The smallest foci only had a volume of approx. 0.2 cm3. A
correlation between the numbers of cCTCs and the t-PSA level, tumor staging as well as
differentiation could not be found. Biochemical recurrence only occurred in this study in
cases with lower numbers of CTCs (55 — 750 CTCs per 50 ml; mean = 330).

Our study shows that the cCTCs were most likely derived only from one distinct focus
and that other foci from the same tumor sometimes have additional LOH. Only in one of
the investigated cases did both foci show identical LOH patterns, while in one case we were
not able to identify the dispersing focus in the primary tumor. Interestingly, Qian et al. [5]
were able to show by fluorescence in-situ hybridisation (FISH) that small foci of the pri-
mary tumor can metastasize and that usually one or more foci shared the same chromoso-
mal aberrations with the corresponding metastases. Indeed, here we were able to demon-
strate in 6 cases that in multifocal prostate cancer a small focus, of only 0.2 cm3 in size,
may have been the more likely culprit to have delivered the cCTCs than the larger focus.
Interestingly, the highest number of LOHs was observed at the marker D10S541 (85%),
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JIUTh 00JIACTU TIEPBUYHOM OMYyXOJIM, UMEIOIIME Pa3TMYHble U3BMEHEHHUSI, KOTOPbIE acco-
LIUUPYIOTCS C OTpeeSICHHOM CTEIEeHbIO TMCToornyeckoi nuddepeHunpoBKu [2; 3; 4].

M1 uccnenoBaii MyJIETU(DOKATTLHBIE OITYyXOJHU TIPENICTaTeNIbHOM Xese3bl 1 PSA-1omo-
xurenbHbie LIOK B mepudepuueckoit kpoBu 20 GOJBHBIX METOIOM MHOXKECTBEHHOM
TILP. ¥ atux 60onbHBIX B 50 MJI KpoBU onpeneisiyiock ot 55 no 5400 kLIOK. /Ins cpaBHe-
naust kaptuHbl LOH (Loss Of Heterozygosity, motepst reTepo3UTOTHOCTH) B pa3HBIX OYarax
OITyXOJIM 1 KJIaCTepOB LIUPKYIUPYIOIIUX oITyxosieBbix KieTok (LIOK) npumensu 9 mo-
JIMMOP(PHBIX MapKepoB MUKpocaTesinToB. C Hanbosee Beicokoit yactoToii LOH BhIsAB-
nsack B mepBuuHoi omyxonu (ITO) n kLIOK mns mapkepos D10S541 (92% un 85% coot-
BETCTBEHHO), 3aTEM B ITOPSIIKE YMEHbBIIEHUS YaCTOTHI 1151 MapkepoB D13S153 (82% 76%
cooTBeTcTBeHHO) U D16S422 (86% wu 71% cootBercTBeHHO). Yactota LOH Gblna Ha-
MMeHbIIel pu ucnojb3oBaHuu D17S855 (BRCAL, 39% u 39% cootBeTcTBeHHO). OnmHAa-
KO y 4 u3 5 GOJIbHBIX, Y KOTOPHIX 3apeTUCTPUPOBAH OMOXMMUYECKUIA PEITUINB B TIEPBhIC
3 roma, BeisiBisiack LOH D17S855 B LIOK u I10. MakcumanbHast yactora LOH Habmio-
Jajach B oyarax, KOTOpble MO CBOeMy reHomy He Obuin uaeHTuyHbiMM KIIOK. Tak,
st D8S258 pasnuna B unciae LOH mexnmy HepacnpocTpaHsSIIOIIMMUCST o4araMu B Tiep-
BuuHoi onyxosim u LIOK coctaBuia 29% (79% u 50%). Bcero B ogHOM ciiydae oba 13
JIByX 04aroB B IEPBUYHOI OITyXOJIM UMeIU naeHTUYHbIM mpoduias LOH ¢ LIOK. B onHoMm
clyyae HUA OJWH M3 JBYX OIYXOJEBBIX OYAroB HE MMEJ TaKylo e KapTUHY U3MEHEHUM,
kak B LIOK. ¥V 9 6osibHBIX B HallleM KCCJIEIOBAHUM OYaru B OMYXOJIU MPEeICTATEIbHOM Xe-
JIe3bl OB MPUMEPHO OTHOTO pa3Mepa, a B OCTAIbHBIX 11 ciiydasx mMenu pa3HbIid pas-
Mep. MUHMMaNbHBINM pa3Mep odyara coctaBuil Bcero 0,2 cm3. Mbl He BBISIBUIM KOPpes-
1 Mexay yrciiom KLIOK u ypoBHeM t-PSA, cranueii u crenenblo nuddepeHIIMpoBKU
oryxoi. B aToMm mcciienoBaHMM OMOXMMUYECKUM PEIMANB 3apeTHCTPUPOBAH TOJBKO
B ciaydasix ¢ Hu3kuM yurcioM LHOK (55—750 LIOK nHa 50 mi; B cpenHem 330).

Hamre nccnenoBanue mokasajno, uro KLIOK nmpoucxoamim BeposiTHee BCETO U3 OTHO-
TO YETKO OMpeeIeHHOTO oJara, 1 4YTo Ipyrie oYar B TOM e OIMyXO0JId 4acTO UMEIOT 10-
nonHutenbHbie LOH. Becero B oqHOM ciiyyae oba oyara MMeJId UASHTUYHBINA MTpoduib
LOH, a ermie B ogHOM ciiydae MbI HE CMOTJIM BBISIBUTH JMCCEMUHUPYIOIINIA Oovar B Tiep-
BUYHOI omyxonu. MHTEepecHO oTMeTUTh, 4TO Qian et al [5], ncronp3ys meton diyopec-
neHTHoi rubpuausanuu in situ (FISH), mokazanu, uro HeOobIIME OYaru MepBUYHOM
OITyXOJIM MOTYT MeTacTa3upoBaTh M YTO OOWH U OoJiee 0YaroB MMEJIU T XK€ XPOMOCO-
MHBIe abeppalli¥, YTO ¥ COOTBETCTBYIOIIME MeTacTasbl. B HallleM McclieIOBaHUM MBI
TaKXe IMOKa3ald, YTo B 6 ciaydasix MyJIbTU(OKAIBHOIO paka IIpeACcTaTebHOM Xeje3bl
MeJIKUIi ovar pazmepoM Bcero 0,2 cMm3 gaBiisiicst 6osiee BEpOsITHBIM UCTOYHMKOM KIIOK,
yeM OoJjiee KpYIHbIE onyxou. MHTepecHO OTMETUTh, YTO MakcuMaibHoe uucio LOH
ObL10 0OHapyxeHo st mMapkepa D10S541 (85%), rena PTEN, KoTOpbIii M3MEHSIETCS
py MOHOGOKAIBLHOM pake MpencTaTe/IbHOM XKeJie3bl 3HaYNTeIbHO pexe (48%). dainee,
nososibHO YacTtasg LOH rena BRCAI (38%) Obuta BhIsIBIICHa B 4 U3 5 cliy4aeB ¢ OMOXU-
MUWYECKUM PELIMINBOM, Pa3BUBIIEMCS B IepBbIe 3 ToAa MOC/e MTPOCTaTIKTOMUU.

Takum oOpa3oM, HalllM JaHHBIE YETKO TMOATBEPXKAAIOT IMPEANOJIOKEHUE O TOM, YTO
kIIOK mnpu pake npencraTeabHOM Xene3bl TPOUCXOAT U3 Pa3HbIX 0YaroB B Mpejaesax ofl-

the PTEN gene, which is much less frequently affected in monofocal prostate cancer
(48%). Furthermore, the infrequently occurring LOH in the BRCAI gene (38%) was
found in 4 of the 5 cases with a biochemical recurrence within 3 years of a prostatectomy.
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Puc. 3. Tonorpaduueckasi Kapra mpoCTaThl C OMYXOJEBbIMH 0YaraMH Pa3HoOro pasmepa,
pa3Hoii popmbl, cTeneHd MYIbTH(OKATLHOCTH U PA3HBIM PACHOJIOKEHHEM N0 OTHOIIEHHIO K
Kancyje ¥ XHpYpra4eckoMy Kpaio (CmpaBa) W 00pa3imbl HCCJIEJOBAHHBIX 0YArOB MOCJE
OKPACKH reMaTOKCIIHHOM-3031HOM: 1: oyar 6 okpacka mo Gleason 3+3; ouar 9 okpacka no
Gleason 3+4; ouar 24 okpacka no Gleason 4+4 (ysenmuenue x10). Onpenenenne LOH B
mapkepe PTEN metoaom mukpocaresiutHoii ITPIL.

Pic. 3: Topographic map of the prostate of patient including the different foci of the tumor
dimensions, shape, multifocality and relation to capsule and surgical margins (right side) as
well as hematoxylin-eosin stained sections of the investigated foci: 1: focus 6 Gleason 3+3,
focus 9 Gleason 3+4, focus 24 Gleason 4+4 (objective magnification 10?). Demonstration
of the determination of an LOH in the PTEN marker by microsatellite PCR.

In summary, our data strongly support the assumption that cCTCs in prostate cancer
derive from distinct foci within the primary tumor. The size of the tumor focus is not
related to the delivery of cells to the bloodstream. Even small foci, down to 0.2 cm3 in
size, showed a conceivable significant release of CTCs. Although the number of cases that
were investigated in this study was small, it is suggested here that the LOH at distinct
markers such as D10S541 and D17S855 which represent the genes PTEN and BRCAL1
might be associated with the occurence of CTCs in the peripheral blood of patients and
also an early biochemical recurrence. Sequencing of PTEN and BRCAI in prostate can-
cer showing an LOH in these genes might reveal new markers for the early detection of
recurrent prostate cancer.
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HOW MepBUYHOI omyxoiu. Pa3mep ormyxosneBoro ouara He CBsi3aH C MOCTYIUIEHUEM Kile-
TOK B KpOBOTOK. Jlaxe Mesikue oyaru paamMepom 110 0,2 cM3 BbIIEISUIU B KPOBb 3HAUNUTEb-
Hoe yncio KLIOK. HecmoTpst Ha HeOOJIbIIOE YMCIO ClTydyaeB B HallleM UCCJIEIOBaHUM,
MOXHO cZIeath npemnmnosioxenue, uto LOH, BeissBIeHHAs Ha pa3MUYHBIX MapKepax, Ta-
kux kak D10S541 D17S855, koropsie nipeacrasisitor reHsl PTEN u BRCAI, moxer ac-
couunponatbcs ¢ HammuueM LIOK B nepudeprueckoii KpoBr 60IbHBIX, a TAKXKE PAHHUM
onoxuMmnueckuM perrnuBoM. CekBenupoBaHue reHoB PTEN u BRCA1 npu pake mipen-
cTaTesIbHOM XXene3bl, feMoHcTpupytoliee LOH B naHHBIX TeHax, MO3BOJISIET BBISIBUTH HO-
BbI€ MapKephl [Tl pAHHETO BbISIBICHUS PELIMAMBA paKa MpeAcTaTebHOM Kee3bl.
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V. BbisiBieHHe IMPKYIMPYIONIMX ONMYXO0JEBbIX KJIETOK B nepudepruuecKoii Kposu
0OJBHBIX METACTATHIECKHM PAKOM MOJIOYHO¥ 7Kejie3bl MPH MOMOIIH II0IyaBTOMA-
Tnueckoii cucremsl CellSearch

Kimnanyeckoe onpenenenne LIOK moka He HaIIo pacipocTpaHeHUS B OOBIYHOM KJTH -
HUYECKOI ITPaKTHKE 10 HECKOIbKUM MpUYMHaM. [J1aBHasl MpUUMHA 3aKJII0YAETCS B TOM,
YTO OTCYTCTBUE CTAaHAAPTU3UPOBAHHBIX aBTOMATU3MPOBAHHBIX TEXHOJIOTUI TpeOyeT Mpu-
MEHEHMUsI TPYIOEMKHX TTPOLIEyp MTOATOTOBKY 00pa3IioB U O0YCIOBIMBAET 3HAUNTEIbHBIC
pa3nmuuus B pe3yibTaTax MCCJIeIOBaHMS KaK B Pa3HbIX, TaK 1 B OMHOM U TOM Xe Jabopa-
Topuu. Kpome Toro, 1ist oKpaliMBaHUsl M aHAJIM3a 00pas3loB A1 UMMYHOXUMUYECKOTO
WCCIIeIOBaHMSI B LIEJISIX BBISIBJICHUS 3TUX PEAKUX SIBJICHUI B KPOBU M1 KOCTHOM MO3T€ UC-
MOJIb3YIOT pa3HbIe PeareHThl M METOAbI, YTO TMTPUBOANT K Pa3IMYUSIM B CIICHU(PUIHOCTH
¥ YyBCTBUTENbHOCTU. Ml HaKOHe1, HECMOTpPS Ha TO, YTO Nepudepuyeckasi KpoBb, 6J1aro-
Japsi HCMHBa3MBHOMY XapakTepy 3a0opa, SIBJSIETCSI UIealbHbIM MaTepUaiOM ISl BbISIB-
genust LLOK, npucyrcreue LHOK B nepudepryeckoil KpoBU YCTyMaeT Mo KIMHUYECKOMN
3HAYMMOCTH BBISIBJICHUIO TMCCEMUHUPOBAHHBIX OIYXOJIEBBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3Te.

3HaYUTEIbHBIN MTPOrpecc B 3TO 00J1acTH HaMeTHJICs OJarogapsi pa3paboTKe aBToMa-
TU3UPOBAHHOM CHCTEMBI 00OTaIlleHUs ¥ UMMYHOITUTOXMMHUYecKoro BeisiBiieHus: LIOK
CellSearch; Varidex;[1]. Dta cuctema coctout u3 npooupku CellSave (Immunicon,
Huntington Valley, PA) mist xpaHeHUs ¥ TpaHCTIOPTUPOBKU MPOO KPOBM, HAbOpa /15 BbI-
sIBJICHUS anuTenanbHbIX KieTok CellSearch (Veridex), conep:kaliliero Bce He0OOXoAMbIe
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V. Detection of Circulating Tumor Cells in Peripheral Blood of Patients with
Metastatic Breast Cancer by the semi-automated CellSearch® System

The clinical use of CTCs has not been implemented for routine clinical practice for sev-
eral reasons. Most notably, the lack of standardization and automation of the technology
has required the use of laborious sample preparation procedures with corresponding high
intra- and inter-laboratory differences in results. Furthermore, different reagents and
methods are used for the staining and evaluation of immunocytochemically prepared slides
in search of these rare events in blood and bone marrow, which can lead to differences con-
cerning specificity and sensitivity. Finally, although peripheral blood is an ideal source for
the detection of CTCs because of the noninvasive sampling procedure, the clinical signifi-
cance of CTCs in peripheral blood is less clear than that for DTCs in bone marrow.

Important progress in this field arose from the development of an automated enrich-
ment and immunocytochemical detection system for CTCs (CellSearch; Veridex;[1]).
This system consists of a CellSave sample tube (Immunicon, Huntingdon Valley, PA) for
preserving and transporting blood samples, the CellSearch Epithelial cell kit (Veridex)
containing all of the reagents and consumables for conducting the test, CellSearch control
cells (Veridex) for assuring proper performance on a daily or run-to-run basis, an automat-
ed instrument for adding reagents and washing cells (AutoPrep; Veridex), and a semiauto-
mated microscope for scanning and reading results (CellSpotter Analyzer; Veridex).

Using this system, Cristofanilli et al. showed in a prospective study that CTC detection
provided significant prognostic information for patients with metastatic breast cancer [2;
3]. Similar to the primary setting in bone marrow, detecting elevated numbers of CTCs in
peripheral blood in the metastatic setting of breast cancer is accompanied by a decreased
disease-free and overall survival. There are also several reports about the detection of
CTCs in patients with primary breast cancer, however, mostly with lower frequencies and
varying results concerning both the number of positive patients and the number of CTCs
in individual patients [4-8]. Thus, measurement of CTC levels might have considerable
potential to influence therapeutic strategies for breast cancer patients. For this purpose,
a reliable method that is easy to perform and reproducible in different laboratories is
urgently needed. Furthermore, standardization and automation of this method are piv-
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pEeakTUBBI U PACXOIHbIE MaTepUabl sl MPOBEACHUSI aHaU3a, KOHTPOJbHBIX KJIETOK
CellSearch (Veridex) mist mpoBeaeHUs aHaIM3a eXXeIHEBHO WY NEPUOIUYECKH, aBTOMA-
TUYECKOTo Tpubopa asl J00aBIeHUSI PEaKTUBOB M MPOMBIBAaHUS KIIETOK (AutoPrep;
Veridex) u moyaBTOMaTU4eCcKOro MUKPOCKOTA 7151 CKAHUPOBAHUS U aHAJM3a Pe3yJIbTa-
ToB (CellSpotter Analyzer; Veridex).

Hcmonb3yst 3Ty cucrteMy Tpu TIPOBEACHWM IIPOCIEKTUBHOTO WCCIEI0BaHUSA,
Cristofanilli ¢ coaBT. moka3anu, uro BeissBiacHUe LIOK maet BakHyIO IPOrHOCTUYECKYIO
uHbopMaLuio npu Mertactatuieckom PM2K [2;3]. AHaorMyHo aHajau3y KOCTHOTO MO3-
ra Ip¥ IIepBUYHOM pake, BbisiBlieHHe moBbimeHus yrcia [IOK B mepudepudeckoit Kpo-
BU TIpu MeTactatmueckoM PM2K accommupoBanoch co CHUXKeHUEM Oe3perIuBHON
U 0o0IIell BbKMBaeMOCTU. Takke OomyOoNuMKoBaH psii coobuieHuit o BoisiBieHuu LIOK
y 00JIbHBIX MepBUYHBIM PM2ZK, oqHaKo B OOJIBIIMHCTBE paboOT — ¢ 00Jiee HU3KOM 4acTo-
TON U pa3HBIMM Pe3yJIbTaTaMM KaK TI0 YUCTY OOJTBHBIX C TIOJIOKUTELHBIM TECTOM, TaK
u o ynciny HOK y otnenbHBIX 60bHBIX [4-8]. TakuM 06pa3om, omnpeneaeHue ypoBHEM
LHOK mpencrapinsieTcsl NepCreKTUBHBIM IUaTHOCTUYECKUM METOIOM TpU BBIOOpE TaK-
TUKMU JieyeHus1 0oabHbIXx PM2K. [I151 3TOr0 KpaitHe HE0OOXOAMM HaAEXHbI, MPOCTOU Me-
TOJI C XOPOIIIeil BOCTIPOM3BOANMOCTBIO PE3YJIbTaTOB B pa3HBIX JJaboparopusix. st BHe-
JIPEeHUS B KTMHUYECKYIO TPAKTUKY U UCIIOIb30BAHUSI B MHOTOIIEHTPOBBIX CCIIEIOBAHM -
s1X OOJIbLIOE 3HAYEHVE UMEIOT CTaHIAPTU3aLMsI U aBTOMATU3aLMs TAKOTO METOAA.

Cucrema CellSearch 3apeructprpoBaHa AIMUHUCTpalMEN MO MUIIEBbIM MPOAYKTaM
u tekapcTBeHHBIM mipernapatam CLLA nist mpuMeHeH s B OOBIYHON KITMHUYIECKOM TTpaK-
TUKE MpU MeTacTatuyeckoM PM2K, TeM He MeHee HeoOXoaMa He3aBrMcuMasl arpooarus
3TOr0 HOBOTO METO/Ia B YCJIOBUSIX CTAHIAPTHOM MPAKTUKU. B CBSI3M ¢ 9TUM 11eJTbIO TaHHO-
TO MHOTOIIEHTPOBOTO MCCJIEOBAHMS SIBJISUTACH alipo0aIisi aHATUTHYECKIX BO3MOXHOC-
Teit cucteMbl CellSearch B amarHoctuke Meractatuyeckoro PM2K B KIIMHMYECKMX YCIIO-
Busix. OCHOBHBIMM 3aladaMM MCCJIEIOBaHUS SIBJISUTMCH OTpele/iecHue TOYHOCTU TecTa,
BO3MOXHOCTH aIeKBATHO KOHTPOJIMPOBATh MpeaHATUTUIeCKre (GaKTOPhI, KOTOPBIE MO-
TYT BIUATH HA HAJIEKHOCTD PE3yIBTATOB aHATN3a, M MPOBEpKa paboYnX IMoKa3aTeieil cu-
crembl CellSearch B KIMHUYECKUX YCJIOBUSIX, B TOM YMCJIe KAYeCTBA IMTPOOUPOK Jisl 3a00-
pa kpoBu CellSave, kontpouist CellSearch 1 Habopa peakKTUBOB /151 BBISIBJICHUS STTUTEIN -
ampHBIX KIeTokK CellSearch. /laHHbIe ampo0amyy B TpeX HE3aBUCHUMBIX J1aOOPaTOPHSIX
U BBICOKAsI CTENEHb COBMAIACHUS PE3YJIbTaTOB MOATBEPIMIN HAJEXKHOCTb 3TOI CHUCTEMBI
st onpenenenns comepxkanust LIOK u moka3zanm, 4to cucTeMa MOXKeT YCIEITHO TIpUMe-
HSATBCS 11 OLIEHKHU 3(P(DEKTUBHOCTU Tepanuu y 00JbHbIX MeTacTatndeckumM PM2K B yc-
JIOBUSIX OOBIYHOM KIMHMYECKOU TpakTrKy. Haim naHHble mokas3aiy Takxke, 4To oopas-
LBl MOXKHO TPaHCIIOPTUPOBATh MPU KOMHATHOI TemrepaType U npu 3ToM ypoBHU LIOK
OCTalOTCSl CTAOMILHBIMU HEe MeHee 72 4, 4To 0bJierdyaeT TpaHCIIOPTUPOBKY 00pa3LIoB IS
TPOBEICHUS aHAJTM3a B IIEHTPAJIbHBIX JTA00PATOPUSIX UM OTHAJIEHHBIX IIEHTPaX.

HccnenoBanue odpasioB kpou Ha Hanuuue LIOK nmpu nmoMoium cucteMsl CellSearch
MOXHO TIPOBOIUTH B paMKaX MHOTOIICHTPOBBIX KIIMHUYECKUX McciemoBaHuil. Kpome
TOTO, 3Ta CUCTEMA SIBIISIETCS] HAIEXKHBIM MHCTPYMEHTOM [UTSI TIPOBENEHUSI CTAHAAPTHOTO
JMIMarHOCTUYECKOTrOo o0cieqoBaHUs OOJIbHBIX MeTacTaThdeckuM PM2K B KiMHUYECKOM
J1abopaTopuu.

otal to ensure high-throughput analyses as a precondition for clinical application and
multicenter studies.

The Cell Search system has been cleared by the U.S. Food and Drug Administration
for routine clinical use in metastatic breast cancer patients, but independent valida-
tion of this new technology in the routine setting is lacking. Therefore, the aim of the
present multicenter study was to validate the analytic performance of the CellSearch
system for clinical use in patients with metastatic breast cancer. The main objectives
of this study were to validate accuracy and precision of the test, determine if pre-ana-
lytic variables that might affect the reliability of the test result are adequately con-
trolled, and to verify the clinical performance claims for the CellSearch system,
including CellSave blood collection tubes, CellSearch controls, and CellSearch
Epithelial cell kit reagents.

Validation data from three independent laboratories and high inter-instrument accor-
dance confirm the reliability of this system for CTC measurements and show that the sys-
tem is a suitable tool for the routine assessment of therapeutic efficacy in metastatic breast
cancer patients. Furthermore, our data show that samples can be shipped at room temper-
ature, and that CTC counts are stable for at least 72 h, which facilitates testing at central
laboratories or remote sites requiring transportation.

The examination of blood samples for CTCs with the CellSearch system is possible in a
multicenter setting in clinical trials. Furthermore, the system is a robust tool for the rou-
tine assessment of metastatic breast cancer patients in the clinical laboratory.
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ITPOBJIEMbBI KOCTHOMO3I'OBOI'O
METACTASNPOBAHNA Y BOJIbHBIX
PAKOM MOJIOYHOM XKEJE3LI

O06J1aCTHOM KIMHUYECKUI OHKOJIOTMYECKUI IUCITaHCcep, YIbsTHOBCK
Kimnunyeckuit oHkonoruueckuit nucriancep M3 PT, Kazanb

PE3IOME

MukpoMeTacTasbl B KOCTHBIA MO3T B CpeIHeM IUarHOCTUPYIOTcs Y 30—35% GoIbHBIX
paKkoM MOJIOYHOM KeJie3bl. [1JIs1 onpeneieHus OIMyX0JIeBOro MOpaXKeHUsI KOCTHOTO MO3-
ra UCITOJIb3YIOTCSI Pa3IMYHble METOIbI NCCIICAOBAHMUS — IIUTOJIOTUISCKUIA Y THCTOJIOTH -
YECKMI METOIBI, UMMYHOLIUTOXMMHUYECKOE MCCIeIOBAHUE, TIOJIMMEPa3Has LeHasT pe-
aKIysi, METOIbI IIPOTOYHOM LIUTOMETPUU M KJIETOYHBIX KYJIbTYp. B Hacrosiein pabote
y 50 GOJIBHBIX PaKOM MOJIOYHOM KeJie3bl IPOM3BEIeHO MCCIeI0BaHNE KOCTHOIO MO3Tra
C TMIOMOIIIBIO ITUTOJIOTMYECKOTO, TUCTOJIOTUYECKOTO Y UMMYHOIIUTOXUMUIECKOTO METO-
noB. Iomapsiomiee 60gbUHCTBO (74%) cOCTaBWIM MALIMEHTKU C METACTATUYECKUM
npoueccoM. OT o011ero yuciaa 00JbHbBIX, BKIIOYEHHBIX B UCCIEA0OBaHUE, MUKPOMETAa-
cTa3bl B KOCTHBIN MO3T OblTM 00HapyxeHbl y 19 (38%) manuenrok. KomGuHanust pas-
JIMYHBIX METOAOB TMArHOCTUKHU CYIIECTBEHHO HE IOBBICHIA BEPOSITHOCTDH BBHISIBJICHUS
OITYXOJIEBBIX KJIETOK B KOCTHOM MoO3re. B To BpeMsi Kak rMCTOJIOrMYeCKUiA 1 KMMYHOLIM -
TOXUMUYECKUIA METOIBI B CAMOCTOSITEJIbHOM BapyaHTe TTOKa3au TOCTaTOYHO BHICOKYIO
MH(MOPMAaTUBHOCTb. MUKpPOMETACcTa3bl B KOCTHBIM MO3T HE UMEIOT KaKNX-JTN00 KIMHU-
YECKUX MPOSIBICHUI, BMECTE C TEM, B O0IIIEM aHAIM3e KPOBU 3apETUCTPUPOBAHBI CTATH -
CTUYECKU 10CcTOBepHble yckopeHrue COD u CHUXKEHUE YPOBHSI FTeMOIJIOOMHA.

KioueBsie cioBa: paK MOJIOYHOW XeJie3bl, KOCTHBINA MO3T, MUKPOMETACTAa3hbI.

[Ipy pa3mMUHBIX 3I0KAYECTBEHHBIX OITyXOJIIX OOHAPYKECHME OTHEIbHBIX OITYXOJEBBIX
KJIETOK B KOCTHOM MO3re IPpUOOpeTaeT BaxXKHOE 3HaYEeHHUE, T.K. CYOKITMHUYECKIE MUKPOME-
TacTa3bl SIBJITIOTCS MHAMKATOPOM IMCCEMUHAIIMM OITyXOJIEBOTO MPOIIecca M IMpeIiecTBeH-
HMKaMU OTIAIEHHBIX MeTacTa3oB. B TedeHue 5 JeT rmocie Xupyprudeckoro Je4eHrs MeTa-
CTa3MpOBaHKE HACTYIIAET IIOYTH Y IOJIOBUHBI OOJIbHBIX C JIOKAIM30BAHHBIM PAKOM MOJIOY-
Hoii xxene3bl (PM2K). Jlaxxe cpenu maiieHTOB 6e3 MeTacTa3oB B perMOHapHbie JTuMdaTu-
YeCKUe Y3JIbl, TPUOIM3UTENILHO Y 1/3 B HalbHEHIIIEM IPOMCXOANT AMCCEMMHALIMS TTPOIIeC-
ca. [1pu repBoM peLInBE OITyXOJIEBBIE OYar B KOCTHOM MO3T€ C IIOMOILIbIO CTAHIAPTHBIX
JIUATHOCTMYECKUX IIPOLEAYP BBIABISIOTCS Y 23% MAlMEeHTOB, IPUYEeM II0C/IE ayTOICHUU
yMepIImx oT MeTactatudeckoro PM2K atot mokasatensb yBeamuuBaetcs a0 80% [18].
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PROBLEMS OF BONE MARROW METASTASES
IN PATIENTS
WITH BREAST CANCER

Regional Clinical Cancer Center, Ulianovsk
RF HM Clinical Cancer Center, Kazan

ABSTRACT

Bone marrow micrometastases are found on the average in 30—35% of breast cancer
patients. A variety of tests are applied to detect bone marrow involvement including cytol-
ogy, histochemistry, immunocytochemistry assays, polimerase chain reaction, flow cytom-
etry and cell culture techniques. We studied bone marrow from 50 breast cancer patients
by cytology, histology and immunocytochemistry. Most patients (74%) had metastatic dis-
ease. Bone marrow micrometastases were found in 19 (38%) cases. Study by several meth-
ods in combination failed to improve tumor cell detection in bone marrow. While histolog-
ical or immunohistochemical tests alone had a rather high informative value. Bone mar-
row micrometastases had no clinical signs though significant increase in ESR and decrease
in hemoglobin levels were found in patients' blood.

Key words: breast cancer, bone marrow, micrometastases.

Detection of single tumor cells in bone marrow of cancer patients is of much impor-
tance because subclinical micrometastases are indicators of tumor dissemination and pre-
cursors of distant metastases. About half of patients with local breast cancer (BC) develop
metastases within 5 years following surgical treatment. Disease advance is reported in one
third of regional lymph node negative cases. Bone marrow involvement is detected by
standard techniques in 23% of cases at first recurrence, while post mortem examination of
patients with metastatic BC discovers bone marrow involvement in 80% of cases [18].

Bone marrow involvement was reported for the first time in 1834 when this state was
referred to as 'cancer diathesis' [1]. In 1908 Ryall called tumor involvement of bone mar-
row 'cancer infection' [26]. Beginning from the 1980's the problem of carcinomyelomato-
sis has been drawing much attention though the terminology uncertainty still continues.
Oncologists use different terms when speaking of bone marrow metastasis, such as
'micrometastases’, 'occult metastases’, 'minimal residual disease’, 'isolated tumor cells',
'disseminated epithelial cells' [4]. We consider most acceptable the position of a German
scientists' group headed by Paul Hermanek (1999) [15] who propose to make a distinction
between micrometastases and isolated tumor cells (ITC). Micrometastases should be
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ITepBoe coobleHre 00 OOHAPYXKEHUY METACTA30B OITyXOJIM B KOCTHBII MO3T OTHOCHUT-
cs K 1834 1.; Torna 3To COCTOSIHME MOJIyYMJIO Ha3BaHUE «paKoBbIi auate3» [1]. B 1908 .
Ryall xapakrepusyer omyxojieBoe MopaxkeHUe KOCTHOTO MO3Ta, Kak «pakoBasi MHpeK-
uust» [26]. Haunnas ¢ 1980-x ©r. K mpoGieMaM KaHIIepOMUEIoMaTo3a 06palieHo caMoe
MPUCTAJIbHOE BHUMAaHUE, HO MyTaHMIA B TEPMUHOJIOTUU, TEM HE MEHEE, COXPAHSETCSI.
ToBopst 0 MeTacTazax B KOCTHBIM MO3T, yIeHbIe TIPUOETAIOT K CAaMbIM Pa3HbIM TepMUHAM
— MHUKPOMETAcTa3bl, OKKYJIBTHbIE METacTa3bl, MUHUMATbHAS pe3uyaibHas OOJIe3Hb,
U30JIMPOBAaHHBIE OIYXOJIEBbIE KJIETKH, TUCCEMUHUPOBAHHBIC SMUTENUATbHBIE KIETKU
[4]. Ham HauGonee npuemyieMoid KaxXeTcs MO3ULIMS TPYIIbl HEMELUKUX YYEHBIX, O] PY-
xoBozacTBoM Paul Hermanek (1999) [15]. Dtu aBTOpHI MpemiaraioT BEIIEISITh MUKPOME-
TacTasbl M U30JUpoBaHHbIe omyxoseBblie KiIeTkn (MOK). Peur 0 Mukpomeracrasax He-
00X0IMMO BECTU B Te€X CIIyyasix, KOra MPpOM30Ilia UMIIAaHTALMS OITyXOJIEBBIX KJIETOK
BO «BTOpPBIE OpPTaHbI» U OTIPENEISIeTCs KapTUHA SKCTpaBa3alluy, Mporudepany KIeToK
OITyXO0JIM C YacTOl cTpoMajibHOM peakiiueii. Ho raBHOUM OTIMUMTENbHOM YepTOM SIBJISI-
I0TCS1 pa3Mephl oyara. B ciayyae MuKpomeTacTazoB pa3Mmep KjacTepa B OTJIMYME OT U30-
JIMPOBAHHBIX OMYXOJIEBBIX KJIETOK MOCTATOYHO BEJIMK, HO HEe TIPEeBBIIIAET 2 MM. SICHOCTh
B TEPMUHOJIOTUY HYXHa, TIPeXIe BCETO, ISl IPABUJILHOTO CTAIUPOBAHUS OITYyXOJIEBOTO
npoiiecca, W, COOTBETCTBEHHO, ISl KOPPEKTHOro JieueHus. Eciu Mbl umeeM aeso
¢ MOK B KOCTHOM MoO3re, TO 3TO cOCTOsiHUE Kilaccuduuupyercs kak MO(i+) uau MO
(mol+) B 3aBUCUMMOCTUA OT METOJla MCCJIEOBaHUS, a OMYyXOJEBbI Mpolecc, COOTBET-
CTBEHHO, HEe MOXET ObITh OTHeceH K IV craguu 3aboneBanusi. Hanpotus, MukpomeTta-
cTa3bl B KOCTHBII MO3T 0003HavatoTcs Kak pM1(mi), Takum 00pa3oM, OImyXoJieBblii Mpo-
1ecc A0/KeH ObITh oTHeceH K IV ctaguu 3aboneBanus [15].

Mo manubM pasHbix aBTOpoB MOK B KOCTHOM MO3re TMarHOCTUPYIOTCS B CPeTHEM
y 30—35% GoabHBIX PAKOM MOJIOUHOM Xee3bl [5; 6; 11; 14; 24]. OT yero 3aBUCUT YacTO-
Ta BbisiBIeHUsS MOK B KocTHOM Mo3re?

Kaxk moka3zanu pe3ynbratel uccnenoBanus O.B. KpoxuHoit u coasr. (2002), cymiecTBy-
€T BepOSITHOCTb OOHAPYKEHUST METACTATUUECKUX KJIIETOK B KOCTHOM MO3re OOJIbHBIX pa-
KOM MOJIOYHO# 3Kejie3bl MPU pa3IMUHbIX cTaausx 3adoyeBanust [2]. [TpuyeM mporueHT
BBISIBJICHUS MeTacTa3oB Bo3pacTtaeT oT I k IV ctanuu. Haubonbiinii IpolieHT MUKpOMe-
TacTa3oB orMedeH npu IV craguu PMXK (62,5%), naumenpiuii — mipu I11a craguu, uro,
MO-BUIMMOMY, OOBSICHSIETCS] MAJIBIM YMCJIOM OOJIbHBIX B JAHHOM rpyrine.

OTnajsieHHbIe MeTacTa3bl B 3HAUYUTEbHOM CTENEHU aCCOIIMMPOBAHbI C OMYXOJIEBbIM IM0-
paxxeHueM KOCTHOTo Moara. [IprieM yactora mopaxeHust KOCTHOTO MO3Ta BO MHOTOM 3a-
BUCUT OT JIOKAJIM3AIMK OTHAJIEHHBIX MeTacTa3oB. B padore M. Osborne (1994) mukpome-
TacTasbl B KOCTHBIN MO3T 0OHapy:XuBaIUCh y 38 % nanueHToK ¢ [V cragueil paka MOJIOYHOM
KeJie3bl ITPM HAJIMUMU METacTa3oB B KOCTH, Y 20% GOJIbHBIX C BHEKOCTHBIMM OTHAJICHHBI-
MU MeTacTaTH4ecKUMu odaramu Uy 10% GOJIbHBIX C IEPBUYHO OTiepabeTbHbIM PAKOM MO-
JIOuHOI1 xkene3bl [21]. B ogHoit u3 cBoux pabot S. Braun 1 coaBTOpHI, IpU 00CIEA0BaHUN
33 6onbHBIX PMXK ¢ BUCLEpaIbHBIMUA MeTacTa3aMu, OOHApPYXKWJIM OIyXOJIEBbIE KIIETKU
B KOCTHOM Mo3re y 13 marmeHToK. B To ke BpeMst MUKpoMeTacTa3bl B KOCTHBIN MO3T ObUTH
JIMarHOCTUPOBaHbI ¥ 18 u3 19 GoMbHBIX ¢ MeTacTa3aMu B KOCTU U y 48 13 55 mauueHToK
C OTHOBPEMEHHBIM METAaCTaTUIECKUM IMOPAaXEHNEM CKeJleTa ¥ BUCLIEPaTbHBIX OPraHoB [7].

meant in cases with tumor implantation into 'second sites' and the pattern of extravasa-
tion, tumor cell proliferation with frequent stromal reaction, however it is the focus size
that is their distinctive feature. In case of micrometastases the cell cluster is rather large as
compared to isolated cells though is not more than 2 mm. Terminological clearness is
needed first of all for accurate disease staging and correct treatment. The presence of ITC
in bone marrow is classified as MO(I+) or M0 (mol+) depending upon study technique,
and the disease cannot be staged IV. On the opposite, bone marrow micrometastases are
classified as pM1 (mi) and the disease should therefore be staged IV [15].

Bone marrow ITC are found in 30-35% of BC patients [5; 6; 11; 14; 24]. What factors
influence the frequency of ITC detection in bone marrow?

As demonstrated by O.V.Krokhina et al. (2002) there is a certain probability to detect
tumor cells in bone marrow [2] which is increasing from stage I to IV disease. Percentage
of micrometastasis-positive cases was the highest in stage IV BC (62.5%) and the lowest in
stage I1la which might be due to few cases studied.

Distant metastasis is to a considerable degree associated with bone marrow involvement,
its frequency depending on sites of distant metastasis. M.Osborn (1994) reported detection
of bone marrow micrometastases in 38% of patients with stage IV BC having bone metas-
tases vs 10% of patients with operable primary BC [21]. S.Braun et al. examined 33 BC
patients with visceral metastases to find bone marrow micrometastases in 13 cases. Bone
marrow involvement was found in 18 of 19 women with bone metastases and in 48 of 55
patients with bone and visceral metastases [7].

More recently S.Braun (2005) made a meta analysis of 9 largest studies including a total
0f 4703 BC patients [9]. Comparison of patients with vs without bone marrow involvement
demonstrated that the patients with bone marrow micrometastases had a greater tumor
size, poorer tumor differentiation, higher risk of regional lymph node involvement and
more frequent negative tumor receptor status.

The following techniques are useful to detect bone marrow involvement:

1. Cytology and histology studies detect tumor cells (only if they are present in a suffi-
cient number) in less than 4% of cases. Histology mainly finds true micrometastases.
While it is difficult (if at all possible) to discover single tumor cells [25]. The following
techniques demonstrate higher sensitivity to ITC:

2. Immunocytochemical (ICC) analysis uses monoclonal antibodies to detect antigens
that are not characteristic of hematopoietic tissue while being expressed on cells of solid
tumors [10; 23]. Monoclonal antibodies to epithelial membrane antigen (EMA), cytoker-
atins (CK) and tumor-associated glycoprotein 12 (TAG 12) are used to detect BC ITC in
bone marrow. The use of monoclonal antibodies to the above-mentioned antigens provides
detection of 1 or 2 cancer cells per million normal bone marrow cells. ICC sensitivity may
be limited by low antigen expression on tumor cells. In this case it is useful to apply an
antibody panel to increase the sensitivity. However, this approach is associated with
decreased specificity since MABs to EMA are known to react easily with lymphoid or early
myeloid bone marrow cells, and CK-8- and CK-18-positive cells are found at a frequen-
cy of 2?5 per million cells in bone marrow of normal donors. ICC test may therefore be
false-positive in 2-10% of healthy donors. It should also be mentioned that there are vari-
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B crnenyromeit coeit pabote, S. Braun (2005) npoBen MmeTta-aHanu3 9 HauboJee Kpyr-
HBIX MCCJIEIOBaHUI, BKIIIOYAIOIIUX B 001 ClI0XXHOCTU 4703 GOJIbHBIX paKOM MOJIOY-
Hoii xeje3sl [9]. [1pu cpaBHEHUHM TPYIIIT MTALIMEHTOK C OITyXOJIEBBIM MTOPaKEHUEM KOCT-
HOTro Mo3ra 1 6e3 Hero, 00JIbHBIE ¢ MUKPOMETACTa3aMU B KOCTHBIM MO3T UMENIH 0OJIb-
LU pa3Mep OIyX0JIeBOTo oyara, 0ojiee HU3KYIO CTeneHb Au(depeHIIMPOBKU, OOJIbIIYIO
BEPOSITHOCTD TIOPaKEHUSI PETMOHAPHBIX JI/Y3JI0B U 00Jiee YacThlii OTPUIIATEIbHBIN pe-
LIETITOPHBIN CTATYC OITyXOJIH.

J17151 BBISIBJIEHUS OITYyXOJIEBOTO MTOPAKEHUSI KOCTHOTO MO3Ta MOTYT OBbITh MCITOJIb30Ba-
HbI CJIeIyIolle METOIbl UCCIIeIOBaHUS:

1. LluTomornueckuii ¥ TUCTOTOTMIECKIIT METOBI TTO3BOJISIIOT OOHAPYKUTH OTTyXOJIEBBIE
KJIETKHU (TOJIBKO IIPM MX TOCTATOYHO OOJBLIOM KOJMYECTBE) MeHee, YeM y 4% OOJIbHBIX.
C MOMOIIbIO TMCTOJIOTMYECKOT0 METO/Ia Yallle BCEro BISIBISIOTCSI MCTUHHbBIE MUKPOMETa-
crasbl. ENMHUYHbBIE e MeTacTaThyecKue KIeTKU METOOM CBETOBOI MUKPOCKOITMU OOHA-
PYXUTb JTUOO CIIOXHO, TMO0 HEBO3MOXHO [25]. [ToBBIIIIEHE YyBCTBUTEIHLHOCTH BhISIBIIC-
Hust MOK ngocTuraercs npu MConb30BaHUU CEAYIOIIMX METOAOB UCCIEAOBAHUSI.

2. UmmyHouuroxumuueckuit meton (M LX) ocHOBaH Ha BbISIBIEHUU B Ma3Kax KOCTHO-
TO MO3Ta ¢ TTOMOIIbI0 MOHOKJIOHAJIEHBIX aHTUTE]I aHTUTEHOB, HeXapaKTePHBIX JIJIST TEMO-
MO3TUYECKOM TKaHU, HO IKCIIPECCUPYEMbIX KJIETKaMM COJMIHBIX omyxojeit [10;23].
Hns ummyHonetetkiunu MOK paka MojouHOl kKese3bl B KOCTHOM MO3Te MCIOJIb3YIOT
MOHOKJIOHAJIbHbIE aHTUTENIA K AMUTENNATIBHOMY MeMOpaHHOMY aHTUreHy (EMA), uuto-
keparnHaMm (CK), TymopacconumnpoBanHoMmy riukonporenHy 12 (TAG 12). Mcnonbsys
METOIMKY, OCHOBAaHHYIO Ha MPUMEHEHUU MOHOKJIOHATbHBIX aHTUTEJ K YKa3aHHBIM aHTH -
reHaM, BO3MOXHO BbIsIBIEHUE 1-2 KJIETOK paka B 1 MJIH. HOPMaJIbHBIX KJIETOK KOCTHOTO
Mo3ra. YyBCTBUTEIBHOCTh UMMYHOLIUTOXUMHUYECKOTO MCCIICAOBAHUS MOXET OTpaHU4M -
BaTbCs HU3KUM YPOBHEM 3KCITPECCUU aHTUTEHOB OIMyXOJIEBBIMU KJIeTKaMu. B aTom ciry-
yae JIOTUYHBIM MPEACTaBIIsIeTCs UCMob30BaHue nmaHeau AT /Uisi MOBBIIIEHUS YYBCTBU-
TeTbHOCTH MeTona. OIHAKO TaKo# MOMXo/ Hen30eXKHO MMPUBOIUT K CHUKEHUIO CITCIIN-
(GUIHOCTH MeTona, MOCKOJBKY M3BecTHO, yTo MKA kK EMA mepekpecTHO pearupyroT
¢ TMM(POUIHBIMUA U pAHHUMU MUEJIOUIHBIMU KjieTKaMu KocTHoro mo3ra, a CK-8 u CK-
18-1103UTUBHBIE KJIETKUA BCTPEYaloTCs B KOJIMYecTBe 2—5 Ha 1 MJIH. KOCTHOM MO3re 3710~
poBbIX moneit. [109ToMy MMMYHOLIUTOXUMHWYECKUIT METOI MOXET IaTh JIOKHO-TIOJIOXM~
TeJIbHBIN pe3ynbraT y 2—10% 3m0poBbix oaeii. HemanoBaxkeH TOT (akT, 4TO Ha Cero-
HSIIITHUH JIeHb B MUPE UCIIONIb3YeTCsl MHOTO KoMMepueckux MKA ¢ pa3HOit 9yBCTBUTEIb-
HOCTBIO U CIIEHM(PUIHOCTBIO, UTO HE TIO3BOJISIET CTAHIAPTU3UPOBATh METO/, U 3aTPYIHS -
€T CpaBHEHUE Pe3yJIBTaTOB, MOJYYEHHBIX Pa3HBIMM IpyMIaMy UCCIeaI0BaTe e,

3. IMonumepasHas nenHas peakiuss (RT-PCR) npenHaszHaueHa misi oOHapyKeHUs
B oOpa3slie TkaHu 3agaHHoi MaTpuuHoit PHK. /laHHas MeTonuka 3aKijiio4aeTcsl B IOUC-
ke MPHK HekoTOphIX reHOB (LIMTOKepaTHHOB, PDA), sKCIipeccupyeMbIX MeTacTaTU4eC-
KMMU KJieTKamu, uiau noucke MPHK reHoB, MyTalimu KOTOpbIX cieU(PUYHBI IS OITy-
XOJIEBBIX KJIeTOK (Hampumep, reHoB ERB B2, p53, u k-ras u ap.). I1lo MHeHuI0 psina aB-
TopoB, [TLIP aBnsercst 6oee 4yBCTBUTENEHON METOMUKOI JIJIST BBISIBJIEHUS MUKPOMETa-
CTa30B paka MOJIOUHOI kene3nl, yeM MLIX. Bmecte ¢ Tem, HemoctatkoMm ITLIP siBnsieTcs
OlIEHKAa TeHEeTUYECKOM MHGbOpPMALMM, a He HaJIWMYMSI T€X UM MHBIX XXUBBIX KJIETOK.

ous commercial MABs with different sensitivity and specificity that are used in ICC analy-
sis which makes difficult standardization of the test and comparison of findings of differ-
ent authors.

3. Polymerase chain reaction (RT-PCR) detects matrix RNA in tissue specimens. The
technique is aimed to find mRNA of specific genes (cytokeratins, CEA) expressed on
metastatic tumor cells or mRNA of genes with mutations specific of tumor cells (e.g. ERB
B2, p53, k-ras, etc.). Some authors believe PCR to be more sensitive in detection of BC
micrometastases than ICC. Although PCR has the disadvantage of seeking for genetic
information rather than for live cells. In view of this, when analyzing bone marrow after
chemotherapy the investigator should make sure that the RNA is derived from a live rather
than from a dead tumor cell. Besides, RNA may not always be extracted from formalin-
fixed paraffin-embedded specimens which makes difficult retrospective analysis.

4. To detect tumor cells in bone marrow by flow cytometry suspension of tumor cell
is treated with stained antibodies to tumor antigens and the stained cells are then rec-
ognized and counted automatically by cytofluorimeter. The technique detects 1 tumor
cell per 10,000-100,000 normal bone marrow cells. The significant disadvantage of
flow cytometry is the need to isolate a considerable amount of live tumor cells from
bone marrow which is not always possible. Besides, specificity of the technique is not
quite clear yet.

5. To study bone marrow by cell culture technique aspiration biopsy specimens are
placed into a growth medium. Normal bone marrow cells cannot proliferate without
habitual microenvironment. If secondary colonies are found in the medium it means the
presence of tumor cells able to grow autonomously. The use of cell culture technique is
limited by technical difficulty and high cost.

We have assessed diagnostic value of several techniques used to detect tumor involve-
ment of bone marrow.

MATERIALS AND METHODS

The study was performed in 50 BC patients managed at the Ulianovsk Regional Cancer
Center of whom 37 (74%) patients had metastatic and 13 (26%) had locally advanced dis-
ease. Bone marrow study was performed by cytology, histology and immunocytochemistry
(ICC). Specimens for cytology and ICC assays were obtained by aspiration of 8-10 ml
bone marrow from posterior superior iliac spines. Specimens for histology study were
taken by bone marrow trephine biopsy form the same areas. ICC of bone marrow was
made at the Laboratory for Immunohistochemical Diagnosis of Tumors, Clinical Cancer
Center of the Republic of Tatarstan. The analysis was made using monoclonal antibodies
to cytokeratins PAN, clone MNF 116, DAKO. Positive test was defined as detection of 1
metastatic cell per million myelokaryocytes. In ICC-positive cases we also determined
tumor cell receptor status and proliferative activity by reactivity with a proliferation-asso-
ciated marker Ki-67, clone BS6, Pharmingen.

Mathematical analysis of findings was made using a standard Microsoft Excel 2000 tool.
Significance of differences in comparison of patient numbers was assessed by chi-squared
test, and Student's t-test was used to compare means.
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B cBsI3u ¢ 5TUM NpU KccIeI0BAaHUU KOCTHOTO MO3Tra, MOJIYYEeHHOTO ToCyie TTPOBEICHMS
Kypca XMMUOTEpauu, HyXKHO ObITh YBEPEHHBIM, UTO 0OHapyXeHHass PHK nonyyena uz
KWUBOM, a He U3 norudIieit omyxosnesoit kietku. Kpome toro, PHK He Bcerna skcrparu-
pyroTcs U3 00pas3loB, GUKCUPOBAHHBIX B (pOpMaMHEe W 3aJIUTHIX B mapacuH, 4TO 3a-
TPYIHSIET PETPOCTIEKTUBHBIN aHAU3.

4. 1151 oOHapyXeHUsI OIyXOJIEBbIX KJIETOK B KOCTHOM MO3Te METOIOM ITPOTOYHOM 111 -
TOMETPUY B3BECH OITyXOJIEBBIX KJIIETOK 00pabaThIBAIOT MEYEHHBIMU KPACUTEIeM aHTUTe-
JIaMU K OITyXOJIEBBIM aHTUTEHAM M MPOIMYCKAIOT Yepe3 HUTO(II00OpUMETp, KOTOPBII aB-
TOMAaTUYECKU PACIIO3HAET 1 MOJCYMTHIBAECT OKpAIIEHHbIE KJIETKW. MeTo Mo3BoJIsieT 00-
HapyXuTh 1 omyxoneByio kieTky cpenu 10—100 Thic. HOPMAJIBHBIX KJIETOK KOCTHOTO
Mo3ra. bosbImm HeToCTaTKOM MTPOTOYHON LIUTOMETPUH SIBIISIETCSI HEOOXOIUMOCTD BbI-
JIEJIEHUSI U3 KOCTHOTO MO3ra 3HaUMTEIbHOTO YMCJIA XKUBBIX OMYXOJIEBBIX KJIETOK, YTO HE
Bceraa BO3MOXHO. Kpome Toro, 10 HacTosilero BpeMeHu cneuubuyHOCTh METO/Ia He-
JIOCTaTOYHO BHICOKA.

5. I1pu uccnenoBaHUM KOCTHOTO MO3Ta METOJIOM KJIETOYHBIX KYJIBTYD B MUTATEIbHYIO
cpey NnoMelaT o0pasiibl, MOJYyYeHHbIE IPU acUpallMOHHOU Ouorcuu. HopmaibHbie
KJIETKU KOCTHOTO MO3Ta TIPU OTCYTCTBUY TIPUBBIYHOTO JIJISI HUX MUKPOOKPYKEHMUSI TIPO-
nudepupoBaTh He OynyT. Eciu ke B cpene chopMUPYIOTCS] BTOPUYHBIE KOJIOHUU, TO 3TO
OyIeT CBUIETENbCTBOBATH O HAJIMYMY B KOCTHOM MO3T€ OIMYXOJIEBBIX KJIETOK, CHOCOOHBIX
K aBTOHOMHOMY pocTy. HemanoBaxHbIM (pakTOpOM, OrpaHUYUBAIOIIMM UCIIOJIb30BAHUE
KYJIBTYPaIBHOTO METO/IA, SIBIISIETCST €T0 TEXHUYECKAas CIIOXKHOCTh U BHICOKAsI CTOUMOCTb.

[ns1 onpeesieHUst AMarTHOCTUYECKON LIEHHOCTH Pa3IMYHbIX METOIOB BbISIBJICHUSI OITy-
XO0JIEBOTO MOPaKeHUsI KOCTHOTO MO3Ta Mbl MPOBEJIM COOCTBEHHOE UCCIeJOBAaHUE.

MATEPUAII 1 METObI

B uccnenosanue 66010 BKIIOYEHO S50 OOJBHBIX PAKOM MOJIOUHOM Xese3bl, TPOXOIUB-
IINX JICUCHUE B YIIbTHOBCKOM 00JJACTHOM KIIMHNYECKOM OHKOJIOTMUYECKOM IUCITaHCepe.
Ot o611ero yncia 00JbHBIX METaCTaTUYECKUI Mpoliecc ObLT AMAarHOCTUPOBaH y 37 ma-
MeHTOK (74%), MecTHOpacpocTpaHeHHbI — Y 13 (26%). KocTHBIIT MO3T HccaenoBa-
CsI C TIOMOIIBIO ITUTOJIOTUYECKOTO, TUCTOJIOTUIECKOTO U UMMYHOIIUTOXUMUIECKOTO Me-
tomoB (MLIX). MaTtepuas 1Isl TUTOJIOTMIECKOTO U MMMYHOLIMTOXUMUYECKOTO METOIOB
MOJyYay MyTeM aclIMpallMOHHOM MyHKIIMU 8—10 MJI KOCTHOTO MO3ra U3 3aJJHe-BEPXHUX
OCTell TIOAB3IOIIHBIX KOCTe ¢ 00erX CTOPOH. JIJIsI TMCTOJIOTMYECKOTO MCCIISIOBAHMS
JIOTIOJTHUTEJIBHO M3 BTUX K€ TOYEK BBIMOJHSIIACH TPENaH-OMOIICHUS KOCTHOTO MO3Ta.
MMMyHOIIUTOXMMHMUYECKOE MCCIeTOBaHIME KOCTHOTO MO3Ta ITPOBOAMJIOCH Ha 6ase 1abo-
paTOpUU UMMYHOTUCTOXMMUYECKOI TUarHOCTUKM OMyX0Jiel KIMHUYECKOTO OHKOJIOTH -
YeCcKOro IeHTpa pecyonuku TatapcraH. st aHaam3a ObITM UCTTOJIb30BaHbBl MOHOKIIO-
HaJIbHbIE aHTHTeNA K uToKepaTuHaM — «PAN», ki1ion MNF 116, DAKO. ITonoxuTesb-
HOM CUMTAJIM PeaKIIVIO MPU HAJTMYUK 1 MeTacTaTU4eCKOM KJIEeTKM Ha 1 MJTH. MUeJIOKapu-
o1uToB. B cityyae oGHapyXeHUsI ¢ TIOMOIIbI0O UMMYHOIIUTOXMMUYECKOTO METoa MUK-
poMeTacTa3oB B KOCTHBI MO3T, JOMOJHUTEIBHO OMPEAS/ISUINCh PELENTOPHBIN CTaTyC
U TiposiipepaTUBHAsI aKTUBHOCTD OITyXOJIEBBIX KJIETOK C UCTIOJIb30BAaHUEM MapKepa Mpo-
madepanuu Ki-67, xmon BS6, Pharmingen.

RESULTS

Nineteen (38%) of the 50 BC patients presented with bone marrow micrometastases.
The bone marrow involvement was detected most frequently (12/19) by ICC. Bone mar-
row micrometastases were detected by histology in 10 and by cytology in 5 cases.
Unexpectedly, combinations of diagnostic techniques failed to improve detection of bone
marrow mcrometastasis with only 2 (10.5%) cases being positive by both ICC and histol-
ogy, 3 (15.8%) by both cytology and UCC and 2 (10.5%) by all the three techniques
together. While either histology or ICC alone demonstrated a rather high informative
value, with bone marrow involvement discovered in 6 (31.6%) and 5 (26.3%) patients
respectively.

Of the 12 cases with bone marrow involvement detected by ICC all had receptor-nega-
tive tumor cells and low Ki-67 expression.

Bone metastases were discovered in half (45%) of patients free from bone marrow
involvement versus more than two thirds (76.5%) of those with bone marrow micrometas-
tases. Interestingly, 4 of 15 (26.7%) patients with non-skeletal metastases were bone mar-
row-positive. Frequency of bone marrow involvement was the lowest (2/19) in cases with
locally advanced BC.

We attempted to find out whether micrometastases affected bone marrow function. For
this purpose peripheral blood count was made in patients enrolled in this study (table).

Table
Complete blood count in patients with vs without bone marrow micrometastases
BM (-) BM (+)
Test (n=31) (n=19) P
ormal (115-145) 4(12.9%) 7 (36.8%) :
Anemia (<115)
‘gh”e bl'ofz C:";’ X107 25 (80.6%) 14 (73.7%) 0564
ormal (4.0-8.8) 6 (19.4%) 5(26.3%) :
Leukopenia (<4.0)
9
ZlateleltsHXw /I2 2 (6.5%) 0 0,065
ormal (180-320) 29 (93.5%) 19 (100%) :
Thrombopenia (<180)
Ez’g’ mm/h 20 (64.6%) 2(10.5%) <0.001
3039 11(35.4%) 17 (89.5%)

Our study demonstrated that bone marrow involvement was accompanied by suppres-
sion of red cell production (p<0.05) while having no effect on granulocyte or platelet
hemopoiesis as confirmed by hemoglobin level and white cell and platelet counts. Anemia
was found in micrometastasis-positive patients two times more frequently than in the con-
trol. Of interest is a highly significant increase in ESR in the group with bone marrow



HMMYHOJ/IOTHA TEMOIIO93A 46

47 HAMATOPOIESIS IMMUNOLOGY

Jlns MaTeMaTUYECKOM 00pabOTKM JaHHBIX MCITOJb30BaJICsS CTAHAAPTHBIN MaKeT Mpo-
rpammbl Microsoft Excel 2000. B kauecTBe KpuUTepusi JOCTOBEPHOCTHU UISI CPAaBHEHUS
Yyuclla MalUeHTOB NIPUMEHSICS X2, a Ul CPaBHEHHUS CPEAHMX 3HAYEHMId -t-KpUTepuil
(CrpromeHTa).

ITIOJIYYEHHBIE PE3YJIBTATBI

Ot 00111eT0o urciia 60JbHBIX, BKITIOUEHHBIX B UCCIIEA0BAaHNE, MUKPOMETACTA3bl B KOCT-
HBII MO3T ObUTH 0OHapyXeHbI y 19 (38%) mauueHTok. HanGosee 4acTo oImyxoJieBoe Imo-
paXkeHre KOCTHOTO MO3Ta IMarHOCTUPOBAJIOCH C TIOMOIILI0 UMMYHOIIMTOXUMUYIECKOTO
Metona — y 12 manmeHTox u3 19. C Ucmoabp30BaHNEM THCTOJIOTUIECKOTO METOAa MUK-
pomeTacTa3bl B KOCTHBIN MO3T BBISIBIEHBI y 10 OOJIbHBIX, a C TOMOILBIO IIUTOJIOTUYECKO-
ro — y 5. Kak HU cTpaHHO, KOMOMHALMS Pa3TUYHbIX METOIOB IMarHOCTUKHU HE MOBbI-
cujia BEPOSITHOCTh OOHApYXKEeHMSI MUKPOMETACTa30B B KOCTHOM MO3re — TOJBKO y 2
6onbHbIX (10,5%) omyxoneBoe mopaxkeHue ObLIO BbIsiBIeHO Kak nipu MIX, Tak u npu
TUCTOJIOTMYECKOM HccienoBanuu, y 3 (15,8%) — omHOBpeMEHHO C ITOMOIIBIO LIUTOJIO-
rugeckoro 1 MLIX, y 2 (10,5%) — c ucnonb3oBaHWEM BCeX TPeX TMarHOCTUIECKUX Me-
TOMOB. B TO BpeMs Kak TMCTOJIOTMYECKU ¥ UMMYHOLIUTOXUMUYECKU METOMIBI B CAaMO-
CTOSITEJTbHOM BapUaHTE MOKa3aJIu AOCTATOYHO BBICOKYIO MHGOPMAaTUBHOCTh. C MOMO-
LIbI0 3TUX METOJOB MMKPOMETACTa3bl B KOCTHBI MO3T ObLIM JAMArHOCTUPOBAHHI y 6
(31,6%) u 5 (26,3%) MauMeHTOK COOTBETCTBEHHO.

M3 12 GONMBbHBIX, Y KOTOPBIX MUKPOMETACTa3bl B KOCTHBI MO3T ObUIM OOHApy>KEHBI
¢ nomotbio MIIX, Bo Bcex citydasix onmyxoJieBble KJISTKU ObLIM pelienTOp-HeraTUBHbIMU
U MMeJTM HU3KYIO 3KcTpeccuio antureHa Ki-67.

VY manmeHToK 6e3 MUKPOMETACTa30B B KOCTHBIM MO3T METacTa3bl B KOCTU KIIMHIYEC-
KU JIMarHOCTUPOBAIMUCH MPAKTUUYECKU y TMOJOBUHBI GOMbHBIX (45%), B TO BpeMsl Kak
B TpyIIIe ¢ MUKpOMeTacTa3aMM IopaXkeHne CKeJlieTa BCTpeyaioch 6osiee yeM y 2/3 maru-
eHTOK (76,5%). O6paiiiaeT Ha ceOsl BHUMaHUE TOT (hakT, YTO MUKPOMETACTa3bl B KOCT-
HBIIA MO3T ObUIM BBISIBICHBI y 4 13 15 GOJbHBIX ¢ HEKOCTHBIMU MeTacTaszamu (26,7%).
Haubonee penko (B 2 ciryyasix u3 19) MUKpomeTacTasbl B KOCTHBII MO3I OOHapyXHBa-
JIVCh Y OOJBHBIX ¢ MECTHOPACTIPOCTPAHEHHBIM PaKOM MOJIOYHOM XKeJIe3bl.

B nporiecce Hatreli paboThl MBI TTOMBITAIMCH BBISICHUTD BIUSIIOT JIW MUKPOMETACTA3bI
Ha (PYHKILIMIO KOCTHOTO Mo3ra. B aTux 1essx ObLI MpoBeAeH aHaIu3 repudeprudeckoi
KPOBH Y OOJIbHBIX, BKIIOUEHHBIX B UcCaeI0BaHue (Tadl. ).

[MpoBeneHHbIN aHANINM3 TTOKA3aJl, YTO METACTaTUIECKOe MOpaXxeHWe KOCTHOTO MO3Ta
COIPOBOXIAETCS TTOIABJIEHNEM KPaCHOTO pocTka KpoBeTBopeHust (p<0,05) u He BiuseT
Ha rpaHyJIOLMUTAPHBIA U TPOMOOLUTAPHBINA POCTKU, YTO MOATBEPKAAIOT MMOKa3aTeIH Te-
MOTJIOOMHA, JIEHKOIIMTOB ¥ TPOMOOIIMTOB. AHEMHUsI B TPYIIIIe MUKPOMETACTa30B BCTpe-
yaJiach IMoYTH B 2 pasa yaiie, YeM B KOHTPOJIbHOM rpymme. O6paiiaer Ha ce0s1 BHUMaHWe
BBICOKOJOCTOBEepHOE yBennueHue COD B rpyIine OOJbHBIX ¢ MUKPOMETACTAa3aMU B KO-
ctHbI Mo3r (p<0,001). CpenHuii nokazatesb COD B rpyrine 00JbHBIX 0€3 MUKPOMETa-
CTa30B B KOCTHBIA MO3T cocTaBuia 23,5 mM/gac (17,5 29,5), B To BpeMsT Kak B TpyIIIe
C MeTacTaTU4ecKUM MopaxkeHueM KOCTHOTO Mo3ra oH gocturai 51,7 mm/4ac (44,2 59,2)
(p<0,001).

involvement (p<0.001). Mean ESR in patients free from bone marrow micrometastases
was 23.5 mm/h (range 17.5 to 29.5) versus 51.7 mm/h (range 44.2 to 59.2) (p<0.001) in
micrometastasis-positive cases.

DISCUSSION

Basing on our findings the conclusion may be made that bone marrow involvement is
rather frequent (38%) in BC patients. Proportion of patients with bone marrow metasta-
sis rises to 59.1% among cases with bone disease.

ICC (63.2%) and histology (57.9%) are most informative tests as to detection of occult
bone marrow metastases. Therefore a combination of these two techniques seems to be
optimal in the diagnosis of bone marrow involvement. Trepan biopsy and histologic study
of bone marrow are also needed to assess disease size in bone marrow in order to define
whether it is micrometastasis or isolated tumor cells which is neccessary for correct classi-
fication of disease and treatment decision.

Although bone marrow micrometastases are known to have no clinical manifestations
we detected a significant increase in ESR and decrease in hemoglobin levels in positive
cases. These tests may therefore be considered most sensitive in suspects for bone marrow
involvement.

As demonstrated by our study occult tumor cells in bone marrow have low proliferative
activity, i.e. are dormant.

While discussing the problem of bone marrow micrometastasis it is useful to overview
the problem of metastasis in general basing on the literature and our own data.

The problem that faces oncology today is the treatment of distant metastases rather than
of the primary tumor, because it is distant metastases that are the main cause of cancer
death. 80% of BC patients die from disease generalization within 20 years of follow-up,
distant metastasis playing a much greater role as the cause of death than regional recur-
rence. What is the role of bone marrow in metastasis? We think that bone marrow plays the
key role in both bone and non-bone metastasis. Why do we think so?

As soon as a tumor cell penetrates into circulation it may give rise to metastasis.
Circulating tumor cells become sensitive to various host defense mechanisms including
lysis due to the effect of lymphocytes, monocytes and natural killers. Tumor cells may
undergo mechanical destruction due to eddying blood flow or sticking in capillaries. Study
of isotope-labeled tumor cells demonstrated that only one per thousand circulating tumor
cells is viable. As little as 0.1% of tumor cells reach capillaries of specific body sites and give
rise to distant metastases [3]. Lungs are the first barrier in the cells' way. Most tumor cells
overcome this barrier which is confirmed by high frequency of bone metastasis without
lung involvement. Bone marrow is the next barrier.

Stephen Paget wrote in 1889 that bones were affected an a special way in breast cancer
which could not be explained by the theory of tumor embolization only [22]. He hypoth-
esized that specific properties of affected tissues were determinant in this process and
made thus a basis for the theory of 'soil and semen’, so popular today.

On the one hand, properties of the 'semen’, i.e. a tumor cell, play a certain role in metas-
tasis. As demonstrated by Japanese researchers, some BC cell lines, in particular H-31 can



HMMYHOJ/IOTHA TEMOIIO93A 48

49 HAMATOPOIESIS IMMUNOLOGY

Tabnuua
IToka3aTenu 001Iero aHAIM3a KPOBM Y OOJIbHBIX C HAJJMYHEM H OTCYTCTBMEM MUKPOMETA -
CTa30B B KOCTHBI MO3T

Mokasarens (Kn'\f?,(1)) :<n’\/:11(;; o
Femorno6uH, r/n
27 (87,1%) 12(63,2%)
e Hopma (115-145) 0,047
o aHemus (<115) 4(12,9%) 7 (36,8%)
JNeiikoumTbl, x10°/n
25 (80,6 %) 14 (73,7%)
* Hopwma (4,0-8,8) o, o, 0,564
o neiikonenus (<4,0) 6(19,4%) 5(26,3%)
o
TpOM-G%MpT:é 711 go/-gzo) 2(6,5%) 0 0,065
9 9
o TpomGouuToneHus (<180) 29 (93,5%) 19 (100%)
coagmrégac; 20 (64,6%) 2(10,5%) <0.001
o >30-39 11(35,4%) 17(89,5%) g

Ha ocHoBaHuYM npeacTaBiaeHHBIX JaHHBIX MOXHO CeJIaTh BBIBOMI, YTO MUKpOMETACTa-
3bl B KOCTHBIA MO3T JocTaTo4HO 4Yacto (38% ciyvyaeB) BCTpedaloTcsl y OOJIBHBIX
PM2K. BeposiITHOCTH OMyXOJIEBOTO MOpakeHUsI KOCTHOTO Mo3ra Bo3pacrtaeT mo 59,1%
MPY METACTaTUIECKOM MOPaXKEHUHU CKeJIeTa.

Hawubonee nHbOpMaTUBHBIMU B TUIaHE OMPeNeIeHMsT OKKYIBTHBIX METACTa30B B KOCTHBII
MO3I' SBJISTIOTCS. UMMYHOLMTOXUMUYECKUi (63,2%) u rucronorndeckuii (57,9%) mMeTonpl.
Takum 06pazoM, YTOOBI MAKCHMAJIbHO TTOBBICUTh BEPOSITHOCTh JMATHOCTUKKA METACTa30B
B KOCTHBII MO3I, 11e/1eC000pa3HO OJHOBPEMEHHO IT0JIb30BATLCSI 000MMU METOAaMU. Bbimos-
HeHUe TperaH-OMONCHY KOCTHOTO MO3ra 1 MPOBeIeHNE TUCTOIOTMYECKOTO UCCIeNOBaHMST
HEO00XOIMUMO €I1Ie IJIST TOTO, YTOOBI OLICHUTH pa3Mephl OITYX0JIEBOTO oYara B KOCTHOM MO3Te,
U, TAKMM 00pa3oM, PEIlrTh, C YeM Mbl IMEEM JeJI0 — C MUKpOMeTacTa3aMu WU C U30JIMPO-
BaHHBIMU OITyXOJIEBbIMU KJIETKaMK. YTO CTAHOBUTCS BECbMa aKTyalbHBIM 151 TPaBUJILHOM
KJTaccrUKaIMy OITyX0JIEBOTO TIpoliecca M COCTaBIeHNST TATbHEUIIIeTo TTaHa JIeUeHUSI.

Hecmotps Ha To, YTO MUKpOMETACcTa3bl B KOCTHBII MO3T HE UMEIOT KaKUX-JIM0O0 K-
HUYECKMX TMPOSIBIICHUI, B OOIEM aHalM3¢ KPOBU 3apEerMCTPUPOBAHBI CTATUCTUUYECKU
nocTtoBepHble yckopeHue COD U CHUXeHUe ypoBHS reMorjobuHa. Takum obpasom,
MOHO CUMTATh, YTO MMEHHO 3TU ITOKA3aTe/IN SIBJISIOTCS HanboJjiee YyBCTBUTEIbHBIMU
y OOJIBHBIX C TTOAO3PEHUEM Ha OITyX0JIeBOE MOopakeHWe KOCTHOTO MO3Ta.

BMecrte ¢ TeM, Kak Mokasajio Hallle MccaeloBaHUe, OKKYJIbTHBIE OIyX0JeBbie KIETKH,
0oOHapyXeHHbIe B KOCTHOM MO3Te 001aaloT HU3Koi mposindepaTuBHON aKTUBHOCTHIO,
T.€. OHM HAXOIATCS KaK Obl B «IPEMIIIOIIEM» COCTOSIHIM.

O0cyxaast TpodieMy MUKPOMETACTAa30B B KOCTHBIN MO3T, XOTEJI0Ch Obl Uepe3 Mpu3My
JIUTePaTYPHBIX TaHHBIX 1 COOCTBEHHBIX Pe3YJIbTaTOB, IT0-HOBOMY B3IJISTHYTh Ha ITpo0IIe-
MY METacTa3upPOBaHUs B ILICJIOM.

[Ipo6GnemMa coBpeMEHHOM OHKOJIOTUY 3aKJII0YaeTcs He B JICUEHMU MePBUYHOrO ovara,
a B Teparnuy OTIAJIEHHbIX METaCTa30B, KOTOPbIE SBJSIOTCS OCHOBHOU MPUYMHOMN THOEIN

release proteolytic substances such as collagenase, beta-3-integrin that destroy osteocytes
and help tumor cells to penetrate into bones [19; 20].

On the other hand, bone tissue together with bone marrow form a rich 'soil' for tumor
growth. The sinusoid structure inside bone marrow is known to fit better for generation of
metastasis foci than arteriovenous capillaries. However, the spleen that also has a sinusoid
structure is not frequently affected. Therefore, the tumor cell environment is of much
importance for metastasis development.

Bones are a good place due to 'rich deposits' of many growth factors such as transform-
ing growth factor (TGF-beta), insulin-like growth factors (IGF), platelet-derived growth
factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF), bone morphogenetic protein (BMP) that
together with collagen fragments attract tumor cells and the latter start circulating in bone
marrow [12; 13]. A part of tumor cells populating bone marrow give rise to bone marrow
metastases. That is why bones are the most common site of metastasis. Other tumor cells
continue to stay in bone marrow in a dormant state as demonstrated by low Ki-67 expres-
sion. Low proliferative activity of tumor cells in bone marrow makes the situation still
worse since these cells do not respond to systemic chemotherapy. This phenomenon
accounts for lack of effect of adjuvant or even high-dose chemotherapy on elimination of
bone marrow micrometastases [8; 16; 17]. After a certain time (several years or decades)
tumor cells penetrate from bone marrow into circulation again to give rise to distant
metastases in other sites.

The conclusion may therefore be made that bone marrow is a depot of tumor cells and
plays a key role in metastasis to distant sites.
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OHKOJIOTMYECKUX OONBbHBIX. 3a 20-1eTHuii nmepuon HaomoaeHus 80% 6onpHBIX PM2K
YMHpaeT OT TeHepaJIM3alluy Tpoliecca, IpUIeM OTHaJeHHbIe MeTacTa3bl UMEIOT GoJjiee
BaXXHOE 3HAUCHME KaK ITPUYMHA CMEPTH OOJIBHBIX, YeM perMOHapHbIe peluanBhl. Kakas
K€ pOJIb B IPOIIECCaX METACTa3uPOBAHUSI OTBOAUTCS KOCTHOMY Mo3ry? Ha Harir B3risn —
KitoueBas. M He TOJIbKO B cllyyae KOCTHOTO MeTacTa3upOBaHMS, HO TAaKXeE U B cllyyae He-
KocTHOTO. Ha 4eM ocHOBaHO JaHHOE TIpeAIoIoXeHne?

Kak ToIbKO y 0IyX0JIeBO# KJIETKU B IIEPBUYHOM OYare MosIBJISIETCS BO3MOXHOCTh MH-
TpaBa3allUM M OHa I0IagaeT B KPOBOTOK, MOSIBSIETCS IMOTEHLMATIbHASI BO3MOXHOCTh
MeTacTa3upoBaHUsl. B KpOBSTHOM pyciie OIyXoJieBble KJIETKM CTAaHOBSITCST YYBCTBUTEIb-
HBIMH K Pa3JIMIHBIM 3alIUTHBIM MEXaHU3MaM CO CTOPOHBI XO35IMHA, BKJII0YAs JTU3UC 3a
cyeT JMMGOLUTOB, MOHOLIMTOB M €CTECTBEHHBIX KUIIepoB. Kpome Toro, rnmpoucxoaur
MEXaHUYECKOe MOBPEXKIEHUE OMYyXOJIEBbIX KJIETOK B ITPOIIECCE 3aBUXPEHUS KPOBU U 3a-
CTpeBaHMS B Kanmuuisipax. MccaemoBaHusI C MHBEKLIMEH OITyX0JIeBbIX KJIIETOK, MEYECHHBIX
M30TOMaMU, TIOATBEPAUIN TOT (PaKT, UYTO JIUIIb OJHA U3 THICSAYU OITyXOJEBBIX KIIETOK,
JMOCTUTAIOIIMX LUPKYISITOPHOTO pycia, SBISETCS KU3HECIOCOOHO. BbhrKuBaeT aullib
0,1% omyxoJeBbIX KJIETOK, KOTOphIE, 3aJePXKUBasICh B KAIMMIJISIPHOU CETH OTHEBHBIX
OpraHoOB, JAalOT HAYaJIO Pa3BUTHUIO OTHAJIEHHBIX MeTacTa3oB [3]. [IepBbIM OpraHoM, KOTO-
pBIii BCTaeT Ha MYyTH 3TUX KJIETOK, SIBJISIIOTCS Jerkue. [IpuueM, Gosibliiast 4acTh OmyxoJie-
BBIX KJIETOK YCITEILIHO MIPE00JIeBAET 3TOT Pydek, 0 YeM KOCBEHHO CBUACTEIbCTBYET Bbl-
COKasl 9acTOTa KOCTHBIX METacTa30B 0e3 mopaxkeHust eTkux. ClenyonmM 6apbepoM siB-
JIsieTCsl KOCTHBIN MO3T.

B 1889 ronmy Stephen Paget, uznaras monesab GopMUpOBaHUs KOCTHBIX METACTa30B, OT-
MeTHJI. «/[J1T1 MEeHSI BITOJTHE OUEBHMIHO, YTO TPU pake MOJIOUHOM KeJIe3bl KOCTH TTopaka-
JOTCS CTICIIUATIbHBIM ITyTeM, KOTOPBI He MOXKET OBITh OOBSICHEH TOJTBKO OTHOU TeOpUEii
OIyX0JIeBOI A3MOOoIM3aLun» [22]. OH NpeanooXui, 4YTo CBOMCTBA TKAHE, B KOTOPBIX
pa3BMBAIOTCS MeTacTa3bl, ObIIM ONPEAC/SIONIMU B 3TOM TIPOLIeCCe, ¥ TEM CaMbIM 3aJI0-
KWJT OCHOBY TakK IOITYJISIPHOU B HACTOSITIIEE BPeMs TEOPUU «TTOYBHI I CEMEHI».

C omHOI CTOPOHBI, IS TPOLIECCOB METACTa3MPOBAHUS OIIPEAEICHHYIO POJIb UTPAIOT
CBOICTBA «CEMEHM», T.€. OIyX0JIeBOI KJIeTKM. Kak rmokasanu pe3ysibTaThl UCCeI0BaHUI
psiia STTOHCKUX YYEHBIX, KJICTOUHbBIC TMHUY paka MOJIOYHOM Kele3bl, B yacTHocT! H-31,
CIIOCOOHBI BBIpaOaThIBATh IMPOTEOJUTHIECKIE BEIeCTBA, TaKKe KaK KoJulareHasa, oera-
3-MHTerpMH, pa3pylialoliye CiIoi OCTEOLIMTOB U IMTOMOTalIIe MPOHUKHOBEHUIO OIy-
XOJIEBBIX KJIETOK B KOCTb [19; 20].

C nmpyroii CTOpOHBI, KOCTHAsI TKAHb BMECTE C KOCTHBIM MO3TOM SIBJISIETCS «TIJIOTOPOI-
HOI1 TIOYBOI» JJIsI OITyX0JIeBOTo pocTa. M3BeCTHO, YTO CMHYCOMIAIbHasI CTPYKTYpa BHY-
TPU KOCTHOTO MO3Tra OO0JIbllIe «ITOAXOAUT» I 00pa3oBaHMsSI METACTaTUUECKUX OYaros,
YeM TIpoCcTasi apTepuo-BeHO3Hasl KamwuisipHast ceTb. OMHAKO cesle3eHKa, TakKe NMelo-
11asi CMHYCOMIAIBHYIO CTPYKTYPY, TOJIBKO B PEIKUX CIyJasx ImopaxaeTcs MeTacTa3aMM.
Takum obpa3oM, 6OJIbIIOE 3HAYEHUE UISI Pa3BUTHUSI METACTa30B MIpaeT cpeaa, KoTopas
OKpYKaeT OITyXOJIEBbIC KIIETKM.

KocTb siBsteTCst 61aronpusiTHBIM MECTOM M3-3a «O0TaThIX 3ajieXeii» MHOTUX (DaKTOPOB
pocTa, Takux Kak TpaHchopMupymoimumii ¢paktop pocra 6eta (TGF-beta), nHcynmnHomo-
no6Hble (pakTopbl pocTa (IGFs), TpomboLmTapHsbiii ¢pakTop pocta (PDGF), dakTop po-

cra ¢pubpoodnacroB (FGF), kocTHbIit MOpdoreHeTnueckuii 6eok (BMP), koTopsiii Mec-
Te C KOJIJTareHOBBIMU (hparMeHTaMM MPUTITUBAIOT KJICTKU OITyXOJIM, ¥ OHU HAYMHAIOT
LIMPKYINPOBATh B KOCTHOM Moare [12; 13]. YacTb omyXoseBbIX KIETOK, OCEBIINX B KOCT-
HOM MO3Te, JaéT Hayajlo pPa3BUTUIO KOCTHBIX MeTacTa3oB. IMEHHO Mo3TOMY MeTacTa3bl
B KOCTU CKeJIeTa 3aHMMalOT MIEpBOE MECTO B CTPYKTYype MeTacTa3upoBaHusl. Jpyras yactb
OITYXOJIEBBIX KJIETOK MTPOIOIIKAET HAXOAUTHCS B KOCTHOM MO3Te B «IPEMITIOIIEM» COCTO-
SIHUU, O YeM CBUIETEIbCTBYET HU3Kasl SKcrpeccus B Hux antureHa Ki-67. Huskas mpo-
nudepaTrBHasi aKTUBHOCTb OITyXOJIEBBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3re ellie 0oJibliie ycyryo-
JISIET CUTYALIMIO, T.K. TAaKKMe KJIETKH IIJIOXO0 MOIIAIOTCS CUCTEMHOMY BO3ICCTBUIO XMMHO-
npenapaToB. OTCIona HeylnauM aabIOBAaHTHOM, M Jae BHICOKOMIO3HOW XUMMOTepaIuu,
B ITOIIBITKAX MIMMUHALIMM MUKPOMETACTa30B B KOCTHBINA Mo3r [8; 16; 17]. Yepes onpene-
JIEHHBII MMPOMEXYTOK BPEMEHU — MOXKET MPOUTH HECKOJBKO JIET WU AECATKOB JIET —
OITyXOJIeBble KJIETKU M3 KOCTHOTO MO3Ta BHOBB IOIAIal0T B KPOBEHOCHOE PYCIIO U TIPH-
BOJIAT K Pa3BUTHIO METACTA30B B APYTUX OpraHax.

[ToaBoast UTOT BBILLIEU3TIOXXEHHOMY, MOXHO C/A€IaTh BBIBOA, YTO KOCTHBIM MO3T SIBJISI-
eTcsl IeTIO OIMYXOJIEBBIX KJIETOK U UTPAET KIIIOUEBYIO POJIb B IIpolieccax OTAaIeHHOTO Me-
TacTa3upOBAHUSI.
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ITonyyenne PHK-anramepa K nHTepieiiKuny-6
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PE3IOME

C nomouubto metona SELEX ucnonb3ys koMouHatopHyto ouoinoreky PHK ¢ paHgo-
MU3HPOBAHHBIM yJacTKOM B 30 HYKJICOTUIOB U CTETICHBIO CJIOXKHOCTH 1015 BapuaHTOB,
ObLIa mpoBeaeHa cenaekuus K hIL-6 B 6ydepe, MMUTHPYIOLLIEM COJIEBOI COCTAB KPOBMU.

st cenexiuu ¢ moMonibio abduHHoi xpoMaTorpaduu hIL-6 661 UMMOOWITM30BaH
Ha BrCN-akTuBupoBaHHoOIi cedapose, pu 5ToM hlL-6 coxpaHua HaTUBHYIO KOH(OP-
MaIIMIO YJ9acTKa CBSA3BIBAHUSI MOHOKJIOHAIBHBIMU aHTUTe1aMu B-ES§, uto mokasaHo Jmo-
MUHMCLIEHTHOI MUKPOCKOITMEN.

Hawmu B pesynsrate 14 nukios cenexkiuuu 6ou1 BoiieseH PHK-anramep, criennduyec-
KU cBsi3piBaroimii hIL-6. OnpeneneHa mepBUYHAasl CTPYKTypa anTaMepa, 10 alfOPUTMY
3yKepa, Mpeacka3aHa BO3MOXHasi BTOpUYHasi cTpykTypa. ArhlL-6.9 cnietuduyHo cBsi-
3piBaeT h1L-6 ¢ Kaxymieiicss KoHcTaHTOM aucconmanuu 3161130 HM.

KirouyeBbie cj10Ba: MHTEpJIciiKKUH 6, antamepsl, gpl30.

Cnmcok coKpaneHwmii:

IL-6 — uHTepIeHKH-6

hIL-6 — uHTepreiKMH-6 YeIoBeKa

OSM — oHkocTaTuH M

VEGF — ¢akTop pocTa aHIOTE 1S COCYI0B

bFGF — ocHoBHOI1 hakTop pocTa pubdbpobdiactoB
ArhlL-6 — PHK-antamep K MHTEpJIeAKUHY-6 YeloBeKa
BCA — Gb1umii CBIBOPOTOYHBIN aIbOYyMUH

[P — monumepasHas LiermHast peakiLus

BBEJIEHUE

OIHUM 13 TTOAXOO0B AJIs JICYCHUSI MUHUMAJIbHOM OCTAaTOYHOM GOJIE3HM ITPU OITyXOJISIX
SIBIICTCS aHTUIIUTOKMHOTEPAIIHSI, TO €CTh 0JI0Kaaa IeHCTBUS IMTOKWHOB U PSiia IPYTHX
(aKkTOpOB, CIIOCOOHBIX BbI3bIBATh, POCTOBOE UM aHTUAIIONITOTUYECKOE ICCTBUE B OT-
HOILIEHUHX OMyXOJIeBbIX KJeTOK. KilaccuueckuM MpUMEpOM MOXET CIYXUThb NelCTBUE
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Isolation of RNA-aptamer to human interleukin-6 by
SELEX technique

I A.N.Belozersky Physicochemical Biology Institute, M.V.Lomonosov Moscow State University,
2 Chemical Department, M.V.Lomonosov Moscow State University, Moscow

3 State N.N..Blokhin Russian Cancer Research Center affiliated to the Russian Academy of Medical
Sciences, Russian Federation

ABSTRACT

SELEX approach was used to select aptamers to human interleukin-6 (hlL-6) in a
buffer solution mimicking blood saline composition using an RNA combinatory library
with a 30-nucleotide random region at complexity of 1015 variants.

The selection procedure included immobilization of hIL-6 on BrCN-activated
sepharose by affinity chromatography with hIL-6 preserving native conformation of B-E8
monoclonal antibody binding site as demonstrated by luminescent microscopy.

Fourteen selection cycles resulted in isolation of an RNA aptamer specifically binding
hIL-6. The aptamer primary structure was determined and a presumptive secondary struc-
ture was developed by Zuker's algorithm. ArhIL-6 specifically bound hIL-6 with an appar-
ent dissociation constant 316130 nM.

Key words: Human Interleukin 6, aptamers, gp130.

CnurcoK COKpamIeHuii:

IL-6 — interleukin-6

hIL-6 — human IL-6

OSM — oncostatin M

VEGF — vascular endothelial growth factor
bFGF — basic fibroblast growth factor
ArhIL-6 — RNA aptamer to hIL-6

BCA — bovin serum albumin

TP — polimerase chain reaction

INTRODUCTION

Anticytokinotherapy, i.e. inhibition of cytokines and some other factors associated with
tumor cell growth or antiapoptosis is a useful approach to the treatment of minimal resid-
ual disease in cancer patients. Interleukin-6 (IL-6) that is the main growth factor in mul-
tiple myeloma can be a classical example. This cytokine is involved in progression of both
multiple myeloma and some epithelial tumors.
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WHTepJIeKIHA 6, SBISIONIErocs OCHOBHBIM POCTOBBIM (DaKTOPOM LISl KJIETOK MHOXeC-
TBEHHOM MUEJIOMBI. DTOT IIUTOKWH YYaCTBYET B IIPOTPECCUM HE TOJTLKO MHOKECTBEHHOM
MUEJIOMBI, HO ¥ PSiIa STIUTEINATBHBIX OITyXOJIeH.

Peuenrropst 1L-6 sKcIipeccrpyioTcst Ha MHOXECTBE TUIIOB KJ1eTOK. CrieLinduuecKuii pe-
uenTop gp80 He MMeeT UMTOIUIa3MaTUYECKON YacTh. DTO MEMOPAHHBII GEJTOK, KOTOPBIN
SKCTIOHMPOBAH Ha KJICTOUHOI MeMOpaHe WU TIPUCYTCTBYET B pACTBOPUMOI (hopme. YHU-
BepCcaIbHbIN PeLIeNTOP AJIs1 BCceX IUTOKMHOB Tpymibl IL-6 — gp130 oTBevaet 3a nepenayy
curHaia ot IL-6 ¢ MeMGpaHbI B LIMTOILIa3MYy KJIETOK M accolmupoBaH ¢ JAK-knHazoii [1].

B crpykType 1L-6 kKapTupoBaHbI 3 paifoHa, OTBEYAIOIINX 3a B3aUMOICIHCTBHE C PeIIeTI-
TOpaMu: OTHO MecTo KoHTakTa ¢ gp80 u 1Ba Mecta KoHTakTa ¢ gp130. Tompko B cocTaBe
komiutekca ¢ gp80 I1L-6 cnocoben B3aumoneiictBoBath ¢ gpl30. [2;3]. Komiekc gp80-
1L-6 B3ammoneiictByeT ¢ gpl30, mpy 3TOM IMPOMCXOIUT TUMEPU3ALIMS IBYX MOJIEKYIT
gp130 1 o6pasyeTcst reKCaMepHbBI KOMIUIEKC, COCTOSIIIMIA U3 ABYX MoJieKyJ IL-6, nByx
moJekyn gp80 u n1Byx Mosiekya gp130. O6pazoBaHue KoMILieKca akTuBupyeT JAK -kmHa-
3bI, KOTOpbIe (POCHOPUIMPYIOT ocTaTKU TUpo3rHa B (pakTope STAT3. B pesyabrare Ka-
cKama peakiuii TIPOMCXOIUT aKTHBAIIUST 1IEJIOTO Psiia TEHOB CBSI3AHHBIX C aKTUBAllUEH
pocTa U aHTHarnonToTUYecKUMU dddekTaMu mpu pa3InyHbIX 3a0oieBaHMsIX [3].

ITpyu MHOXECTBEHHOI MUEIOMe Haubosiee pacipocTpaHEHHBIM CIIOCOO0M OJIOKaIbI Aeii-
CTBUSI LIUTOKWHA B KITMHUKE SIBJISIETCS] TPUMEHEHNE MOHOKJIOHATBHBIX aHTUTE, U3 KOTOPBIX
Haubosee 3(pheKTUBHBIMU, pa3pellieHHbIMU B KJIIMHKKE, SBJSOTCH aHTutenaa B-E8, nomy-
yeHHble J.Wijdenes (®paHimst). DTH aHTUTENAa HEUTPATM3YIOT OMOJIOTMYECKOe NCCTBUC
WJI-6. HauGonee 3¢hheKTMBHBIMUA aHTUTEIA OKA3aJIUCh B 9JIMMMHALIMM OCTATOYHBIX (pe3K-
NyaJTbHBIX) KJIETOK MHOXeCTBEHHOM MUeioMbl. COBpeMeHHBIE TIPOrPaMMbI JICUSHHSI MHOXKE-
CTBEHHOU MUEJIOMBI BKITIOYAIOT BHICOKOJIO3HYIO XMMHUOTEPAITHIO C TPAHCTUIAHTALIMEN CTBO-
JIOBBIX T€MOMOATUYECKUX KJIETOK. IMEHHO B COYETaHUM C 3TUM METOIOM MPUMEHSIIOTCS
B Hacrosiiiee BpeMs ¢ jieueOHoi 1enbto MKA B-ES. CMbici maHHOro momxofa COCTOUT
B TOM, UTO TTOCTIe BEICOKOO3HOI XUMUOTEPAITUH CTPOMATbHBIE KJIETKA KOCTHOTO MO3Ta IPo-
JyLIMPYIOT OTPOMHbIE KOJIMUECTBa MHTepiieikKuHa 6. OH B CBOIO O4epe/b OKa3bIBACT aHTH-
arorTOTUYECKOe JCUCTBYE Ha MOBpPEXICHHbIE XUMMO- (MendanaH) U ropMOHOTepanuvei
(mekcaMeTa3oH) OIyXOoJIeBbIe KJIETKH, TAKMM 00pa30M 3TH KJIETKU BBIKUBAIOT, CBOIST A deKT
JieueHust Ha HeT. AHTUTeNa HeTpatusytoT NJI-6 1 ero aHTMAanonNTOTUYECKOe NeHCTBHE, TEM
CaMbIM CIOCOOCTBYSI TIOCTUKEHUIO MOJIHOM peMUCCUU Y O0JIbHBIX. [10I00HbIN MOIX0/1 ITpy-
MeHsuics 1 B OHKOIIEHTpe, a HanOoJTbIliee pacipocTpaHeHre Moyt Bo dpaHimy.

MBI 3a1a1ich BOITPOCOM, MOTYT JIM OBbITh MOJydeHbl antamepsl K MJI-6, criocoGHbIe
GJIOKUPOBATh AKTUBHOCTh LIMTOKMHA — WHTEpJieiiK1Ha 6?

Meton SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) siBisiet-
Csl OTHOCHUTEIBHO HOBBIM, HO YK€ MOIITHBIM METOIOM ITOJyYeHUS aliTaMepOB K Pa3Ind-
HBIM MulieHsIM [4—10]. Anrtameps! (OT JaT. aptus — MOIXOSIINI) — MOJIEKYJBI, OTOO-
paHHbIe U3 KOMOMHATOPHBIX OMOIMOTEK HYKJIEMHOBBIX KUCJIOT, 00J1aJalole BbICOKH -
MU CPOJICTBOM U CIelIMPUYHOCTHIO K cBouM MuIleHssM. Meron SELEX nHamien mmpo-
KOe TIPUMEHEHWeE IS TIOTyYeHUsI aliTaMePoB K CaMbIM Pa3HbIM BeliiecTBaM. [lomydeHs
arramepsbl K 06e1KaM, HyKJIEMHOBBIM KHCJIOTaM, aHTUOMOTHKAM, caXapaM U MHOTUM JIpY-
TMM OpraHMYecKuM coeauHeHusM [11-20].

IL-6 receptors are expressed on many cell types. Specific receptor gp80 has no cyto-
plasmatic domain. This is a membrane protein that is expressed on cell membrane or
exists in soluble form. The common receptor of the whole I1L-6 family, gp130, is
responsible for 1L-6 signal transmission from the membrane to cell cytoplasm and is
associated with JAK-kinase [1].

IL-6 molecule contains 3 regions responsible for interaction with receptors: one
contact site for gp80 and two contact sites for gp130. IL-6 can interact with gp130
only as a part of a complex with gp80 [2;3]. Reaction of the gp80-1L-6 complex with
gp130 results in dimerization of two gp130 molecules and generation of a hexamer
complex consisting of two IL-6 molecules, two gp80 molecules and two gp130 mole-
cules. The complex generation leads to activation of JAK-kinase that phosphorylates
tyrosine residues in STAT3. Thus triggered reaction cascade results in activation of
several genes associated with growth activation and antiapoptotic effects in a variety
of diseases [3].

In multiple myeloma the most common anticytokine therapy involves administration
of monoclonal antibodies (MAB) B-E8 produced by J.Wijdenes (France) is the most
effective MAB approved for clinical use. These antibodies neutralize IL-6 biologic
activity and are most efficient in elimination of multiple myeloma residual cells.
Recent regimens for the treatment of multiple myeloma include high-dose chemother-
apy with hemopoietic stem cell transplant, and B-E8 therapy. Rationale of this method
is as follows. After high-dose chemotherapy bone marrow stromal cells produce large
amounts of IL-6. The cytokine produces antiapoptotic effect on tumor cells damaged
as a result of chemotherapy (melfalan) and hormonotherapy (dexamethasone) to help
these cells survive thus canceling the treatment effect. MAB neutralizes IL-6 and its
antiapoptotic effect to promote complete response. This approach was applied in the
N.N.Blokhin RCRC and most widely used in France.

We attempted to answer the question, whether it is possible to produce aptamers to
IL-6 able to inhibit its cytokine activity?

SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) is a rather
new but powerful technique to obtain aptamers to various targets [4—10]. Aptamers
(Latin aptus, appropriate) are molecules selected from combinatory libraries of nucle-
ic acids that demonstrate high affinity and specificity to their targets. The SELEX tech-
nique is widely used to obtain aptamers to a broad range of substances. Investigators
have isolated aptamers to proteins, nucleic acids, antibiotics, sugars and many other
organic compounds [11-20].

Aptamers may be considered functional analogs of MABs. Complexes of aptamers
with their targets are compatible by strength with antigen-antibody conjugates.

Isolation of aptamers originally lacking nucleic acid binding capacity is a rather dif-
ficult problem.

RNA aptamers to basic fibroblast growth factor (bFGF) and vascular epithelial
growth factor (VEGF) have been isolated [21—24]. The fact that they have a heparin-
binding site makes the problem of their isolation easier. Non-RNA-binding proteins,
VEGF and bFGEF, contain regions with a potentially high affinity to polyanions,
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AnTamepbl MOXHO CUUTaTh (PYHKIIMOHAIBHBIMU aHAJIOTaMU MOHOKJIOHAJIbHBIX aHTH -
Tes1. KoMIuiekehl antaMepoB ¢ UX MUILIEHSIMU COMIOCTABUMBI IO MMPOYHOCTU C KOMILIEK-
caMU aHTUTEH-aHTUTEJIO.

[Monyyenue antamepoB K OeIKaM, KCXOAHO HE CBSI3BIBAIOIINM HYKJIEUMHOBBIE KHCIIO-
ThI SIBJISIETCSI JOCTATOYHO CJIOXHOM 3a1ayeil.

beutn nonyyensl antamepHbie PHK k Takum pakropam, kak oCHOBHOM (haKTOp poc-
Ta pubpoodmacroB (bFGF) u dakrop pocra sanmorenust cocynos (VEGF) [21—-24]. 3ana-
yy 00J1eryajio, YTo OHU UMEIOT renapuH-cBs3biBatownii paiton. VEGF u bFGFE, aBnsisich
no csoeit npupone PHK-HecBs3biBaonmMu 6eakamMu, colepar paiioHbl, UMEIOIIe
TOTeHIIMAIIBHO BBICOKOE CPOJICTBO K TojimaHuOoHaM, B ToMm uucie PHK. Ota ocoben-
HocTb 1 onpenenmna ycrex SELEX K atum Genkam.

Hdpyrum poctoBeIM (haKTOPOM, K KOTOPOMY ObUIM MOJYYEHBI alTaMepbl Ha OCHOBE
PHK, siBastercst onkoctatud M (OSM) [25]. OSM, kak u IL-6, He sBAsieTCS rernapuH-
CBSI3BIBAIOIINM OEJIKOM, T.€. HE UMEET MCXOAHOTO CPOMICTBA K HYKJIEMHOBBIM KHUCJIOTaM,
Kak K mojiMaHuoHaM. TeM He MeHee, anTaMephl, MOTyYeHHbIe K HEMY, 00J1aaloT JoCTa-
TOYHO BBICOKUM CPOJICTBOM U CIELU(PUIHOCTHIO.

Llenbio HacTosIell paboThI sBIseTC noaydeHne antamepHbix PHK k IL-6 gyenoBeka
(hIL-6). ITony4yenne antamepoB K hIL-6 no3Bonut Gojiee a3(pbeKTUBHO U3ydaTh MeXa-
HM3MBI B3auMoaeicTBust [L-6 ¢ pelientopaMu 1 ero CUCTeMbI Nepeiau CUTHAIA.

MATEPUAJIBI 1 METO/IbI

Nmmoommzanusa hIL-6 na BrCN-Cedapose

Cwmoiy ipombiBasi 1 MM pactBopoM HCI u3 pacuera 200 M1 KUCIOTH Ha 1 T cyxoi
opomimaH-akTuBupoBaHHOi Cedapasbl (BrCN-activated Sepharose 4B, Amersham-
Pharmacia), nanee npombiaiu 6ydbepom s cesa3biBanus 20 MM HEPES-KOH (pH =
7,6), 1 MM MgCl,,140 MM NaCl, 5 MM KCI. 3aTeM cMOJTy MTHKyOHPOBAJIM C IBYXKpaT-
HBIM 00beMOM pactBopa hlL-6 ¢ Takum pacyeToM, 4TOOBI KOHLIEHTPALUS UMMOOMIN30-
BaHHoro hIL-6 Ha cmose coctaBisiia He MeHee 10 uM.

TIpsIMBIM METOZIOM OIpeAeIeHHUs] eMKOCTH CMOJIbI 10 hIL-6 siBsieTcst onpeneacHue
KoJimyecTBa Oejlka C MOMOIIBI0 aMUHOKHUCIIOTHOTO aHaim3a. B mpobe comepxkanoch
7,0—7,3 MKr Genka, yTo coorBercTBYyeT 100 % MMMoOMIM3anus. EMKOCTh CMOJIBI 1O
6enky coctapisiia 1 Mkmoib hIL-6/Mn u3 pacuera Mo, Macchl 1L-6 21 /1.

KonnenTpanuio 6enka onpenensiiu 1mo Metoay bpandopna, ncrmons3yst BCA (Obramit
CHIBOPOTOYHBII aIbOYMUH) KaK craHaapt [26].

Onpenenenne cTeneHd MMMOOHIN3AINH

BrCN-akTuBrpoBaHHYyIO cedaposy, ¢ IMMOOMIN3UPOBAaHHBIM Ha Heit hIL-6 nHKyOu-
poBaiu B ochatHoM Gydepe (PBS), conepxamem 1 % BSA u 0,01 % NaN;. 3arem mo-
OaB/IsIIM MOHOKJIOHaJIbHBIE aHTUTena B-E8 (imo6e3Ho mpemoctaBieHbl J.Wijdenes,
®pannus) K hIL-6 no konuenTpaunu 25 Mxr/mir. ITocie aroro nukyouposamu ¢ FITC-
MeUYeHOI aHTUCHIBOPOTKOM mpoTuB Ig mbimm (HITL[ «Men6uocnexktp», Mocksa.), 1o-
GaBJICHHOI 10 KOHLIEHTpauu 25 MKT/MJ1. PyopeclieHINIO NeTEKTUPOBAIM BU3YaJIbHO

including RNA. This feature was determinant for the success of SELEX in isolation of
aptamers to these proteins.

There are also RNA aptamers to another growth factor, oncostatin M (OSM) [25]. Like
IL-6 OSM is not a heparin-binding protein, i.e. it has no original affinity to nucleic acids
as polyanions. However, aptamers to this molecule have rather high affinity and specificity.

The purpose of this study was to isolate RNA aptamers to hIL-6. Aptamers to hIL-6
may be used to further improve our understanding of mechanisms of IL-6-receptor
interaction and IL-6 signalling.

MATERIALS AND METHODS

hIL-6 Immobilization on BrCN sepharose

Resin was washed with 1 mM HCI solution containing 200 ml HCI per g dry bromine
cyan-activated sepharose (BrCN-activated Sepharose 4B, Amersham-Pharmacia), then
washed with binding buffer containing 20 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 1 mM MgCl,,
140 mM NaCl, 5 mM KCI. Then the resin was incubated with double volume hIL-6
solution to ensure an least 10 mcM concentration of immobilized hIL-6 on resin.

Protein measurement by amino acid assay is a direct method to determine hIL-6
capacity of resin. The specimen contained 7.0 to 7.3 mcg protein, i.e. demonstrated a
100% immobilization. Protein capacity of the resin was 1 mcmol hIL-6 for IL-6 with a
21 kD molecular weight.

Protein concentration was measured by Breadford technique using bovine serum
albumin (BSA) as a standard [26].

Determining degree of immobilization

BrCN-activated sepharose with immobilized hIL-6 was inclubated in phosphate-
buffered saline (PBS) containing 1% BSA and 0.01% NaN;. Then MAB B-ES8 (kindly
supplied by J.Wijdenes, France) was added to hIL-6 to a 25 mcg/ml concentration.
After that the solution was incubated with FITC-labeled antiserum to mouse Ig
(Medbiospecter, Moscow) added as required to a concentration 25 mcg/ml.
Fluorescence was detected visually using an AXIOPLAN-2 (Carl Zeiss, Germany)
microscope at 520 nm under light illumination at a 495 nm wavelength.

RNA library

We chose a 30-nucleotide random sequence. This sequence allowed at least 430= 1018
variants and selection of winner aptamers. Besides, a short aptamer may have a more
stable structure. The RNA simplest structural element, a pin with a short stalk and a
small loop, requires about 10 to 20 nucleotide residues.

The starting single-stranded DNA library containing a degenerate sequence and
flanked by restriction sites and primers was synthesized chemically. The flanking por-
tions were 18 and 43 nucleotide residues in length.

The next oligonucleotides were synthesized by a solid-phase technique using an
AP-380B (Applied Biosystems) synthesizer. Cryptic nucleoside B-cyanethylphospho-
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B noJjie mukpockorna AXIOPLAN-2 (Carl Zeiss, [epmanus) npu 520 HM npu 00Jy4eHUN
CBETOM C JJTMHOM BOJIHBI 495 HM.

bu6moreka PHK

Hamu 6112 BeIOpaHa ATMHA paHAOMU3MPOBAHHON MOCIEA0BaTeIbHOCTH B 30 HYKIIEO-
THI0B. PazHOOOpa3ue BapuaHTOB TakKOM IMOCIENOBATEJIbHOCTU COCTaBJISLIO HE MeHee
430=10!8 BapnaHTOB, YTO TIO3BOJISITIO 0TOOPATh anTaMephI-«modbeauTenn». K Tomy xe am-
Tamep HeOOJIBIION JJTMHBI MOXET 001afaTh OoJjiee cTabUIbHOM cTpyKTypoii. IIpocreii-
Uit cTpykTypHbIiit aeMeHT PHK — 310 1mimuiabska ¢ KopoTkum ctebaeM 1 HeOOIbIIoi
remieil — TpedyeT okojo 10—20 HyKI€OTUIHBIX OCTATKOB.

Hcxonnas 6ubnmoreka ogHoTskeBoit JIHK, comepkaiiiast BBIpoXXIeHHYIO MOCe10Ba-
TeJIbHOCTh U (hIaHKUPOBaHHAsI calilTaMM PECTPUKLMU U MpaiiMepamMu, CUHTE3UPYETCsI
xuMmrdecky. OraHKUpyoIre YacTH UMEIOT ITMHY 18 1 43 HyKJIEOTMIHBIX OCTaTKOB.

Criemyioliyie OJIMTOHYKJIEOTU Bl ObUTM CUHTE3UPOBaHbI TBepIOGda3HbIM CIIOCOOOM Ha
aBToMatruyeckoM cuHTe3aTope AP-380B (Applied Biosystems). Bbliu ucronb30BaHbI 3a-
muiieHHble  B-unanatuidochopoamuantel Hykieo3unoB (Pharmacia). Paznenenue
npoBomwiK Ha KojoHKax Waters HPLC syste.

Tpanckpumniuio npoBonuau B oobeMe 50—100 Mxn B Oydepe 40 MM Tpuc-HCI
(pH=8,0), 6 MM MgCl,, 10 MM DTT, 100 MM NaCl, 2 MM cnepmunut. B peakuuio
Beoauau: TATP, rGTP, rCTP no xoHeuHoit KoHueHTpauuu 2 MM, rUTP 1o koHueHTpa-
uuu 0,5 MM; 1,5-3 Mk [a-3,P]-rUTP ¢ yaenbHo#t aktuBHOCTBIO 600 MBK/Mi (1. O6-
HUHCK); 5-15 mkr JHK; 20-40 eauHull akTMBHOCTM WHIMOMTOpa pUOOHYKIIEa3bl
(Fermentas, JIutBa); 50—100 enunun aktuHoctu T7 PHK nonumepassl (Fermentas,
JIutBa). Peakiuto nmpoBoaniu B TeueHue 3,5 gacos mpu 35°C.

PHK ouuinanu B geHarypupymoiueM 8% noauakpuiamuaHoM reje (7 M ModyeBuHa).
PHK netrextupoBanu aBropagurorpadueii. 30Hy, OTBEYalOLIyIO IOJHOPa3MEepHOMY Mpo-
IyKTy pmuHoi 80 HyKieoTumos, amouposany u3 renst u PHK akcrparupoBamm cmechio
deHon-xmopodopM u ocaxaanu cnupToM. Konmyectso PHK omnpenensnu cnekrpodo-
ToMeTpuuecku npu 260 HM. VYmenbHoe Mmeuyenune PHK cocraBnstmo 7—12 Thic.
umr/MuH/TIMosb.  PagmoaktuBHOCTh PHK m3mepsiim mo YepeHKOBY Ha cueTYMKax
Tracor Analytic, ®paH1us.

Peakuuio odOpaTHoit TpaHCKpUITLIUKM TPOBOAWIN B 00beMe 30 MKJI B Oydepe, comepxka-
meM 50 MM Tpuc-HCI (pH = 8§,3), 4 MM MgCl2, 50 MM KCI, 10 MM DTT, 0,2 MM
dNTP, 30 nkmoueii npaiimepoB, 1 10 eqMHUII aKTUBHOCTH OOPATHOM TPaHCKPUMTA3b
M.MulV I (Fermentas, JIutBa) B TeueHue 1 yaca nipu 42°C. Marpuneii ciyxuiaa PHK,
STIOMPOBAHHAS CO CMOJIBI.

[MommmepaszHyio 1ienmHyIo peakiuio mpoBoauiau B 6ydepe, cogepxarmiem 50 MM Tpuc-
HCI, (pH = 8§,8), 2 MM MgCl,, 0,1 MM DTT, 0,2 MM dNTP, 0,7 MmxM npaiimepos,
0,1 % BSA, 10 mukomoneit kIHK u 20 emuuui aktuBHocTH Taq-TioJMMepassl
(Fermentas, JIutra). AMInduKaiymo TpoBOAUIN ¢ TOMOIIbIO Tepmouukiaepa Perkin
Elmer Cetus B TeueHue 25 HUKIOB MO cxeMe: neHatypauust — 30 cek., 95°C, oTxur
npaiimepoB — 30 cek., 65°C, smonrauus — 30 cek., 72°C.

roamidites (Pharmacia) were used. Waters HPLC system columns were used for sep-
aration.

Transcription was carried out in 50—100 mcl buffer with 40 mM Tris-HCI (pH 8.0),
6 mM MgCl,, 10 mM DTT, 100 mM NacCl, 2 mM spermidine. The following agents
were added: rATP, rGTP, rCTP to a final concentration 2 mM, rUTP to a final concen-
tration 0.5 mM, 1.5-3 mcl [o-3,P]-rUTP with a specific activity 600 MBq/ml
(Obninsk), 5—15 mcg DNA, 20—40 activity units of ribonuclease inhibitor (Fermentas,
Lithvonia), 50—100 activity units of T7 RNA polymerase (Fermentas, Lithvonia). The
reaction continued 3.5 h at 35°C.

RNA was purified in 8% polyacrylamide gel denaturant (7 M urea). RNA was detect-
ed by autoradiography. Elution of a region corresponding to full-size 80-nucleotide prod-
uct from the gel and RNA extraction were achieved using phenol-chloroform mixture,
RNA was precipitated with alcohol. RNA was measured by spectrophotometry at 260
nm. RNA specific labeling was 7,000-12,000 pulses per min per pmol. RNA radioactivi-
ty was measured by Cherenkov's technique using Tractor Analytic (France) counters.

Reaction of reverse transcription was carried out in 30 mcl buffer containing 50 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 4 mM MgCl,, 50 mM KCl, 10 mM DTT, 0.2 mM dNTP, 30 pM
cDNA and 20 activity units of Taqg-polymerase (Fermentas, Lithvonia).
Amplification, 25 cycles, was conducted using a Perkin Elmer Cetus thermocycler, by
the following procedure: denaturation 30s at 95°C, primer hybridization 30 s at 65°C,
elongation 30 s at 72°C.

Selection

Radiation-labeled RNA 1 mcM (300—800 pM) was denaturated 2 min at 95°C and
cooled on ice. After that it was bound to hlIL-6 immobilized on resin at 10 mcM/ml
resin. The mixture was incubated 1 h at room temperature, resin precipitation was by
centrifugation. Sepharose was washed with 50—1000 mcl buffer 4—5 times for binding.
Bound RNA was measured by Cherenkov's radioactivity counting technique. Bound
RNA was eluted with 7 M guanidine chloride, purified by extraction with phenol-chlo-
roform mixture and precipitated with alcohol. The whole RNA amount was trans-
formed into cRNA by reverse transcription. Then half of the reverse transcription reac-
tion mixture was used as a matrix for PCR amplification. Amplified DNA was used to
produce RNA for the next selection cycle. A total of 14 selection cycles was performed.

To assess affinity of RNA intermediate enriched pool or individual aptamers to hIL-6
we carried out conjugation in 200 mcl solution. 50 nM RNA was incubated with the pro-
tein 1 h at room temperature. Protein-bound RNA was separated by ultrafiltration on
nitrocellulose membranes (Hybond-C Amersham). The binding was measured by
Cherenkov's radioactivity counting technique.

Enriched RNA aptamer fraction cloning

Enriched RNA aptamer fraction was transformed into two-stranded DNA by PCR,
treated with Sma I and Hind III restrictases, and added to ligation reaction with plas-
mid pUCI19 prepared using the same restrictases.
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Cenexnus

PactBop pagnoaktusHo MeueHoit PHK koHueHtpanueit 1 MkM (300—800 nmkmorb) ae-
HarypupoBam nipu 95°C B TeueHMe 2 MUHYT, OXJTaKIaIn BO JIbay. CBSI3bIBAHUE TTPOBOIV -
au ¢ hIL-6, uMMOGMIN30BaHHOM Ha cMOJIe B KOHLIeHTpauuu 10 MkM /Mt cMoibl. CMech
MHKYOHMPOBaIM MPY KOMHATHOM TeMriepaType B TeueHue 1 yaca, cMoJly ocaxkaaid LIEeHTpH -
dyrupoanueM. Cedaposy npombiasiv S0—1000 Mxi1 OydepoM 1ist cBsi3bIBaHUS 4—5 pas.
KonunyectBo cBsizaBiueiicss PHK olieHuBanu MmeTonom paaroakTUBHOTO cueta o YepeH-
koBy. Cas3zasinyiocss PHK smionpoBanu pactBopom 7 M ryaHMIUH XJI0puIa, OYMILATIA
9KCTpaKLMeil cMechio (heHo:xopodopM U ocaxaanu cnuptoM. Bee konmyectBo PHK
nepesonun B KJIHK MeTonoMm o6paTHOI TpaHCKPUITLIMK. 3aTeM TOJIOBUHY PEaKIMOH-
HOI cMecH peakIuy 00paTHOM TPaHCKPUIIIIMY UCTIOIb30BAIM KaK MaTPUILy MPY aMILIv-
dukanuu [MHP. AMmnuduuupoannyto JHK vcnons3oBanu mist nonydyeHuss PHK wis
clieyIoIero urkJia cejlekuuu. Takum odpa3omM, ObUIO TIPOBEACHO 14 LIUKIIOB CeJIEKLINU.

JI1s1 OLIEHKM CpOACTBA MPOMEXYTOUHOTo oborauieHHoro mysaa PHK win otaenbHbIx
anTamepoB K hlL-6 nmpoBoanin KOMITJIEKCOOOpa3oBaHKe B pacTBope B o0beMe 200 MKII.
50 HM PHK uHkyOupoBanu ¢ 6eJIKoM B TedeHUe |1 yaca mpyu KOMHATHOI TeMrmepaType.
Casazapmmecs ¢ 6enkoM MosieKysbl PHK otnensnu ynbrpaduiabsrpanyeii Ha HUTpOLEI-
mono3HbeIXx MeMOpaHax (Hybond-C Amersham). CreneHb CBSI3bIBaHUS OTIPEACIISIIA Me-
TOAOM PaIMOAKTUBHOTO cyeTa Mo YepeHKOBY.

Kionuposanne odoramennoii ¢ppakmm PHK-antamepos

OoorameHnyio ¢pakuuio PHK-anramepon nepesoawiu B aByTsixkeByio JIHK ¢ momo-
mblo [T P, o6padaTeiBanu pectpukrazamu Sma I, Hind I11 u BBoguau B peakuuio JIUTU-
poBanus ¢ masmuaoi pUC19, moaroToBieHHO OMHOUMEHHBIMM PECTPUKTA3aMU.

JlurazHasi cMech cocrostia M3 100 Hr BekTOpa, JECTUKPATHONO MOJIBHOTO M30BbITKA
dparmenra, 6ydepa s T4 AHK murassr (66 MM Tpuc-HCl pH=7,5, SMM MgCI2, 10 MM
ATT, 10 MM AT®), 4 enunmniisl aktuBHocTH T4 JIHK nmuraser (Fermentas, JIutsa). Koneu-
HBII 00beM cMecH cocTapisut 20 ML JIurupoBaHue npoBomwin 16 yacos mpu +4°C.

Knerku E. coli mitamma JM109, TpaHchopMUpoOBaHHbIE TUIa3MUIOM, BbIpalllMBaIu
ripu 37°C B cpene LB ¢ aMIUUIMIIMHOM B 00beMe 5 MJT B TeueHue 16 4acoB Mpu MHTEH -
CHBHOM TlepeMeIIMBaHNN. 3aTeM KJICTKU OTIC/ISUIM OT KYJIbTYpaJbHOM Cpeabl LIEHTPH -
dyruposanueM (9000 06./MuH. 5 MUH) U paspywiaiu. [1nasmMuny BbIAEISIN C TOMOILBIO
High Pure Plasmid Isolation Kit ¢oupmsl Roche.

[Ipu TToTyYeHUKM KOMIIETEHTHBIX KJIETOK U ITPU TTPOBEICHUN TpaHC(hHOPMAIIU UCTTOb-
30BaJIM CTaHAapHbIe TpoToKoabl upmsl Life Science. CycrieH3uio KieTok, TpaHcdop-
MUPOBaHHYIO JIMTa3HOI CMeChI0, BbICEBAIM Ha Yallku [1eTpu ¢ arapoM U aMIIMIUUTUHOM
B KoHLeHTpatmu 100 Mxr/mi1. Yariku nHKyoupoBanu 16 yacoB. OTie/bHbIE KJIOHBI T1e-
peceBau M BBIIEISIM U3 HUX TIa3MUIbI, 3aTEM aHAJIM3UPOBAIM Ha HaJW4Me BCTaBKU
¢ nomotibio [P, ucnonb3ys npaitMepbl K KOHCTAHTHBIM 00JIaCTSIM OMOJIMOTEKM.

PE3YJBTATBI 1 OBCYXKJIEHNE
IIpemapar ¢uU3MONIOrMYecKn aKTUBHOIO MHTEPJIEKIHA yestoBeka hlL-6 GbuT 1106€e3-
Ho npenoctabieH J.Wijdenes ([uaknoH, ®@paHius).

The ligase mixture consisted of 100 ng vector, ten-fold molar excess of the frag-
ment, buffer for T4 DNA ligase (66 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM MgCl12, 10 mM
DTT, 10 mM ATP), 4 activity units of T4 DNA ligase (Fermentas, Lithvonia). The
mixture final volume was 20 mcl. Ligation was carried out at +4°C.

Plasmid-transformed E. coli strain JM109 cells were cultured 16 h at 37°C in LB
medium with ampicillin 5 ml under intensive stirring. Then the cells were separated
from the culture medium by centrifugation (9,000 rpm, 5 min) and destroyed. The
plasmid was isolated using a High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche).

Standard Life Science protocols were used to produce competent cells and to carry
out transformation. Cell suspension transformed with ligase mixture was plated onto
Petri dishes with agar and ampicillin 100 mcm/ml. The dishes were incubated 16 h.
Individual clones were replated to isolate plasmids and analyzed for insertions by PCR
using primers to constant regions of the library.

RESULTS AND DISCUSSION

Physiologically active hIL-6 was kindly supplied by J.Wijdenes (Diaclone, France).

To perform SELEX procedure hIL-6 was immobilized on BrCN-activated sephrose
by standard technique. Non-reacting active resin groups were blocked with 1 M Tris-
HCI (pH 7.6).

Degree of hIL-6 immobilization on sepharose was assessed by immunodetection proce-
dure involving indirect immunofluorescence. Resin suspension was treated with MAB B-
E8 against hIL-6 that inhibited hIL-6-receptor interaction. Then the suspension was
treated with FITC-labeled F(ab)2' fragments of antibodies to murine immunoglobulins.
Original resin free from immobilized hIL-6 and having its active groups blocked was used
as control. Sepharose particles were studied by microscopy both in transmitted light and
by luminescence at 495 nm in fluorescent microscope. Intensive fluorescence of resin par-
ticles with immobilized hIL-6 and no staining on control particles were qualitative evi-
dence of the reaction (pic. 1).

Measurement of hlIL-6 capacity of the resin was done by Breadford reaction. After
immobilization the protein was undetectable in supernatant. At a 90% immobilization the
supernatant should have contained 2.5 mcg protein, which was within the range of sensi-
tivity of the assay. Therefore the reaction proved quantitative immobilization of protein on
sepharose. We used a combinatory library recommended by Ellington who is a recognized
expert in SELEX [27]. Pic. 2 demonstrates primary structure of the library. The library was
synthesized using an automated synthesizer and equivalent number of synthones for syn-
thesis of randomization region. The library contained a 30-nucleotide random region
flanked by two regions with a fixed primary structure containing 26 (right) and 24 (left)
nucleotides.

Amplification of the library by PCR was conducted using primers complementary to
its constant regions (pic. 2). 3'-Terminal primer contained phage T7 RNA-polymerase
promoter for RNA transcription.

Choice of buffers for the selection was determined by purpose and target of aptamers
to be selected. For non-RNA-binding proteins buffers that mimic environment of the
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Hnsa nposenenus SELEX hIL-6 nmmo6unuszosanu Ha BrCN-akTuBrpoBaHHO# ceda-
po3e Mo cTaHAapTHOM MeToanKe. He BCTyNMBIIME B peaKIMIO aKTUBHBIEC TPYIIITBI CMOJIBI
GrokupoBau 06padoTkoit pactsopom 1 M Tpuc-HCI (pH = 7,6).

s onpeneneHus crereHr ummobmn3anuu hlL-6 Ha cedapose IpoBOAMIN UMMY-
HOZETEKIIMIO B HEMPSIMOI peakunu UMMyHoduryopeceHIUH. CycreH3UI0 CMOJIBI 00pa-
GaThIBAJIM MOHOKJIOHAJIBHBIMU aHTUTeNaMu B-E8 Kk hIL-6, KoTOphIE OJOKMPYIOT B3a-
umozeiicteue hlL-6 ¢ peuenropom. ITocie yero nmposomamiu 06pa6orky FITC-meueHbI-
mu F(ab)2' hparmeHTaMy aHTUTEN K UMMYHOIJIOOY/IMHAM MBIIIU. B KayecTBe KOHTPOJIS
HCITOJIb30BaIM KCXOIHYIO CMOJTY, 6e3 MMMOOMIn30BaHHOro hIL-6, ¢ GIOKHPOBaHHBIMU
aKTUBHBIMU rpymiaMu. YacTuirsl cedaposbl HAOMOIAN IO MUKPOCKOIIOM, KaK B TIPO-
XOMSIIIEM CBETE, TaK U B JIOMUHMCLEHUMU MPU OOTYYEHUU CBETOM C UIMHOU BOJHBI
495 HM Bo (dayopeclieHTHOM MUKpockorne. MHTeHcuBHas (ryopeclieHIIMs YacTULl CMO-
JIbl C UMMOOMIM30BaHHBIM hIL-6 1 OTCYTCTBUE OKPACKU KOHTPOJIbHBIX YACTHUI] KA4eCT-
BEHHO CBUETEIHCTBOBAIM O TOM, YTO MMMOOMIM3aLus poruia (puc. 1).

J17151 KOTMYeCTBEHHOTO OIpeaeaeHns eMKOCTH ¢cMotbl 1o hlL-6 mcmosp3oBaHa peak-
uus bpaadopna. [Mocne uMMoOuIM3alMu 60K B CylepHaTaHTE HE NETEKTUPOBAJICS.
Ipu BbIXOme uMMoGWIM3atuu 90 % B cyrnepHaTaHTe JOJKHO ObLIO ObITh 2,5 MKT OeJiKa,
YTO HAXOAUTCS B Mpeliesiax YyBCTBUTeNbHOCTU MeTona. CienoBaTesibHO, UMMOOWIN3a-
s 6enka Ha cedapose npoiilia KoJUudecTBeHHO. B KauecTBe MCXOaHOM Oblia BEIOpaHa
koMOuHaropHas 6ubnuoreka PHK, pekomeHnoBaHHass oqHUM U3 JIUJAEPOB B 00J1aCTU
SELEX — Danunrronom [27]. Ha puc. 2 mokasaHa ee TiepBUYHas CTpyKTypa. bubmmo-
Teka Oblla CUHTE3MPOBaHAa Ha aBTOMaTHUYECKOM CMHTE3aTOpe C UCIOJIb30BaHUEM DKBU-
BaJICHTHBIX KOJIMYECTB YEThIPEX CHHTOHOB JIJIS CUHTE3a PIHIOMU3MPOBAHHON 00JIaCTH.
BubnuoTteka conepxkaia TPUAIATUHYKICOTUIHYIO PIHAOMU3UPOBAHHYIO 00J1aCTh, OTpa-
HUYEHHYIO MO KpasiM IByMsl ydacTKaMu C (PUKCUPOBAaHHOU MEPBUYHON CTPYKTYPOIA:
cripaBa — 26 HYKJICOTUIOB, cieBa — 24 HYKJICOTHU/A.

Hnst ammmmudukanny 6ubmoreku [ML[P ucnonb3oBaHb MpaitMepbl, KOMIUIEMEHTap-
HbIe KOHCTAHTHBIM YacTsIM OMOJIMOTEKH (puc. 2). 3'-KOHIIEBOI MpaiiMep comepxKai mpo-
motop PHK-nonumepassl ¢para T7 pist tpanckpunuuu PHK.

Br16op Oydepa 118 cenekimy 3aBUCUT OT TOTO, B KAKMX LIEJSIX M K KAKOW MUIIIEHU TTO-
Jy4atot anrraMephl. B cimyaae PHK-HecBs3bIBatommx 6e1KOB coctaB Oydepa BRIOUpan,
OCHOBBIBAsICh HA COCTaBe CpeJibl, B KOTOPOI (DYHKLIMOHUPYET Oe0K-MullieHb. [ToaTomMy
B KauecTBe O6ydepa wis cenekimu PHK x hIL-6 6b11 BEIOpaH 6ydep, COOTBETCTBYIONTUIA
coJieBOMY cocTaBy KpoBH. bydep comepxkan 20 MM HEPES-KOH (pH=7,6), 1 MM
MgCl,, 140 MM NacCl, 5 MM KCI

«Crporocth» cenekiy PHK-antamepos Kk hIL-6 peryampoBaiy myTeM M3MEHEHHST COOT-
HouteHus: 6enok:PHK. Ha mepBoM 1uKie ceiekiuy 310 COOTHOIIEHHE cocTapisio 4:1.
Ha nocnemytonmx mmkiiax ceieKumy 3T0 COOTHOIIIEHHE ObITO eIlle HIDKe : IUKITBI 2—5 TIpo-
BoawIU npu cootTHolieHnu 6e1ok: PHK = 4:1. B Ta61. 1 npencTaBiaeHbI YCI0BUS CBSI3bIBAHUS
1 oTHOcHTeNbHBIe KomnuecTBa PHK, cBsi3aBIiielicsi ¢ MUMMOOMIM30BAaHHBIM Ha cMojie hIL-6.

Br160p Takmx cOOTHOIIIEHUI OBUT TPOAMKTOBAH TEM, YTO Ha MIEPBOM LIUKJIE CEJIEKITUN
ToJsie3Hee MCMOJIb30BaTh MEHEe CTPOTve YCIOBUSI CBS3bIBAHUSI, YUEM Ha TMOCJEAYIOLINX
LMKJIaX. YTOOBI COXPAHUTh MPEACTABICHHOCTb AJISI BCEX BAPUAHTOB OMOIMOTEKH.

Puc.1.

a) Yactuupl cedapo3sl B nojie MUKPOCKONA B MPOXO/SIIEM CBETE.

0) DaoopecueHTHOE OKpAIIMBAHHE AHTHTEJNAMH MAPUKOB cehapo3bl ¢ «IPHINH-
TBIM» K HUM HHTepJeiikuHoM-6. CTpeakamu nmokasasbl iyopecuupyionmue 4acTHIBI
cedapo3ssl.

Pic. 1.

a) Sepharose particles in transmitted light

b) Fluorescent antibody staining of sepharose balls with IL-6. Arrows show fluorescent
sepharose particles.

Table 1
Conditions for selection of RNA aptamers to hIL-6. RNA concentration 1 mcM
Cycle No. Protein/RNA % of binding
1 4:1 0,2
2 2:1 1,5
3 2:1 1,34
4 2:1 1,0
5 2:1 1,0
6 1:1 0,7
7 1:1 0,8
8 1:2 0,8
9 1:2 2,0
10 1:4 2,1
1 1:4 2,7
12 1:6 0,9
13 1:6 1,2
14 1:8 11

target proteins are usually chosen. Therefore to select RNA against hIL-6 we used a
buffer mimicking blood saline composition. The buffer contained 20 mM HEPES-
KOH (pH 7.6), 1 mM MgCl,, 140 mM NaCl, 5 mM KCI.
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Tabauua 1
Yenous cenekuun PHK-anramepos k hIL-6. Konuenrpanus PHK 1 kM.

Ne umkna Benok/PHK % cBSI3blBAHUS
1 4:1 0,2
2 2:1 1,5
3 2:1 1,34
4 2:1 1,0
5 2:1 1,0
6 11 0,7
7 1:1 0,8
8 1:2 0,8
9 1:2 2,0
10 1:4 2,1
11 1:4 2,7
12 1:6 0,9
13 1:6 1,2
14 1:8 1.1

W3 Tabnuibl BULHO, 4TO € IEPEXOIOM K O0JIee CTPOIMM YCIOBUSIM (HU3KOMY COOTHO-
menuto 6enok:PHK), kommuectBo PHK, cBsizaBIieecs co cMoJioit, HECKOJIbLKO YMEHb-
mwanock. [1pu nocrossHHoM cooTHoleHuun 6enok:PHK mnipu cenexuuu Habmonancs He-
o6onbioii poct nonu PHK, cBsa3aBiieiicst co cMoJIOi.

KpoMe Toro, BaXXHBIMU KPUTEPUSMU CTPOTOCTU CEJIEKIIMM TakKXkKe SIBISIOTCS 00beM
U YUCJIO TIPOMBIBOK, C TIOMOIIBIO KOTOPBIX OTAESIIOT C/1abo cBsizaBIvecst MoeKynsl PHK.

Ha nocneqnux Tpex LMKiIax yBeIndeHUs CBSI3bIBAHUSI HE HaOoAanoch. B cBsi3u ¢ uem
dpakuuo PHK 14 nukna (PHK-14) npoBepuiu Ha cBsi3biBaHUE C OEJIKOM B pacTBOpe
CTaHIapTHBIM METONOM (UIIBTPOBAHUS Ha HUTPOIIEJUTIONO3HBIX (prrbTpax. 10 mMKMoIb
PHK (50 €M) unkyoupoBanu ¢ 50-kpaTtHbiM n366ITKOM hIL-6 B Gydepe st ceeKIuu.
B kauectBe KOHTpOsIsE — 6€3 hIL-6 1 ¢ GBIYBMM CHIBOPOTOYHBIM aJIbOYMUHOM. Pe3yiib-
TaThbl MPEACTaBICHBI B Ta0JI. 2.

Bricokas crenenb copoumu pasHaomusupoBaHHoii PHK Ha HUTpoOLIeU1I0103HBIX MEM -
OpaHax He MMO3BOJIIET NMPsIMO Noka3arth cBa3biBaHre PHK-14 ¢ hIL-6. OnHako pe3ynsrar
OBbIT BOCITPOM3BOIMM, T.€. CBA3bIBaHUE B MPUCYTCTBUHU hlL-6 GBLIO BBIIIE CBSI3BIBAHUS
PHK c Hutpoientono3oii B koHTpose. [Toatomy 6611 mposeeH aHanu3 dpakuuu PHK-

Tabnuua 2
CaasbiBanue cymmaphoii ¢ppakuun PHK-14 ¢ hIL-6

3.
CTATTATGCTGAGTGATATCCCTTACCTAGGTGTAGATGCTTA
AGnnnnnnnnnnnonnnnnnnnnnnnnnnnnnnAAGTGACGTCTGAACTGC
TTCGAA-5

5.

GAtaatacgactcactataggg AATGGATCCACATCTACGAATTCnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnttCACTGCAGACTTGACGAAGCTT-3’

Puc. 2. IlepBuunas cTpyKTypa OMOIMOTEKH M CXEMA CeJIeKIHH.
Pic. 2. Primary structure of the library and selection scheme

«Rigor» of selection of RNA aptamers against hIL-6 was regulated by changing pro-
tein:RNA ratio. At the first selection cycle this ratio was 4:1. At the next selection cycles
this ratio was lower — 2:1 at cycles 2 to 5 table 1 demonstrates binding conditions and
relative content of RNA bound to immobilized hIL-6.

These ratios were used because it was considered reasonable to apply less rigorous
binding conditions at the first selection cycle than at the next cycles in order to have all
variants of the library represented.

As seen in the table, the transition to more rigorous binding conditions (lower
protein:RNA ratio) was associated with a decrease in amount of resin-bound RNA. If the
protein:RNA ratio was constant, there should have been a slight rise in resin-bound RNA.

Selection rigor also depends on volume and number of washings to isolate poorly bound
RNA molecules.

There was no increase in binding at the last three cycles. Therefore the 14-cycle RNA
fraction (RNA-14) was tested for protein binding by standard technique involving filtra-
tion on nitrocellulose filters. 10 pmol RNA (50 nM) was incubated with 50-fold excess of
hIL-6 in selection buffer. The same solution free from hIL-6 and containing BSA was used
as control. Results are shown in table 2.

RNA-14 binding to hIL-6 cannot be demonstrated directly due to high degree of ran-
dom RNA sorption on nitrocellulose membranes. However, our result was reproducible:
binding in the presence of hIL-6 was higher than that in the control. We therefore ana-
lyzed the RNA-14 fraction; cDNA-14 was cloned into vector pUC19 by restriction sites

Table 2
RNA-14 binding to hIL-6

O6pasel,

CTeneHb cBs3blBaHUS, %

—-hIL-6

10,3

+hIL-6

15,0

BCA

10,0

Specimen % of binding
- hiL-6 10.3
+hiL-6 15.0
BSA 10.0
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14. x/IHK-14 6n11a x1oHupoBaHaB BekTop pUCI19 1o no caiitam pectpukuuu HindII1
u Smal. [Ing aHanu3a 6butH BeIOpaHbl 39 cilydyaltHbIX KJIIOHOB, 24 U3 KOTOPBIX COAEPKAIN
BcTaBKy B BekTopHyto JIHK. Hanuuue BctaBku uaentuduimposanu [P ¢ npaiimepa-
MM K KOHCTaHTHBIM 4acTsiM Oubiaumoreku. s omnpenenenust crmocooHoct PHK atmx
KJIOHOB cBs3bIBaThest ¢ hlL-6 6butn BeIOpansl 15 PHK. Ipu 50-kKpaTHOM M30BITKE OeIKa
C HUM CBSI3bIBAJICS JIMIIb anTamep 13 KiioHa Ne 9 (arhIL-6.9). k IHK arhIL-6.9 Gbina ce-
kBeHUpoBaHa ¢ moMotnbio [1LP, dparmeHT mocienoBaTeIbHOCTY TIPEACTaBIEH Ha puC. 3.

IMepBuuHas cTpykTypa KOHCTaHTHOM Yactu arhlL-6.9 coBmamaeT co CTpyKTypoil MCXom-
HOI OMOJIMOTEKH, 32 UCKITIOUEHNEM JIEJIEIINY TIOCTeHEeT0 HYKJIeOTHIA B JIEBOl KOHCTAHT-
HoIt yactu 6ubnoteku. [lo-BuarmMomy, nesnervst BO3HUKIIA Ha CTaAuy aMILTU(UKALIY WA
00paTHO! TpaHCKPUNLIMK. BO3HMKHOBEHME 3TOI MyTallMy MPU CEJIEKIIK, BEPOSITHO, TIPHU-
BeJIo K nosiBiieHnio Mojiekyal PHK ¢ nosbimeHHOM addrHHOCTBIO K hIL-6 1 oborameHnio
OMOIMOTEKW UMEHHO 3TUM BapyaHTOM. [1omo6HbIe 3(hGheKThl ObUIM OTMEUEHBI aBTOPaAMM
B paborte [28; 29]. 1151 orieHku crierduaHocTH K hl1L-6 moTy4eHHBbIii anTaMep CBSA3bIBAIN
¢ BCA. Jaxe npu 50-kpaTHOM M30bITKE MOCIEIHETO CBI3bIBAHUS HE HAOII0AIOCh.

Crpouu uzotepmy cBsasbiBanust arhlL-6.9 hI1L-6 B ipokom 1uana3oHe KOHIEHTpa-
ui 6enka (puc. 4).

JlaHHbIe CBsI3bIBaHMS OBUIM JIMHEAPU30BaHbI B KoopanHaTtax Ckeryapna. [1o TaHreH-
Cy yIjla HaKJIOHA MPSIMOU yIaloCh OUEHUTh KaXYILYIOCS KOHCTAHTY TUCCOLIMAIIAN KOM-
miekca antamepa ¢ hIL-6, ona cocrasmia 316 + 130 HM.

Hcnons3ys anroputm 3ykepa (mporpamma RNAstructure 7.0) mpenioxeHa Mojesb
BTOPUYHO# cTpyKTYypbl arhIL-6.9, KoTopas mpeacTaBieHa Ha puc. 5.

HHurepecHo cpaBHUTH CTAOIBHOCTD MPETIONIaraeMoii BTOPUIHOM CTPYKTYPbI IOTYy4YeHHO-
ro anramMepa ¢ napamerpaMu Kakoi-inoo rnpupoatHoii PHK npumepHo aHaIormyHoi cTpyK-
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Puc. 4. N3orepma csasbiBanus hIL-6 ¢ arhIL-6_9.
Pic. 4. Isotherm of arhIL-6.9 binding to hIL-6

UCCACAUCUACGAAUU UAGUGGAUUGGUGUUUGAGGGCGUCUCARUUUUCACUGC
AG-3'

5' GGGAAUGGAUCCACAUCUACGAAUUCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNUUCACUGCAGACUUGACGAAGCUU-3'

Puc. 3. ®parvent nepBuuHoii cTpykTypsl arhIL-6_9 u ucxonunoii 6udmorekun. Cepbiv
LBETOM BblJieJIeHbl HYKJIEOTH/IbI KOHCTAHTHOM YaCTH OMOJIMOTEKH.

Pic. 3. ArhIL-6.9 and initial library primary structure fragments. Grey color indicates
nucleotides of the library constant region

Hind III and Sma I. 39 random clones were used for analysis, of which 24 contained
insertions in the vector DNA. The presence of the insertions was verified by PCR with
primers to constant regions of the library. 15 RNAs were used to determine the ability of
these RNA clones to bind hIL-6. Only clone 9 aptamer (arhIL-6.9) bound the protein at
a 50-fold protein excess. cDNA arhIL-6 was sequenced by PCR, a sequence fragment is
shown in pic. 3.

Primary structure of the arhIL-6.9 constant region coincided with the structure of the
starting library except for deletion of the last nucleotide in the left constant region of the
library. This deletion might arise at the amplification or reverse transcription stages.
Occurrence of this mutation as a result of selection might led to emergence of RNA mol-
ecules with increased affinity to hIL-6 and enrichment of the library with this variant.
Similar effects are mentioned in [28;29]. The resulting aptamer was bound to BSA to
assess its specificity for hIL-6. There was no binding even at a 50-fold BSA excess.

Pic. 4 demonstrates isotherm of arhIL-6.9 binding to hIL-6 for a broad range of protein
concentrations.

The binding data were linearized in Scatchard's coordinates. We assessed apparent dissocia-
tion constant of the aptamer-hIL-6 complex by tangent of the curve slope that was 316130 nM.

A presumptive secondary structure of arhIL-6.9 was developed using Zuker's algorithm
(RNA Sttructure, 7.0) (pic. 5).

It seems interesting to compare stability of this presumptive secondary structure of the
aptamer with parameters of a natural RNA with similar structure and ability to bind pro-

GUGGAU—U-GG 30U a-G-GG
U BEEEN] Il|m““N—_U—G—U/ xli'?&?ll S
A, GCAUCUA.  ACC P L LUUUU, o
10 S

Encrgy 12.6kJ/mod

Puc. 5. Moneab npennojaraemMoii BTopH4Hoii CTpyKTypbl antamMepa RAhIL-6."9.
Pic. 5. Model of presumptive secondary structure of RAhIL-6.9 aptamer
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Typbl, KOTOPasi CBA3bIBAET OeJIoK. Tak, HarmpuMep, MEXLIMCTPOHHDIN paitoH S12 — S7 str ore-
poHa E. coli npencrasnen PHK mmHoit 103 HykiieoTuma 1 MOXET UMETh IITTWICYHYIO CTPYK-
Typy CO CBOOOIHOI1 3Heprueit okoio 30 KJI3K/MoJb, UTO BITOJTHE COITOCTABMMO CO 3HAYCHUEM
13,6 x/Ix/MoJ1b, monydeHHbIM 11t arhlL-6.9. D10 mo3BossieT HamesIThCs, YTO anTaMep obJia-
JTAET JOCTATOYHO CTAOWJIBHOM CTPYKTYPOUA. 11 JAIbHEMILIErO MCCIIEIOBAHUS €TI0 CBOWCTB.

B HacTos11iee BpeMst antamep MpoBepsieTcsl Ha COCOOHOCTb MHIMOMpoBaTh aeiicTBue 11.-
6 B KyJIBIype KIETOK MHOXECTBEHHON MUeJOMbL [lepBble pe3y/IbIaThl CBUIOETEIHCTBYIOT
0 TOM, YTO arTaMephbl CITIOCOOHBI MHIMOMPOBaTh AuMepu3aryio gpl30, uanyumpyemyo 1L-6.

Paboma nodoepxcana epanmamu PODPU Ne 05-04-49750, PODHU-ogpu Ne 07-04-12221.

Asmoput 6nazodapam lonosuna A.B. 3a nomows npu ogpopmaenuu cmamou.
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KIMHUYECKOE 3HAYEHUE OITPEAEJIEHUA
HUPKYJINPYIOIINX OITYXOJIEBbBIX KJIETOK B
KPOBHU BOJIBHbIX PACITPOCTPAHEHHBIM
PAKOM MOJIOYHOMU XKEJE3LI

I TY POHL nmenn H.H.Broxuna PAMH,
2 Heidelberg, Germany,
3 Montpellier, France

PE3IOME

Hupxynupyromue onyxonesble kKieTku (LIOK) BoisiBisiiorest y 41,3% GONbHBIX pacipo-
CTpaHEHHBIM pakoM MoJjIouHO# xKeje3bl (PM2K) B KoyecTBe He MeHee 1 KJIeTKU Ha MUJI-
JmoH. KonnuectBo LHOK He 3aBUCUT OT JIOKaIU3alMU U KOJIMYECTBA METACTa30B, a TAKXKe
OT pELIENTOPHOTO CTaTyca MePBUYHOM OITyX0J 11 MOJIOUHOM Xejie3bl. LIOK yaliie BhISBIAIOT-
cs1y GOJIbHBIX B MEHOIIay3e, YeM B IipeMeHoray3e (47,8% u 26,7%, p = 0,044). Y 601bHBIX
UHOWIBTPaTUBHO-I0IbKOBBIM pakoM MoJjiouHoM xene3bl LIOK oGHapyxuBaroTcst 10cTo-
BEPHO Yallle, YeM Y OOJIbHBIX ¢ MH(MMIBTPATUBHO-TIPOTOKOBEIM PMXK (69,2% u 31%, p =
0,02). Hanmuuue MuUKpoMeTacTa3oB B KOCTHOM MO3re He BJIMSIET Ha 4acTOTY BBISIBJICHMSI
HOK. Jo u mocie neyernsi LIOK BBISIBIISTIOTCS ¢ TPMMEPHO OnMHaKOBOM YacToTol (41,3%
1 45,5%). @axr BoisiBicHust LIOK He BiusieT Ha 0011yI0 1 6e3peliINBHYIO BBKBAEMOCTh
0OJIBHBIX ¢ pacrpocTpaHeHHbIMU cTanusiMyu PM2K. Tlpy oueHke AMHAMMKM KOJIMYeCTBa
LOK 1o u nocie npoBeAeHUs] CUCTEMHOM MPOTHBOOITYXOJIEBOM XUMUO- UJIU TOPMOHOTE-
panuu oKas3ajoch, UTo y O0JIbHBIX cO cCHIKeHUeM KomdecTtBa LIOK mocrie neyeHust otme-
YeHa JOCTOBEPHO OOJIbIIAS AJTUTEILHOCTD ITEPUOAA 10 TTPOrPECCUPOBAHMS, YeM Y OOJTBHBIX
¢ noBbileHueM konumvectsa LIOK nocne nedenus (14 u 8 mecaues, p = 0,0127). Jlunamu-
ka koymmdectBa LIOK mociie mpoBeneHus crielindruecKoro MpoTUBOOITYXOJICBOTO JICYCHUST
MOXET CJIy>KUTh HOBBIM OOBEKTUBHBIM KPUTEPHEM OLICHKU OTBETa Ha JiedeHHe U MHGOP-
MaTUBHBIM (haKTOpPOM MPOTHO3a y 00NbHBIX auccemuHrpoBaHHbIM PM2K. 11IOK y 60b-
HBIX PAKOM MOJIOYHO XeJie3bl TeTePOreHHbI MO IKCIPECCUU MOJIEKY.T IJTABHOTO KOMILICK-
ca rucrocopmectumoctu 11 knacca (HLA-DR) u peuentopa CD95. Y 60nbHbIx PM2K noc-
JIe JISYeHUST OTMEeUaeTCs TTIOUTH IByKpaTHoe cCHKeHue nponopii HLA-DR-1to3uTtuBHbBIX
1 CD95-1M03UTUBHBIX HIUPKYIUPYIOLIUX OIYXOJIEBBIX KJIETOK B KPOBH.

KioueBbie cioBa: mpoTodHas MUTODIYOPUMETPUSI, HUPKYJIUPYIOIINE OIyXOJeBbIe
KJIETKU, paK MOJIOYHOM KeJe3bl.
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THE PROGNOSTIC VALUE OF CIRCULATING
TUMOR CELLS IN BLOOD OF PATIENTS WITH
ADVANCED BREAST CANCER

1 State N.N.Blokhin Russian Cancer Research Center
affiliated to the Russian Academy of Medical Sciences, Russian Federation
2 Heidelberg, Germany
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ABSTRACT

At least one per million circulating tumor cells (CTC) are found in 41.3% of patients
with advanced breast cancer. The CTC level is not related to site or number of metasta-
tic tumors, nor to receptor status of the primary breast cancer. The CTC are found
more frequently in menopausal than in premenopausal women (47.8% vs 26.7%,
p=0.044). Patients with infiltrative lobular disease present with CTC significantly more
frequently than those with infiltrative ductal breast cancer (69.2% vs 31%, p=0.02).
Bone marrow involvement has no influence on CTC detection frequency. The CTC are
detected at similar frequency before and after treatment (41.3% vs 45.5%). CTC-posi-
tivity has no effect on overall or disease-free survival of patients with advanced breast
cancer. Analysis of CTC levels before and after systemic cancer chemo- or hor-
monotherapy demonstrated that patients with diminution of CTC number after treat-
ment had significantly longer time to disease progression than those with increased
CTC levels after treatment (14 vs 8 months, p=0.0127). Changes in CTC levels after
specific anticancer treatment may be a new useful, objective measure of response and
an informative prognostic factor in patients with advanced breast cancer. CTC from
breast cancer patients demonstrated different expression of major histocompatibility
complex (HLA-DR) class II molecules and CD95 receptor. Breast cancer patients pre-
sented with an almost two-fold decreased proportions of HLA-DR- and CD95-positive
CTC in peripheral blood after treatment.

Key words: flow cytometry, circulating tumor cells, breast cancer.
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3abo0s1eBaeMOCTb paKOM MOJIOUHOIH XKeJie3bl B Poccun, Kak 1 BO MHOTMX CTpaHax, Ipo-
IOJKaeT pacTu. B cTpykType 3a60/1eBacMOCTH KSHIIMH paK MOJIOYHOM JKeJIe3bl YCTOM-
YMBO 3aHUMAaET 1 MecTo, IpH 3ToM y 37,3% BrepBbie 3a00JIEBIINX XEHIIUH JUATHOCTH -
pytores 111 wmm 1V cranum 3a6oneBanus. [IpupocT 3a601eBaeMOCTH paKOM MOJIOUHOM
xene3sl B Poccuu coctaBui ¢ 1999 mo 2004 . 10,6%. Pe3ynbratel JiedeHKs GOJIbHBIX pa-
KOM MOJIOYHOM 3XeJIe3bl OCTAlOTCs HEYIOBIETBOPUTEIBHBIMU (TIPUPOCT CTaHAAPTU30-
BaHHOTO ITOKA3aTejIsl CMepTHOCTH coctaBui 2,9%) [1].

B nocaennue rogbl ocoboe BHUMaHUE yaelsieTcs 0ojiee TOUHOMY CTaJIMpPOBAHUIO 3a-
GoJieBaHUs, a TAKXKE COBEPIIICHCTBOBAHWIO METOMOB JIEKAPCTBEHHOM Tepany paka Mo-
JIOYHOI1 XKeJie3bl. bobllloe 3HaUeHWE TIPUAAETC U3YYEeHUIO OMOJOTUYECKU 3HAYMMBIX
XapaKTePUCTUK 3a00JieBaHMsI, KOTOPbIE MOTYT OBITh TTOJIE3HBIMU MPU BbIOOpE Hanboee
3(hGEKTUBHOTO BUIA TPOTUBOOMYXO0JIEBOTO JICUEHMSI.

Pa3BuTHe COBpeMEHHBIX TEXHOJIOTHIA CIIETATI0 BOZMOXHBIM OIpeeIeHre eMMHIIHBIX
OITyXOJIEBBIX KJIETOK (MUKPOMETACTa30B) B OMONTaTaX KOCTHOTO MO3Ta U niepudepuyec-
Koit kpoBH [6]. JlokazaHo, 4YTO OOHApy:KeHHME MUKPOMETACTa30B B KOCTHOM MO3re Ha
JTare MOCTAHOBKY JAMAarHo3a BIIUSIET Ha MTPOIOJDKUTEIBHOCTD O6e3pelInANBHOTO TIPOMe-
KyTKa 1 OOIIYIO MPOIOJLKATEILHOCTD XXU3HU Y 601bHBIX PMXK [2].

KnuHuuyeckoe 3HaueHHE MMMYHOJOTMYECKOTO OIpeneeHUs] OIMyXOJIEBBIX KIETOK,
LUPKYJIUPYIOLIMX B IeprdepruuecKoii KpoBY, OCTAETCsI He 10 KOHIIA TOHITHBIM [4; 5; 10;
11; 14]. Kak u3BeCTHO, OMyXOJIM MOJIOYHBIX KeJie3 FeTEPOreHHbI M0 UMMYHOMEHOTHUITY
[3]. B muTepartype nMeroTCsl yKazaHUs Ha B3aUMOCBSA3b UMMYHO(DEHOTHIIA OITyX0JIeil MO-
JIOUHBIX 3KeJle3 ¢ KIMHMYECKUM TeUEHHUEM, CTeTIeHbIO PaclpoCTpaHEHHOCTH Ipoliecca,
XapaKTepoM UMMYHHOTO OTBeTa U MporHo3om 3adoseBanus [10; 11]. EcTb Bce ocHOBaHMS
MPEAToJIaraTh, YTO reTePOTeHHOCTh UMMYHO(MEHOTHUITA paKa MOJIOYHBIX XKeJIe3 MOXKET OT-
paxaTtbCcsd U Ha HEOTHOPOMHOCTU TOIMYJISIIMU OITYyXOJIEBBIX KJIETOK, LUPKYJIUPYIOLIUX
B nepudepuyeckoii KpoBu. CienoBaTesibHO, TeUeHUEe 3a00€BaHUSI MOXKET ONPEAEsThCS
He TOJIbKO (haKTOM OOHAPYKEHUSI OITyX0JIEBBIX KJIETOK B IIepr(hepUIeCKOM KPOBEHOCHOM
pyciie, HO ¥ Ka4YeCTBEHHBIM COCTaBOM 3THUX KJIETOK. M3ydeHrne UMMyHOGhEHOTHUIIA ITUPKY-
JIMPYIOLIUX OMYXOJIEBBIX KJIETOK, BO3MOXHO, MTOMOXET PACIIUPUTh 3HAHUS O MEXaHU3-
Max MeTacTa3upOBaHUS U JIEKAPCTBEHHOW YCTOMYMBOCTY 37I0KAUECTBEHHOW OITYXOJIH.

B a0l cBSI3M TIpencTaBisIeTCs aKTyaJbHBIM M3Y4eHHE KOJMYECTBEHHOTO M KadyecT-
BEHHOI'O COCTaBa OITyXOJIEBBIX KJIETOK, LIMPKYJIMPYIOIIUX B MepubepruyecKoil KpoBU
GOJILHBIX IMCCEMMHUPOBAHHBIM PAKOM MOJIOYHOM KeJIe3hl.

XAPAKTEPUCTUKA BOJIBHBIX 1 METO/IbI I/ICCJIE,Z[OBAHI/Iﬁ

C 2001 mo 2003 rr. B MccieaoBaHNe BKIIOUYEHO 65 GOJIBHBIX MECTHO-PACIPOCTPAaHEH-
HBIM (ITEPBUYHO-HEOoMNepabeabHbIM) U METACTATUYECKUM PAaKOM MOJIOYHOU >Kese3bl.
Y GonbinvHCcTBa 60bHBIX (87,7%) Oblta ycTaHoBIeHa [V cTanust paka MOJIOYHOM XeJie-
3pl (n = 57); u3 Hux y 45,6 % (n = 26) 3a6oseBaHKe ObLIO BBISIBJICHO BriepBhie, Y 54,4%
00bHBIX (N = 31) ObLI BLISIBJICH PeLUAUB 3a00JIeBaHUs ITOCJIE pa3IUYHbIX BUAOB MPOTU-
BOOIIYXOJIEBOTO JiedeHus1. Y BocbMU 00JbHBIX (12,3%) ObLI IMArHOCTUPOBAH MECTHO-
pacIpocTpaHeHHbII HeolepadeIbHbIN paK MOJOYHOM XKeJie3bl.

CpenHuii Bo3pacT 00JbHBIX cocTaBu 53 roma (26 — 75 ner).

There is a continuous rise in breast cancer prevalence both in Russia and worldwide.
Breast cancer is the commonest female malignancy with 37.3% of cases presenting with
stage III or IV disease at diagnosis. Breast cancer incidence demonstrated a 10.6%
increase from 1999 to 2004. Treatment outcomes in breast cancer remain poor (2.9%
increase in death rate) [1].

Over recent years investigators focused on more accurate disease staging and improve-
ment of drug therapy for breast cancer. There is a vast study in biologically significant fea-
tures of the disease that may be useful in decision making on most efficient treatment
modality.

The progress in technology made possible detection of single tumor cells (micrometas-
tases) in bone marrow and peripheral blood [6]. Detection of bone marrow involvement at
diagnosis is shown to influence disease-free and overall survival in breast cancer [2].

Clinical value of immunological detection of circulating tumor cells (CTC) in peripher-
al blood is unclear [4;5;10;11;14]. Breast tumors are known to be immunophenotypically
heterogeneous [3]. There are reports of relationship between breast tumor immunopheno-
type and disease clinical course, disease advance, immune response and prognosis [10;11].
There is all reason to suggest that immunophenotypic heterogeneity of breast cancer might
be reflected by inhomogeneity of tumor cell population circulating in peripheral blood. It
follows then that disease course may be assessed not only by the presence of tumor cells in
circulation but also by analysis of qualitative composition of these cells. Study of CTC
immunophenotype may improve our understanding of mechanisms of metastasis and
tumor drug resistance.

It therefore seems useful to study quantitative and qualitative composition of CTC in
peripheral blood of patients with advanced breast cancer.

PATIENTS AND METHODS

A total of 65 patients with locally advanced (primary inoperable) and metastatic breast
cancer were enrolled in this study during 2001 through 2003. Most patients (87.7%) had
stage IV disease (n=57), including 26 (45.6%) with newly diagnosed disease and 31
(54.4%) women relapsing after various anticancer treatments. Eight (12.3%) patients had
locally advanced inoperable breast cancer.

Mean patient age was 53 years (range 26 to 75 years).

The study group included 16 (24.6%) premenopausal and 47 (72.3%) menopausal
women, in 2 cases ovarian and menstrual functions were unknown. In the subgroup of
patients with locally advanced breast cancer 62.5% of women were postmenopausal
and 37.5% were premenopausal; postmenopausal women were also predominating
(73.7% vs 22.8%) in the subgroup of metastatic disease, menstrual status of 2 women
was unknown.

Most patients (72.4%) had histologically verified diagnosis, in 27.7% the diagnosis was
confirmed by cytology. Infiltrative ductal disease was the most common (63.8%) type, lob-
ular infiltrative cancer was found in 27.6% and other types in 8.5% of patients.

Steroid hormone receptor status was determined mainly by immunohistochemistry, bio-
chemical tests were used in some cases. Breast tumor receptor status was assessed in 43
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B penpoaykTuBHOM Bo3pacTe HaXOAWIOCh 16 6oabHbIX (24,6%), B COCTOSIHMM MEHOTIa-
y3bl — 47 60bHBIX (72,3%), Y ABYX OOJIBHBIX OBapUaIbHO-MEHCTpYyaTbHas (YHKIIVS ObI-
Jla Heu3BecTHA. B moarpyrimne 60JbHBIX ¢ MECTHO-PACIIPOCTPAHEHHBIM PAKOM MOJIOYHOM
xKene3bl 62,5% 00bHBIX ObUTH B ITOCTMeHOMay3e u 37,5% — B peMeHoIIay3¢e; B IOArPYII-
e JUCCEMUHUPOBAHHBIX OOJIbHBIX TakKe Ipeodiaganu OolibHbIE B MOCTMEHOMAy3e
(73,7% nipotus 22,8%), y ABOMX OOJIBHBIX MEHCTPYAIbHBIN CTATyC ObLT HEM3BECTEH.

Y GoJbIIMHCTBA OOJbHBIX AUATHO3 ObLT BepuduuupoBaH rucronorundecku (72,4%),
y 27,7% GOJNbHBIX TUAarHO3 3JI0KAYECTBEHHOM OITyXO0JIM ObLI MOATBEPXKIECH IIUTOJIOIMYE-
cku. Hanbosee gacto BeTpedanach MHOMIBTPAaTHBHO-TIPOTOKOBas ¢hopma paka (B 63,8%
CJIy4aeB), HOJIbKOBBI MH(UIBTPATUBHEINA paK BeTpedasics y 27,6% GONbHBIX, APYrHe
(opmbl paka — y 8,5% GOJIbHBIX.

OnpenesieHUe PeLieNTOPOB CTEPOUIHBIX TOPMOHOB Yalle MPOBOAWIOCh UMMYHOTMC-
TOXUMUYECKM METOJIOM, Y YaCTH OOJIBHBIX — OMOXUMUYeCKUM MeTonoM. Mccenoa-
HUE PEelieNTOPHOTO CTaTyca OITyXOJIM MOJIOYHO XeJie3bl ObLIIO MPOBeAeHO 43 GOJIBHBIM.
V 18 (41,8%) GONBHBIX KJISTKU OIYXOJIM HE COMEPKaIM PELIEIITOPOB 3CTPOI€HOB U MPO-
recrepoHa (PD-PII-), y 25 6onbHbIX (58,13%) 60IbHBIX ObIT OOHAPYKEH XOTS ObI OJUH
pelenTop cTepouaHbIX TopMOHOB (PO+PII+; umu PO+PII-; unu PO?PII+). O6a pe-
Henropa BeisiBieHbl Y 10 6oabHbIX (23,25%).

CucTreMHoe JieueHne

XumuoTepanusi Obljla MpoBefeHa GOMBIIMHCTBY 0oJbHBIX (80%), jeueHue ropmo-
HaJbHBIMH TpenapatamMu nojiydauu 13 mamumentok (20%). Ilpu MecTHO-pacmpocTpa-
HEHHOM pake MOJIOYHOU KeJie3bl BCEM BOCbMM OOJIbHBIM ObLila MPOBEAeHA XUMUOTEpa-
mvsi. Bee GobHBIE, TTOTyJIaBIe TOPMOHOTEPATIUIO, UMETN OTIAJIEHHBIE METACTa3bl.

Xumuorepanus 1o cxeme FAC. BoablMHCTBY 0601bHBIX (n = 40) mpoBoauIach Xu-
muotepanus no cxeme FAC. B 3Ty rpynmny Bolllid Kak 00JbHbIE, KOTOPBIM ITPOBEICHA
TosbKo xumuoTepanus 1o cxeme FAC (n = 32), Tak u GoJIbHBIE, KOTOPBIM Ha TIEPBOM
ararne ObUTa MpoBeneHa xuMuoTepanus o cxeme FAC ¢ mocienyroieit ropMoHOTepanm-
eii TaMokcugeHoM (n = 11).

XuMUoTepanus TakcaHaMu (Tlakiurakcen 175 mr/m?2 1 pa3 B 21 eHb WK TOIIETaKCe
75 mr/m2 1 pa3 B 21 neHb) Obl1a ipoBeaeHa 6 6obHbIM (10,9%): ABOUM U3 HUX — B CBSI-
3U C IPOrPECCUPOBAHUEM PaKka MOJOYHOM XKeJe3bl Mocie aTbIoBAHTHOM XMMUOTEpanuu
¢ BKJIFOUCHVEM aHTPALMKIMHOB, YeTBEPHIM OOJIBHBIM — B KaUyeCTBe 2 TUHUU XMMHUOTE-
parnuu (rociie 1 TMHUY XUMUOTEPAITUY C BKIIIOYSHUEM aHTPAIIUKIMHOB).

[dpyrue pexxuMbl xuMuoTepanuu. JIBe MalreHTK! ObLTN BKIIOYEHBI B UCCIEJOBAHIE
10 TOBOAY MPOrPecCMPOBaHUS Paka MOJIOYHOI XKeJle3bl Mocye ABYX JUHUI XUMUOTepa-
mu. B kauecTBe 3 TMHUY XUMUOTEPATTMY OTHOM 13 HUX OBITM Ha3HAUYEHBI KareIuTaOuH
2000 mr/m2 BHYTpPS ¢ 1 110 14 iU + HaBebOMH 25 MT/M2 B 1 1 8 THU 3-HeleTbHOTO ITUK-
J1a. Bropoii 60yibHOM B KauecTBe 3 JIMHUU XMMUOTepanuu ObUT Ha3Ha4YeH KarneuuTaOuH
2500 mr/m2 BHYTpS ¢ 1 o 14 gau. OnHOM OO0NMBHOM ¢ BIIEPBBIE BBISIBICHHBIM JUCCEMM-
HUPOBAaHHBIM PAaKOM MOJIOUHOM KeJie3bl ObIT Ha3HAUYeH HECTAHIAPTHBIN PEXUM XUMUO-
Tepanuu ukiaopochamMua + MeToTpeKcar + 1enedpeKc 1Mo npuIrmHaM oTKasza 00JIbHOM
OT BHYTPUBEHHON XMMUOTEPAITUH, TOXKWIBIM BO3PACTOM, COITYyTCTBYIOILEH MAaTOJIOTUEH.

patients. In 18 (41.8%) women breast tumors were free from estrogen or progesterone
receptors (ER-PR-), 25 (58.13%) patients presented with at least one receptor type
(ER+PR+ or ER+PR- or ER-PR+). Ten (23.25%) patients had both receptors.

Systemic treatment

Most patients (80%) received chemotherapy and 13 (20%) had hormonal therapy. All 8
patients with locally advanced disease received chemotherapy. All patients receiving hor-
monal therapy had distant metastases.

FAC chemotherapy. Most patients (n=40) received chemotherapy by FAC regimen.
This group included both patients receiving FAC chemotherapy only and those who were
given FAC regimen with tomoxifen to follow (n=11).

Taxane chemotherapy (paclitaxel 175 mg/m?2 once, day 21 or docetaxel 75 mg/m? once,
day 21) was given to 6 (10.9%) patients: including 2 cases with disease progression after
adjuvant anthracycline chemotherapy and 4 cases receiving second line treatment (after
first-line anthracycline chemotherapy).

Other chemotherapy regimens. Two patients were enrolled in this study due to disease
progression after two chemotherapy lines. One of the patients received third line
chemotherapy with oral capecitabine 2,000 mg/m2, days 1 to 14 plus navelbine
25 mg/m2, days 1 and 8 of 21-day cycles. The second patient received oral capecitabine
2,000 mg/m2, days 1 to 14. One woman with first diagnosed advanced breast cancer
received non-standard chemotherapy with cyclophosphamide, methotrexate and cele-
brex because of her refusal to receive intravenous chemotherapy, advanced age and con-
comitant diseases.

Thirteen patients received hormonal therapy. Tamoxifen 20 mg daily was given mainly
to patients with good prognosis (menopause, positive receptor status, long disease-free
interval). Tamoxifen therapy was given in 10 cases. Letrosole 2.5 mg daily was given to 1
woman as an adjuvant and to 2 patients as second line hormonotherapy after disease pro-
gression on tamoxifen.

Chemotherapy was given to 44 (77.2%) patients with metastatic breast cancer, 21.1% of
them received hormonotherapy after 6 chemotherapy cycles.

Methods for tumor cell detection in peripheral blood and bone marrow

Immunologic study of peripheral blood and bone marrow was performed in all cases to
detect single tumor cells before and after treatment (6 chemotherapy courses or 3 months
of hormonal therapy) or at disease progression. The immunologic study was made at the
Hemopoiesis Immunology Laboratory, N.N.Blokhin RCRC RAMS.

To measure the concentration of CRC in peripheral blood 10 ml peripheral blood was
harvested to heparinized tubes. Then the cells were isolated by phycoll-verografin density
gradient (standard technique) or red cell lysis, the same techniques were used to separate
bone marrow cells.

Direct monoclonal antibody (MAB) conjugates were used to assess circulating epithe-
lial cells in peripheral blood. We used Becton Dickinson (USA) MABs. HEA-125 MAB
was kindly supplied by G.Moldenhauer (Germany), fluorescent labelling was done by
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TopMmoHanbHas Tepanus npoBoauiiachk 13 6oabHbIM. TamokcudeH 20 M B CYyTKM, KaK
MpaBUJIO, Ha3HAYaJICs OOJIBHBIM C GJIarONIPUSTHBIM ITPOTHO30M (TIAIlMeHTKAaM B MEHOIIa -
y3e, C MOJOXUTEIbHBIMUA PELEIITOPAMU ITOJIOBBIX TOPMOHOB, C JUIMTEIBLHBIM Oe3peiin-
JIMBHBIM MHTEpBajioM). JledeHre TaMoKcrupeHOM npoBoamioch 10 60abHBIM. JleTpo3on
2,5 MI' B CYTKM ObIJ1 Ha3HayeH 1 OOJIbHOI TojyyaBlleil TaMOKCU(pEH aablOBaHTHO U 2
OOJILHBIM B Ka4eCTBE BTOPOI JIMHUY TOPMOHOTEpAIH TTOCIe TIPOrpeccupoBaHys 3a60-
JleBaHUA Ha (hoHe IpreMa TaMOKcrdeHa.

B rpymnrme 60JbHBIX IMCCEMUHUPOBAHHBIM PAKOM MOJIOUHOM 3Kejie3bl XUMUOTEpaIus
6bu1a npoBencHa 44 6onbHBIM (77,2%), M3 HUX YacTU OOJNIBHBIX ITOCHE MPOBEICHUS 6
KypCOB XMMHUOTepanuy ObUla Ha3HaueHa ropMoHoTeparnus (21.1%).

METO,III:I BBIABJICHUA ONMYXOJIEBBIX KJIETOK B nepud)epwlecxoﬁ KpoBH H
KOCTHOM MO3re

Bcem 6obHBIM TTPOBOIMIIOCH MMMYHOJIOTYECKOE MCCIeOBaHNE TieprdeprIecKoil KPOBU
U KOCTHOTO MO3ra C LIE/IbIO BbISIBICHUST €IMHUYHBIX OITYXOJIEBBIX KJIETOK JI0 JICYEHUSI U TIO
OKOHYaHUY IMKJIa JIedeHUsI (Toclie 6 KypcoB XUMHUOTEPAITIH WU Yepe3 3 Mecsiiia TOpMOHATb-
HOM Teparnuvi) Wiv TPy TIPOrpeccrpoBaHny 3abomeBaHmsI. IMMyHOMOTMYECKOe MCCIeIoBa-
HUe MaTepurajia MPOBOIWIOCH B 1ab0paTOpuy IMMYHOJIOTUY TeMoro33a LieHTpanin3oBaHHOTO
KimHuKo-nadopaTopHoro otaena HUM KO I'Y POHILL umenu H.H.bnoxuna PAMH.

J1J1s1 OTIeHKY KOJTMYeCTBa OIMYXOJIEBBIX KJIETOK B Meprdeprnieckoil KpoBU U3 JIOKTEBOM
BEHBI oCcylIecTBIsU 3a60p 10 M mepudeprudyeckoil KpoBU B MPOOUPKY € TEMAPUHOM.
3aTeM KJIEeTKU BbIIEISIM Ha TpaileHTe IMJI0THOCTU (DMKOJUI-BeporpaduHa (cTaHaapTHas
METOJIMKA) MJIU METOJIOM JIM3MCA IPUTPOIIUTOB, KaK 1 KJIETKA KOCTHOTO MO3Tra.

[pu orieHKe UPKYIMPYIOMINX SMUTETUATBHBIX KJIETOK B eprudepriecKoil KpoBU Ha-
MM KCIIOJIb30BAIMCh MPsSIMble KOHbIOTAaThl MOHOKJIOHABbHBIX aHTUTeNd (MKA). Ucnosnb-
3o0BaHbl MKA ¢dupmsl Becton Dickinson (USA). MKA HEA-125 6b11u 1106€3HO npeaoc-
taBieHsl G.Moldenhauer (Germany), ¢IyopeclieHTHOE MeUeHUe ITUX aHTUTET OCy-
mecteieHo R.Jones (HMDS, Leeds, UK). B otnenpHbIx ciyuyasx ucronb3oBanu FITC-
meuyeHHble MKA KL-1 (o6e3Ho npenocrasnenst J.Brochier (Montpellier, France).!

[pu nozcyeTe KOIMYECTBA OITYXOJIEBbIX KJIETOK MCMOIB30BAIN ABOMHYIO (hIIyopeclieHT-
Hyto MeTKy. Kitetku okpammBamm MKA k obieneiikorutapHoMy antureny CD45, MeueH-
HbMU (piryopectienH uzotuaimonatoM (FITC), u MKA k snutennanbHoMy aHTUreHy Egp34
(HEA 125), meuyenHbiMu PerCP win dukospurpriHoM (PE). Tlpu ucnons3oanuun CD45-
PerCP smurenmansibie Mapkeps! okpanmBam FITC-meuennbivu MKA. PazHutis! B uyB-
CTBUTEIBHOCTU (DIIyOPOXPOMOB HE BBISIBIEHO. YPOBHUM HeCTIelM(PUUECKOTO CBSI3bIBAHUS
OLIEHMBAJIN IO U30TUITMYECKUM KOHTPOJISIM C COOTBETCTBYIOLLEH (hITyOPOXPOMHOIM METKOIA.

[TaHens MOHOKIIOHAJTBHBIX aHTUTEJ IS OIIEHKY KOJTMIECTBA SITUTETNATbHBIX KIETOK,
LUPKYJIUPYIONINX B iepudeprniaeckoil KpoBY MPU pake MOJTOTHOM KeJle3bl:

1. IgG1 PerCP

2. CD45PerCP/IgG1FITC

1 OxpaumBanue KL-1 npoBoauiu rnocie nepMeaduaIn3almnm KIeToK.

R.Jones (HMDS, Leeds, UK). FITC-labeled MAB KL-1 (kindly supplied by J.Brochier
[MontPellier, France])! was applied in some cases.

Double fluorescent labeling was used to measure CTC number. The cells were stained with
MAB to common leukocytic antigen CD45 labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC)
and MAB to epithelial antigen Egp34 (HEA 125) labeled with PerCP or phycoerythrin (PE).
The epithelial markers were stained with FITC-labeled MAB when CD45-PerCP were used.
There was no difference in sensitivity of these fluorochromes. Levels of nonspecific staining
were assessed using isotypic control with appropriate fluorochrome labels.

The MAB panel to measure levels of epithelial cells circulating in peripheral blood of
breast cancer patients included:

1. IgG1 PerCP

2. CD45PerCP/IgG1FITC

3. CD45PerCP/HEA 125 FITC or CD45PerCP/BerEP4-FITC.

Maximal possible number of cell events within CD45-negative cell fraction with low lev-
els of side light scattering (SSC) were accumulated in flow cytofluorimeter (pic. 1A) with at
least 1,000,000 (or more if possible) cell events passing through the detector (pic. 1B).

Cytogram 1A demonstrates choice of analysis area by CD45 expression: on the Y axis —
cell granularity levels (SSC) and on the X axis (FL-3 detector) — PerCP-labeled CD45
expression. R1 is CD45-negative cells including circulating breast cancer cells.

Cytogram 1B shows R1 cells only, including a clear-cut cell population (R2) with a
strong Egp34 expression as recognized by FITC-labeled HEA 125. The rate of HEA 125+
cells in this specimen was 27 per million cells minus 1 cell from isotipic control.

Triple fluorescent labeling was used to analyze CTC subpopulations. The previous panel
was supplemented with MAB to CD95 and HLA-DR.

The following MAB panel was used to assess the subpopulations:

1. IgG1 PerCP

2. CD45 PerCP/IgG1 FITC

3. CD45 PerCP/HEA 125 FITC/IgG1 PE

4. CD45 PerCP/HEA 125 FITC/CD95 PE

5. CD45 PerCP/HEA 125 FITC/HLA-DR PE.

When analyzing tumor cell subpopulations we accumulated CD45-negative events too,
then chose the tumor cell gate (R2 in fig. 1B) and measured percentage of HLA-DR+ and
CD95+ cells. It should be mentioned that when analyzing subpopulations one has to
accumulate as many as possible events in the tumor cell area which may be done only on
specimens with very high cell numbers or in cases with marked metastatic process.

Cytomorphologic and immunologic study of bone marrow
Bone marrow cells were obtained by sternal puncture. The bone marrow puncture spec-
imens were 0.3 to 0.7 ml (larger volumes might be diluted with peripheral blood).

1KL-1 staining was made after cell permeabilitation.
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3. CD45PerCP/HEA 125 FITC unu CD45PerCP/ BerEP4-FITC

[Ipu cbope obpasiia Ha MPOTOYHOM LUTOMITYOPUMETPE HAKATUTMBAIM MAaKCUMATbHO BO3-
MOXHOE KOJIMIECTBO KJIETOYHBIX COOBITHI B mipenenax CD45-HeraTnBHOI (hpaKiy KIIETOK
C HM3KMMU YpOBHsIMU 60KoBoro cBeropaccesiHus (SSC) (puc. 1A). [1pu aTom yepe3 neTek-
Top npoxoauiio He MeHee 1000000, ecii BO3MOXKHO TO 60Jiee, KIETOUHbIX COObITHI (puc. 1B).

Hurorpamma 1A neMoHCTpUpyeT BbIOOp 001acTy aHaiu3a 1o skcnpeccur CD45 anture-
Ha. [1o ocu opnyHaT BBIOpaH MmoKa3aresib ypoBHel rpaHyssipHocTy Kiietok (SSC), 1o ocu ab-
cuucc (FL-3- nerektop) akcnpeccust CD45 antureHa, meueHHoro PerCP. O6nactb R1 — ato
CD45-HeraTuBHBIC KJISTKU, BKIIIOYAsT LIUPKYIUPYIOLINE KJISTKU paka MOJIOYHOM XKeJie3bl.

Ha uutorpamme 1b npeacrabiieHbl TOJIBKO KJIETKU obnactu R1, cpenu HUX mpUcyT-
CTBYET YeTKasi MOoMmyJIsiiusl KieTok (061actk R2) ¢ spkoii akcnipeccueii antureHa Egp34,
BoisiBsieMasi FITC-meuennsimu MKA HEA 125. Konnuectso HEA125+ kiieTok B AaH-
HOM oOpa3iie cocTaBuio 27 KJIETOK Ha 1 MJTH BceX KJIeTOK 00pa3liia 3a BBIUETOM | KJIETKH,
rornasiieit B 061actb R2 B u3oTunmueckoM KOHTPOJIE.

B cnyyae ompeneneHusi cyomomyasiiMii HUPKYIUPYIOLIUX OIYXOJEBBIX KJIETOK MC-
TOJTH30BAJI TPOMHYIO (hIyOpeCLieHTHYIO MeTKY. [1pu 3TOM B maHeNb 06aBISIA MOHO-
KJIOHaJIbHBIE aHTUTeNa K aHTureHam CD95 u HLA-DR.

[Manens MKA nipu onieHKe CyOnomnmyJIsiLiii BBITJIsIAEIA CASTYIOIMM 00pa3oM:

1. IgG1 PerCP

2. CD45 PerCP/IgG1FITC

3. CD45 PerCP/HEA 125 FITC/IgG1 PE

4. CD45 PerCP/HEA 125 FITC/CD95 PE

5. CD45 PerCP/HEA 125 FITC/HLA-DR PE

[Mpu ananu3ze cyOMOMYISIIIMOHHOTO COCTaBa OITYXOJIEBBIX KJIETOK TaKKe HAKaTLTH-
Baau CD45-HeraTuBHble COOBITUSI, Aajiee BbIOMpaIU TedT OMYXOJEBBIX KIIETOK
(R2 Ha puc. 1B), u B 3TOM reiiTe olleHMBaIM NMpolleHTHOoe coaepxanue HLA-DR+
u CD95+ knertok. CienyeT cka3aTh, YTO IPU OI[EHKE TTOIYJISIIIAI BaXXKHO HabpaTh KaKk
MOKHO 0O0JIbIIIe COOBITUI B 001aCTH OMYXOJIEBBIX KJIETOK, YTO BO3MOXHO TOJIBKO MpU
YCJIOBMU OUY€Hb BBICOKO KJIETOUYHOCTH 00pa3lia WK BIPaXX€HHOM METacTaTU4yeCKOM
npolecce.

IMuTomopdoornmyeckoe 1 MIMMYHOJIOTHYECKOE HCCJIeI0BAaHHEe KOCTHOTO MO3ra

KiteTkrt KOCTHOTO MO3Ta TOJTyJaIy TIPH ITyHKIIMH, KOTOPYIO OCYIIECTBIISIA B 00J1aCTH
TpyavHBI (CTepHaJIbHASA MyHKIMsT). O0beM KOCTHOMO3TOBOTO IIYHKTaTa OOBIYHO COCTaB-
qst ot 0,3 mo 0,7 mut (rpu GoJibliieM 00beMe BO3MOXKHO pa3daBiieHre obpasiia nepude-
PUYECKOI KPOBBIO).

Llumomopgonoeuueckoe uccaedosatue.

M3 acrimpara KOCTHOTO MO3Ta cpa3sy Iocjie B3ITUSI TOTOBUIM Ma3Kd OOBIYHBIM CIIOCO-
0O0OM, MPOBOAMIN UX OKpacKy no PomaHoBckomy—I[1M3e U moacueT MUeIorpaMMBbl.

[MpuroroBieHne UTONEHTPUGbYKHBIX IperapaToB, WMMYHOJOTMYeCKass OKpackKa
orcaHbl B ctathsix H.H. Tymmuimeiaa u O.B. KpoxuHoii 1 coaBT. B JaHHOM HOMEpE Xyp-
Hauia. J1is BBISIBJICHUSI OITyXOJIeBbIX KJIeTOK rcnojb3oBaiu MKA KL-1 k maHimTokepa-
TUHaM, J100e3Ho npenocrabieHHbie J. Brochier (France).
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Puc. 1. BoisiBjieHHe HMPKYJIMPYIOIIMX OMYX0JIEBbIX KJIETOK B KDOBH 00JIbHOI PAKOM MOJIOY-
HOIi KeJie3bl METOI0M NMPoTouHOI muToduryopumerpuu. /IBoitHas duryopecueHTHAs MeTKA.

Pic. 1. Detection of circulating tumor cells in blood of a breast cancer patient by flow cyto-
fluorimetry. Double fluorescent label

Cytomorphologic study.

Smear specimens were prepared by standard procedure immediately after bone marrow har-
vesting and stained by Romanovsky-Giemsa technique to analyze the resulting myelogram.

Procedures for preparation and staining of cytocentrifuge specimens are described in
N.N.Tupitsyn and O.V.Krokhina et al. in this issue. MAB KL-1 to pancytokeratins kind-
ly supplied by J.Brochier (France) was used to detect tumor cells.

Tumor cell count per million bone marrow myelokaryocytes was done two times in every
patient. Both single and clustered antigen-positive cells were counted.

Statistical analysis

Patient survival (time to progression and overall survival) parameters were
assessed by Kaplan—Meier techniques, comparison of differences was done using
log rank test.

Chi-squared test with Yates correction for continuity with 2 X 2 contingency tables or
exact Fisher's test for small samples were used in comparison of qualitative variables. 95%
confidence intervals and two-sided p values were calculated in all cases.

RESULTS
Detection of breast cancer micrometastases in peripheral blood by flow cytofluo-
rimetry

We performed 85 immunologic tests in 65 patients to detect CTC.

CTC detection and measurement in peripheral blood were done by flow cytofluorime-
try using MABs to epithelial antigens (MAB Egp34, BerEP4).

Since there are different opinions in the literature on significance of CTC levels in
patient peripheral blood at different stages of systemic treatment and on their relationship
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Honcqu OITYXOJICBBIX KJICTOK ITPOBOJIUJIN HA 1 MIH MUMEJIOKAPUOLIMTOB KOCTHOI'O MO3-
Ta OBaXIbl y KaXXJ10ro 0OJILHOTO. YUUTHIBAIM KaK €AWMHWYHbIE aHTUTCH-TIO3UTUBHBIC
KJIETKHU, TaK 1 KOMIIJICKChI AaHTUTCH-TTO3UTUBHLIX KJICTOK.

CrarucTyeckas 00paGoTKa MOJyYEHHBIX JAHHBIX

BerxuBaeMocTb 60JBbHBIX (BpeMsl 0 MPOrpecCUpOoBaHUs U 00111asi BBKMBAEMOCTh) aHATM-
3MPOBAJIN B COOTBETCTBHE ¢ MeTonoM Karumana-Meiiepa v CpaBHUBAIIH TIO JIOT-PAHT TECTY.

[nsi cpaBHeHMsT KayeCTBEHHBIX MPU3HAKOB HCIONb30BAJCS )2-TECT € TOMPaBKOM
EiiTiia Ha HeTIPepPBIBHOCTD MPH TaOJINIIaX CONMPSDKEHMS 2 X 2 WIK TOUYHBIN Kputepuit du-
1epa py MaJibIX BeIOOpKax. Bo Bcex cityuasx mpumeHsuicst 95% noBepuTebHbIA MHTEP-
BaJl U IBYCTOPOHHUIA P.

PE3YJBTATHI

BrisiBiieHHe MUKPOMETACTA30B PaKa MOJIOYHOI 2KeJie3bl B nepuepruuecKoii Kpo-
BH METOIOM MPOTOYHOI IIUTO(IyOPUMETPUI

C 1uenbio 0OHapyKEeHHS TUPKYIMPYIOLINX OITYXOJEBBIX KJIETOK Y 65 GOJBHBIX BBITTOJ-
HEHO 85 MMMYHOJIOTHYECKHX UCCIeI0BaHWI TIeprudeprdecKoit KpOBH.

BoisiBneHre u ompeneneHUMe KOJIMYECTBA OIMYXOJIEBBIX KIJIETOK B Iepudepuyeckoit
KPOBU TMPOBOAWJIM METOAOM IPOTOYHON LIUTOMETPUM C MCIOJb30BAHMEM MOHOKJIO-
HaJTbHBIX aHTUTEN K anuTenranbHbM antureHaMm (MKA Egp34, BerEP4).

[MockonbKy earHCTBa MHEHII 0 3HAYEHUH KOJIMYECTBA OITyXOJIEBBIX KJIETOK, IIUPKYTHPYIO-
1IMX B Neprdepryeckoit KpoBM OOJIbHBIX Ha Pa3HbIX 3Tarlax CUCTEMHOIO JICUEHUS, U CBSA3U
3TOTO TIOKAa3aTesIsl ¢ U3BECTHBIMU MOP(MOJIOTMUECKUMU, KIIMHUYECKMU W TTPOTHOCTYECKH -
MH XapaKTepPUCTUKAMM PaKa MOJIOUHOM XKeJle3bl B COBPEMEHHOI JIMTEpaType HET, MbI TTOCUH-
TaJIv LeJIeCOO0Pa3HbIM MPOBECTU AETATbHBIN KOJTMUECTBEHHbII aHAIN3 ITOTyYeHHBIX TaHHBIX.

Brina conocraieHa pa3jinyHasi YyBCTBUTEILHOCTb METOIAa UMMYHOIIUTOMIIyopruMeT-
puueckoro BeisBieHus LIOK: 1 xieTka Ha 1 MutH neiikouuToB 1 1 kietka Ha 100 000
JelikouuToB. [Ipu aHamM3e ¢ TOYHOCTHIO 1 KJI€TKa HAa MWJIITMOH JICHKOIIMTOB YacToTa
BoisiBiieHust LIOK cocraBuna 47,6%, a nipu aHaiu3e ¢ To4HocThIo 1 kiaetka Ha 100 000
seiikouuToB yactora BeigBieHus LIOK cocraBuna 41,3%.

JI71s1 TIOBBIIIEHUS] TOYHOCTHA MCCICIOBAHUSI M MCKIIOUEHUSI €IMHUIHBIX CIyJaiiHBIX
COOBITHI1, KOJTMYECTBO AaHTUT€H-TTO3UTHUBHBIX KJIETOK < 10 Ha MUJUIMOH JIEMKOLUTOB ObI-
JIO pelieHo TIPUHUMATh 3a HETaTUBHBIN Pe3yJIBTaT, T.¢. B TPYIITY ITO3UTUBHBIX OOJTBHBIX
OTHOCWJIM TOJIBKO ITAIlIMEHTOB C 3aBEIOMO TMO3WUTHUBHBIM PE3yJIbTaTOM HCCJICIOBaHUS
(6onee 10 HOK Ha 1 MUITMOH JIEMKOILIMTOB).

Yacrota BeisiBieHust LIOK cocraBuna no neuenus 41,3%, a mocne nedenus — 45,5 %.

Y 60IBHBIX MECTHO-PACTIPOCTPAaHEHHBIM PAKOM MOJIOYHOM XXeJIe3bl M Y OOTBHBIX C OT-
JaJIeHHBIMM MeTacTa3aMy LUPKYIUPYIOIIE OIyXOJIeBble KJIETKU T10 JaHHBIM ITPOTOY-
HOM LIMTOMETPUM BBISBIISIIOTCS PUOIN3UTEIBHO ¢ oauHakoBoii yactoroii: LIOK BbIsIB-
JieHBl y 3 3 7 60JbHBIX MECTHO-pacipocTpaHeHHBIM PM2K 'y 21 u3 56 60TbHBIX MeTa-
cratnueckuM PM2K, uro cocraBuiio 42,9% u 41% cOOTBETCTBEHHO.

B Ta611. 1 nokazaHo pacrpeneieHre 60JIbHBIX B 3aBUCMMOCTH OT KOJIMUECTBA BBISIBJICH -
HbIX C TOMOIIIbIO TPEX MOHOKJIOHAJIbHBIX AHTUTE LIMPKYJIUPYIOLIMX OIMyXOJEBbIX KJIETOK.

with established morphological, clinical and prognostic factors of breast cancer, we
believed useful to perform detailed quantitative analysis of data.

Results of CTC immunocytofluorimetry were compared for two levels of sensitivity, i.e.
1 cell per million leukocytes versusl cell per 100,000 leukocytes. Frequency of CTC detec-
tion at a sensitivity 1 cell per million leukocytes was 47.6% versus 41.3% at a sensitivity
level 1 cell per 100,000 leukocytes.

To improve study accuracy and to exclude casual events the number of antigen-positive
cells < 10 per million leukocytes was defined as negative result and the positive group
included only patients with positive tests (more than 10 CTC per million leukocytes).

CTC rates before and after treatment were 41.3% and 45.5% respectively.

Patients with locally advanced breast cancer and those with distant metastases demon-
strated similar rates of CTC detection: 3 of 7 (42.9%) patients with locally advanced dis-
ease and 21 of 56 (41% ) cases with metastatic breast cancer were CTC-positive.

Table 1 shows distribution of cases with respect to number of CTC detected using three
MABs.

Table 1
Quantitative CTC assay in breast cancer patients before systemic treatment
Study groups
(No. of AG-positive BerEP-4+, HEA-125+, KL-1+, For all three antigens
cells per million No. (%), n=32 No. (%), n=21 No. (%), n=10 n=63
leukocytes)
Group 1
(0-10 cells) 18 (56.3) 11 (52.4) 8(80) 37 (58.7)
Group 2
(112100 cells) 8(25) 8(38.1) 2(20) 18 (28.6)
Group 3
(> 100 cells) 6(18.75) 2(9.5) — 8(12.7)

As demonstrated in table 1, most (69.2%) AG-positive patients had moderate CTC lev-
els (11 to 100 CTC per million leukocytes), while 30.8% had more than 100 CTC per mil-
lion leukocytes.

CTC were found most frequently in patients with visceral metastases only (14/27;
51.9%). This patient category presented with higher CTC levels (> 100 per million leuko-
cytes) at the highest frequency (15%). Patients with only bone or both bone and visceral
metastases had CTC in peripheral blood at a similar frequency: 31.3% (5/16) and 30.8%
(4/13) respectively.

In the group with bone marrow involvement CTC were detected in 22.7% (5/22) of
cases versus 44.5% (8/18) in the bone marrow-negative group. However relationship (con-
tingency, chi squared test) of these factors was not statistically significant (p>0.05).

Rate of CTC detection was higher in patients with the presence of at least one steroid
hormone receptor in tumor tissue (ER+ or PR+, n=24) than in those with negative recep-
tor status (ER- and PR-, n=18): 45.8% and 22.2% respectively. However relationship
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Kak BugHo u3 Ta6a. 1 B rpynne Al-no3utuBHbIX 60abHBIX LIOK B GonblIMHCTBE
ciydaeB (69,2%) oOHapyxXHBalTCI B yMepeHHOM KommdecTse (oT 11 mo 100 IIOK Ha
MWIJIMOH JIEUKOLUTOB), a'y 30,8% GonbHbIX BoisBisgeTcs 6oee 100 IIOK Ha MuuinoH
JICUKOLIUTOB.

Tabnuua 1
Kommuectennsiii anamu3 [TOK y 60/1bHbIX PAKOM MOJIOUHOI JKeJie3bl 10 HaYaia CUCTeM-
HOTO JieYeHHUsT

AHanMaupyemsble rpynbi BerEP-4+, HEA-125+, KL-1+, B uenomno 3
(Kon-Bo Al-no3nTUBHBIX KON-BO (%) Kon-go (%) KOJ-BO (%) aHTUureHam
KNEeTOK/MJH NeiKoLMTOB KPOBW) n=32 n=21 n=10 n=63

1 rpynna o, o 0 o
(0-10 kneTox) 18 (56,3%) 11(52,4%) 8 (80%) 37 (58,7%)
2 rpynna o, o 0, o
(11-100 kneToK) 8 (25%) 8(38,1%) 2 (20%) 18 (28,6%)
3 rpynna 6(18,75%) 2(9,5%) — 8(12,7%)

(> 100 kneTok)

Haun6onee yacto LIOK obHapyxuBaiM y 60JBHBIX C METaCTa3aMU TOJIBKO BO BHYTPEH-
Hue opraHbl — 14 u3 27 GonbHbIX (51,9%). Y 3THX Xe GOJbHBIX BHICOKOE COAEPXKAHME
HOK (>100 Ha 1 MJIH JEHKOIIMTOB) OTMEUEHO Hambojiee yacto — B 15% cirydyaes.
B rpyririe 601bHBIX C MeTacTa3aMU TOJBKO B KOCTH U C METacTa3aMy U B KOCTH, U BO BHY-
TperHue opraibl LIOK BbIsiBIeHBI ¢ 0quHaKOBOM yacTotoit — 31,3% (y 5 u3 16 60ib-
HbIX) ¥ 30,8% (y 4 u3 13 GOJNBHBIX) COOTBETCTBEHHO.

Y GOJIBHBIX C HATMYUEM OITyXOJIEBBIX KJIIETOK B KOCTHOM MO3Te 10 JAHHBIM MMMYHOIT -
TOJIOTMYECKOTO ucciaenoBanus yactora BbisBieHus LIOK cocraBuia 22,7% (5 u3 22),
a'y 60JIbHBIX 6€3 MUKPOMETacTa30B B KOCTHOM Mo3re — 44,5% (8 u3 18). OmHako B3auMo-
CB$I13b MEXILY IPM3HAKaMU (COTPSIKEHHOCTb ITPU3HAKOB, % 2) He ObIa CTATUCTUYECKH 3Ha-
yumoii (p > 0,05).

YV 60IbHBIX C HATTMYKUEM XOTSI ObI OTHOTO U3 PELIENTOPOB CTEPOUAHBIX TOPMOHOB B TKa-
Hu onyxonu (PO+ unu PIT+, n = 24) LHOK onpenensuinck vaiie, 4eM y OOJIbHbBIX C OT-
pULATEbHBIM pelienTopHbIM cTaTycoM (PO- u PTI-, n = 18) — 45,8% u 22,2% cootseT-
ctBeHHO. OTHAKO B3aMMOCBSI3b MEXIY MPU3HAKaMU (COMPSKEHHOCTh MPU3HAKOB, )2)
He OblJ1a cTaTUCTUYEeCKU 3Hauumoii (p > 0,11).

V GonbHBIX B TocTMeHomay3e (n = 46) IIOK BoistBistiucsy vaie (47,82%), yeM y 60J1b-
HBIX B npeMeHomnay3se (26,7%, n = 15). BaauMocBsi3b MeXIy pu3HaKaMu (COTPSIKEH -
HOCTb NMPU3HAKOB, )2) cTaTucTUUecKu 3Hayuma (p = 0,045).

Y 60sbHBIX UHPUIBTPaTUBHBIM H07bKOBbIM PM2K 11OK B nepudepuyeckoit KpoBu
OIIpEeIEIISUINCH Yallle, YeM Y OONBHBIX IIPOTOKOBBIM MHGMIsTpatuBHEIM PMXK (69,2%
1 31% cooTBeTCTBeHHO). B3auMoCBsA3b MexXIy MpU3HAKaMU (COTPSIKEHHOCTDb MPU3HA-
KOB, %2) craTucThuyecku 3Hauyuma (p = 0,02).

(contingency, chi squared test) of these factors was not statistically significant (p>0.11).
Postmenopausal women (n=46) had CTC more frequently (47.82%) than pre-
menopausal ones (26.7%, n=15). Relationship (contingency, chi squared test) of these
factors was statistically significant (p=0.045).
Rate of CTC detection in peripheral blood was higher in patients with lobular infiltra-
tive than with ductal infiltrative breast cancer (69.2% and 31% respectively). Relationship
(contingency, chi squared test) of these factors was statistically significant (p=0.02).

Changes in CTC levels in patients with locally advanced and metastatic breast
cancer

Changes in CTC levels were analyzed immunologically in 21 patients (23 tests because two
tests were repeated in 2 patients, i.e. after treatment and at disease progression). In most cases
the tests were performed after completion of systemic treatment. In 2 cases the study was
made due to disease progression. Overall there were 10 (45.5%) CTC-positive cases before
treatment. CTC detection rate after treatment was also 45.5%. This means that tumor cells
continued to circulate in peripheral blood after systemic anticancer treatment in most cases.

Response to anticancer therapy was assessed in 19 of 21 patients. Patterns of changes in
CTC levels (before and after treatment) corresponded to clinical and radiological assess-
ments of disease (CTC level increasing at progression and decreasing at stabilization or par-
tial response against baseline) in 12 (75%) patients with > 10 CTC per million leukocytes.

Table 2 demonstrates CTC counts in breast cancer patients with respect to response.

The effect of circulating tumor cells on prognosis in breast cancer

Time to progression and overall survival were analyzed to find out whether the presence
of CTC influenced prognosis in breast cancer. Mean follow up time was 21.7 months
(range 2 to 51 months). Median overall survival was 20.5 months.

The presence of CTC had no effect on time to progression or overall survival. CTC level
did not influence time to breast cancer progression either. Median survival of patients with
high CTC levels (more than 100 cells/million) was shorter than of those with CTC levels
10-100 cells per million (15 vs 21 months, respectively), though the differences were not
statistically significant.

Patient survival in breast cancer is known to depend upon site of metastasis (visceral or
only bone metastases) and the number of sites involved. We analyzed follow-up outcomes
in patients with different sites of metastasis. The presence of CTC before treatment had no
effect on time to progression (p=0.7) though influenced overall survival (p=0.06) in the
subgroup with bone metastases only (the prognosis being more favorable for patients with
metastatic breast cancer). In this subgroup median overall survival was almost two-fold
shorter than in CTC-free cases. Table 3 demonstrates time to progression and overall sur-
vival for subgroups with different sites of metastasis.

In patients with visceral metastases the presence of CTC in peripheral blood before
treatment had no effect on disease-free interval (p=0.26) or overall survival (p=0.1). One
may propose that it is other known factors, such as metastasis site, receptor status, age, etc.
that may account for poor prognosis.
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Junavuka ITOK y 00JbHBIX MECTHO-PACTIPOCTPAHEHHBIM M THCCEMUHMPOBAH-
HbIM PAKOM MOJIOYHO¥ KeJie3bl.

Nmmynonoruueckoe uccienosanue LIOK B muHaMuke mpoBeneHo 21 6ombHOI (23 ncce-
JOBaHUS, T.K. Y ABYX OOJIbHBIX BBIITOJHEHO 1O 2 MMOBTOPHBIX aHAIM3a: TTOCJE JCYSHMSI M TIPH
MPOrpeccUpoBaHUM 3a00sieBaHus). B OONBIIMHCTBE cilyyaeB aHaIU3 MPOBOAMIM IO 3aBEp-
LIEHWU CUCTEMHOTO JiedeHus1. Y 2 OOJIbHBIX MCCleA0BaHKe ObLIO MPOBEACHO B CBS3U C TPO-
rpeccupoBaHueM 3aboneBanus. 11OK-1o3uTuBHBIE CiTy9an 10 Je4eHHs COCTaBMIM BO BCeil
rpymie 45,5% (n=10). Yacrora BoisiBinenus LIOK mociie neyeHus takxe cocrasiia 45,5%.

Takum obOpa3oM, y Oosibllieii YacTh OOJIbHBIX MOCJIE TTPOBEASHUS CUCTEMHOTO TTPOTH-
BOOITYyXOJICBOTO JIEYCHHUS B eprhepuIeCcKOii KpOBU MPOAOKAIA HUPKYJIUPOBAThH OITy-
XOJIEBBIE KIICTKH.

[IpotuBoomnyxoneBwlil a3hdekT Tepanuu 6611 olieHeH Y 19 60abHBIX U3 21. Y 12 60sb-
HbIX (75%) ¢ Hammuuewm = 10 LIOK Ha 106 1efiKOIIMTOB TMHAMKMKA KOJIMYECTBA OIyXO0JIe-
BBIX KJIETOK (IO M TIOCJIC JICUCHUST) COBIaAaa ¢ KIMHUYECKON U PEHTICHOJIOTUIECKOM
OLIEHKOM COCTOSIHUS OOJIE3HM: T.e. MIPU MPOTPecCUPOBAaHUM 3a00JIeBaHUSI KOJUYECTBO
LHOK Bo3pacrano, a mpu crabuau3alyy 3a0oeBaHUs WM YaCTUYHOM perpeccuu —
CHIKAJIOCH TT0 CPaBHEHMIO C HAYaJIbHBIM YPOBHEM.

B 1a6:. 2 orpaxeno koianuyectBo LIOK y 60JIbHBIX paKOM MOJIOYHOM XKeJIe3bl 10 U MOC-
Jie JiedeHusl, a Takxke 3¢ deKT JeueHus, OUeHEHHbII MO KIMHUYECKUM U PEHTI€HOJOTH-
YECKUM JaHHBIM.

BimsiHne nupKyJIMpyOIMX oNMyXoJeBbIX KJIeToK Ha mporao3 PIVI2ZK

JInst Toro 4ToOBl OLIEHUTH, BIMsIeT U oOHapyxkeHue LIOK mo neyeHus Ha mporHos
y OOJIbHBIX pacIpOCTPAaHEHHBIM PAKOM MOJIOYHOM KeJIe3bl, ObUIM M3YYEeHBI BPeMs 10
MPOrpecCUpPOBaHUS U 00111asl TPOJOJIKUTEIBHOCTD KU3HU OOJIbHBIX.

CpenHuit iepyuo HaOMIOACHUS 3a XKUBYIIUMU OOJIbHBIMU cocTaBui 21,7 mec. (OT 2 10
51 mec.). Menuana o611eli TPOIOKUTEILHOCTH KU3HU cocTaBmia 20,5 mec.

Hamnune LHOK He BIMsIO HAa POIOJIKUTENBHOCTh BPEMEHM 10 MTPOTPECCUPOBAHUS
U 00IIYI0 MPOAOKUTEBHOCTD XU3HU 601bHbIX. KonnuecTBo LIOK Takke He Bausiio
Ha JUTUTEJIbHOCTh Mepuoa 0 MPOTrpecCUpoOBaHUs paka MOJIOYHOM Xese3bl. MeauaHa
00111eil TTPOIOIKUTEILHOCTH KU3HU OOJMBHBIX ¢ BBICOKMM ypoBHeM LIOK (6omee 100
KJIETOK/MJIH) Oblja MeHbIIel, yeM B caydasax Hammumst 10—100 LIOK (15 u 21 mec. co-
OTBETCTBEHHO), OHAKO Pa3JIMIMSI CTATUCTUYECKHU HE JOCTOBEPHEI.

Kak n3BecTHO, NpoA0KUTETbHOCTD XXU3HU OOJIbHBIX pacripocTpaHeHHbIM PM2K Bo
MHOTOM 3aBHCHT OT JIOKAJIU3aLIMU METACTa30B (BUCLIEpaTbHbIE UM TOJIBKO KOCTHBIE Me-
TacTasbl), a TAKXKE OT KOJIMYECTBA 30H MOpaXxeHus. bbuin mpoaHaau3MpoBaHbl OTAAJIEH-
HBIE Pe3yJIBTAaThI JICYSHUST B IIOATPYITITaX OOJBHBIX C PAa3TMIHOM JIOKATU3aIeil MeTacTa-
30B. Okazanock, yto Hanuuue LIOK mo JedyeHnss He 0Ka3bIBajIo BAUSHUS Ha TTPOIOJIKM -
TeJIbHOCTb BpeMEHU 110 TTporpeccupoBanus (p = 0,7), HO BIMSUIIO Ha OOIIYIO MPOIOIKU-
TebHOCT XU3HU (p = 0,06) TOIBKO B MOATPYIINE GOJBHBIX C METACTATUYECKUM ITOpa-
JKEHHEM KOocTeil (¢ HanboJjiee GJIarOnpUsITHBIM IIPOTHO30M B TPYIIIEe OOJBHBIX C TUCCE-
MUHKMPOBaHHBIM PM2K). ¥V aTHx 601bHBIX MeaMaHa 00IIeH TPOIOKUTEIbHOCTH XXKU3HU
ObLTa MOYTHU B 2 pa3a HUXe, 4yeM y 00JbHbIX ¢ oTcyTcTBUeM LIOK. Pe3ynbraTsl aHanu3a

Table 2
Changes in CTC related to treatment efficasy

No. CTC number before CTC number after Changes in CTC Response
treatment treatment

1 10 2 1 SD

2 3 104 T CR

3 37 500 T sD

4 20 2 { SD

5 56 7 { SD

6 7 4* = CR

7 0 48 T PD

8 0 0o* = PR

9 418 204 { SD

10 21 10 1 PR

11 234 50 { SD

12 167 0 3 PR

13 7 27 T PR

14 0 5* = SD

15 0 8* = sD

16 0 409 T PD

CR, PR, complete or partial response; SD, stable disease; PD, progressive disease. Changes less than 10 CTC per million leukocytes

were defined as no changes (=).

Table 3
Time to progression and overall survival in patients with different sites of metastasis with
respect to CTC status before and after treatment

Metastasis site CTC status Median TTP, Pvalue Median OS, Pvalue
months months

+ 7 1
Bone only P>0.05 P=0.06
(n=14) - 8 215

+ 6.5 155
Both bone and P>0.05 P>0.05

i I (n=13 ) :

visceral (n ) _ 5 13

+ 8 27
Visceral only P=0.26 P=0.1
(n=27) _ 75 ’ 13.5 '

To perform analysis of overall survival and time to progression with respect to the pres-
ence of CTC after systemic treatment, we divided the patients into two groups (due to few
cases to be analyzed), i.e. CTC-positive (more than 10 CTC per million leukocytes) and
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Tabauua 2
Junamuka koamdectBa IIOK y 60/1bHBIX paKOM MOJIOYHO¥ 2KeJie3bl B COMOCTABIIEHHH C Jie-
4e0HbIM 3heKTOM

NN nn Kon-so LIOK Kon-so LIOK HAunHamuka LOK SdbdekT neveHns
[0 nevyeHns nocne neyeHns

1. 10 2 1 Cc3

2. 3 104 T ne

3. 37 500 T Cc3

4. 20 2 1 Cc3

5. 56 7 l Cc3

6. 7 4* = ne

7. 0 48 T n3

8. 0 0* = 4P

9. 418 204 1 Cc3

10. 21 10 l 4P

11. 234 50 l Cc3

12. 167 0 l 4P

13. 7 27 T 4P

14. 0 5* = Cc3

15. 0 8* = Cc3

16. 0 409 T n3

MNP, YP — nonHasa unm vyactnyHas perpeccusi, C3 — crabunusauus, M3 — nporpeccupoBaxue 3abonesanus. Konebanvsa B

npenenax meHee 10 LLOK Ha 1MnH nekoumToB pacLeHeHbl kak otcytetaue LIOK (=).

BPEMEHU 10 TIPOTPECCUPOBAHMS 1 OO MPONOKUTETHHOCTH KU3HU B TPYIITIaX 00JTb-
HBIX C pa3IMYHON JIOKaTM3alieil MeTacTa3oB MpeacTaBaeHbl B Ta0. 3.

Y GosbHBIX ¢ MeTacTa3aMu Bo BHyTpeHHMe opraHbl LIOK B nmepudepuyeckoii KpoBu
10 JIeYeHVST He OKa3bIBAJIM BIIMSTHUS Ha TIPOJOJKUATEIEHOCTD O€3peIIMANBHOTO MHTEPBa-
1a (p = 0,26) 1 001LIYIO IPOAOKUTENBHOCTD XKu3Hu (p = 0,1). Bunumo, B 310l rpyrme
OGOJIbHBIX BIMSTHUE HA HEOJArOMPUSITHBINM MPOTHO3 OKA3bIBAIOT APYTUe U3BECTHBIE (haK-
TOPBI (JIOKaIU3alus METacTa3oB, PELIENTOPHbIN CTaTyC, BO3PACT U T.1).

[pu uzyyeHuun oOIIIell MPOJOIKUTEIHPHOCTY XU3HU M BPEMEHU IO TIPOTPECCUPOBA-
Hus B 3aBrcuMocTy oT Hanuuus LIOK mociie cucteMHOro jiedeHus: BBUAY MaJIOTO KOJTU-
yecTBa 0OJIbHBIX BCs Ipynma Oblia noneneHa Ha 2 noarpynisl: LIOK-no3utusHyto (60-
nee 10 LIOK Ha mummon setikorntoB kpoBu) u LIOK-HeratuBHyto. OKa3anock, 4To
MearaHa BpeMeHHU 10 TiporpeccupoBaHus B LIOK-HeratuBHOI rpymie mocjie mposene-
HMSI CUCTEMHOTO JieueHus Oblia B 2 pa3a Belie, yeM B LIOK-mo3utrBHOI rpynme nocie
JledeHus (pa3nuyusl CTaTUCTUYECKUA HeJOCTOBepHbI, p = 0,31).

Y 6onbHBbIX U3 LIOK-HeraTuBHOI TPYIIITBI OTMEYEHBI TAKKE TTPEUMYIIECTBA B OOIIEH
MPOAOKUTEIbHOCTHY KU3HU (pa3anuyus CTaTUCTUYECKU HenocToBepHHI, p = 0,89). Ilo-
JlydeHHbI€ Pe3yJIbTaThl OTPaXeHbI B TabJI. 4.

C 1ebio OTBETa Ha BOTIPOC, BO3MOXKEH JIM MOHUTOPUHT 3¢(HEKTUBHOCTH XMUMUO,/TOP-
MOHOTEpAIuM C MTOMOIIbIO KonuecTBeHHOro aHanu3a LIOK, Mbl olieHWIN pe3yabTaThl
JieyeHus1 OOJbHBIX B 3aBUcUMOCTH OT AMHaMuku LIOK no u nocie sedeHus.

CTC-negative. Median time to progression in the CTC-negative group appeared to be
two-fold longer than in the CTC-positive group after treatment (the differences were not
statistically significant, p=0.13).

The CTC-negative group also had an overall survival benefit (the differences were not
statistically significant, p=0.89). These results are shown in table 4.

Table 4
Time to progression and overall survival in patients with advanced breast cancer with
respect to CTC status after systemic treatment

CTC-negative group CTC-positive group
Median time to progression,
months (nl?Z) (11158) p=0.31
(n=20)
Median overall survival,
months (53152) (1n7:.£?) p=0.89
(n=20)

To find out whether CTC level may be used in monitoring of response to chemo/hor-
monotherapy we analyzed treatment outcomes with respect to changes in CTC levels
before and after treatment.

The changes in CTC levels were analyzed in 19 patients, survival was assessed in 16
cases.

Patients with decrease in CTC number after treatment demonstrated a benefit in time to
progression (p=0.0126, log-rank test) as compared to those with CTC number increasing
or stable.

Neither increase nor decrease in CTC levels had effect on overall survival.

Immunologic detection of epithelial cells in bone marrow

We made 53 immunologic tests on bone marrow puncture specimens from 42 breast
cancer patients. Study of bone marrow was performed by fluorescent microscopy
using MAB to pancytokeratins KL-1. Myelograms were also counted in the smear
specimens.

Single tumor cells were present in 26 of 53 (49%) tests. Number of epithelial cells
detected by immunocytology varied from 1 to 464 per million myeolokaryocytes: 1 to 10
cells were detected in 70.4% (19/26), 11 to 100 cells in 15.4% (4) and more than 100 cells
in 11.5% (3) of positive tests. Standard cytology tests discovered bone marrow metastases
in 5 patients with metastatic breast cancer (11.9%).

In the group with metastatic breast cancer (group 1) immunologic study of bone mar-
row before treatment was performed in 36 cases. KL-1-positive cells were found in 21
(58.7%) cases: 1 to 10 cells were detected in 16, 11 to 100 cells in 4 and more than 100 cells
in 2 cases.
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Tabnauma 3
TBpeMs 10 NpoOrpecCUPOBAHKUS U 00LIAS MPOJOIKMTEIBHOCTD JKHU3HUA OOJIBHBIX C Pa3HOI
JIOKAJIM3a1ieil MeTACTA30B B 3aBUCUMOCTH OT Hammuust wim otcyrcrusa LIOK no aeuennst

Jlokanuzauus Hanuave LIOK Mepnana BAM, P-value Mepawnana OB, P-value
MeTacTasoB mec. Mec.
MeTacTasbl TOfIbKO B + 7 1
KOCTH, P >0,05 P=0,06
(n=14) - 8 21,5
MeTacTasbl B KOCTU 1 + 6,5 15,5
BHYTPEHHWE OpraHbl, P>0,05 P>0,05
(n=13) - 5 13

. s 27
MeTacTasbl TOJIbko BO
BHYTPEHHWE OpraHsbl, P=0,26 P=0,1
(n=27) -

75 13,5

Junnamuka konndecta LIOK oneneHa y 19 60gbHBIX, Y 16 M3 HUX OLIEHEHBI TTOKa3a-
TEJIM BBDKMBAEMOCTH.

Y 6osbHBIX co cHIKeHueM KoamdectBa LIOK mociie eyeHust oTMevaroTcs mperumyliec-
TBa B IIPOJOJIKUTEILHOCTH BpeMeHH 10 IporpeccupoBanus (p = 0,0126, Log-rank test) me-
pen 60JIBHBIMU, Y KOTOPBIX KonmdyecTBo LIOK HapacTano wim octaBaioch HEU3MEHHBIM.

Ha oO01iy0 mpomoKUTEIbHOCTh XU3HU CHYDKEHME WM TOBBIIIEHHE KOJMYeCTBa
LIOK nocne neyeHus He BIUSIO.

NMmyHoJormyecKas AeTeKIys SNUTeTMATbHbIX KJIETOK B KOCTHOM MO3re

B pamkax JaHHOTO KUCCIIEOBAHMS BBITIOJTHEHO 53 UMMYHOLIMTONIOTHYECKUX UCCIIEN0-
BaHUS MYHKTATOB KOCTHOTO Mo3ra y 42 GOJBHBIX PAKOM MOJIOYHOM Xese3bl. KoCTHBINM
MO3T UCCIIEIOBATT UMMYHOILIMTOJIOTUIECKUM METOIOM (DITyOpeCcIIeHTHOI MUKPOCKOTTUN
¢ nmomompbio MKA k mannurokepatuHam KL-1. OmHOBpeMeHHO B IOTyYEeHHBIX Ma3Kax
KOCTHOTO MO3Ta IPOU3BOJUIICS TIOACYET MUETOTPAMMBI.

EnvHUYHBIE OMyX0JIeBbIe KJIETKU 0OHAPYKeHBI B 26 peakuusix u3 53 (49%). Konuyect-
BO BIMUTENUATBHBIX KJIETOK, OMPeaeIsieMbIX MMMYHOLIUTOIOTMYECKH, BAPBUPOBAIIO OT 1

Tab6nuua 4
Bpems 10 nporpeccupoBaHus 1 001ast MPOIOKHTEBHOCTD JKIU3HH 00JIbHBIX PacIpoOCTpa-
HeHHbiM PMUK B 3aBucumoctu ot Hammuusa [LOK nociie npoBenenusi CHCTEMHOIO JiedeHUs

LIOK-HeraTusHas rpynna

LIOK-no3uTueHas rpynna

MeavaHa BpeMeHn no

nNporpeccrpoBaHunsi, Mec. (n 151 2) (n7;58) P=0,31
(n=20)

MegamaHa Bb>KMBaeMoCTH, 23,5 17,5 P=0.89
mec. (n = 20) (n=12) (n=8) '

[N

© o =

no proaression

o

—— + HapacTaHue LLOK/ CTC increasing

o
Moo v hu o N ®
-

KyMyﬂﬂTVIBHaﬂ BEPOATHOCTb OTCYTCTBUA
nporpeccuposaxus/ Cumulative probability of

+

cHuxenune LIOK/ CTC decreasing

0 10 20 30 40 50

Bpemsi 10 nporpeccupoBaxuns (Mec)/ time to
progression (months)

Puc. 2. Bpems 1o nporpeccupoBanus y 60;bHbIX PMZK B 3aBUCMMOCTH OT CHUZKEHUS HJIH
nosbimenus yposusa [LOK nocie npoBeaeHusi poTUBOOMYX0JIEBO# Tepanumu.

Pic. 2. Time to progression in breast cancer patients with respect to CTC level increasing
or decreasing after antitumor therapy

In the group with locally advanced breast cancer (group 2) immunologic study of bone
marrow before treatment was performed in 6 cases. KL-1-positive cells were found in 2
patients (33.3%). One patient had 12 tumor cells and the other had 1 tumor cell per mil-
lion bone marrow cells. Cytologic study failed to detect bone marrow disease in these
patients. Immunologic study after treatment (6 courses of FAC and mastectomy) was per-
formed in both patients, and both had negative tests.

Frequency of bone marrow involvement did not depend on site of distant metastasis and
was 63.6% in cases with only visceral metastases and 61.5% in cases with only bone metas-
tases. Most patients presented with 1 to 10 tumor cells.

Immunologic study of bone marrow after treatment was performed in 11 cases. Single
tumor cells were found in 27.3% of cases (3 patients). Table 5 demonstrates changes in
tumor cell levels in bone marrow.

As seen, all patients with response (complete or partial) and stable disease had the num-
ber of antigen-positive cells in bone marrow decreasing or remaining the same, i.e. corre-
sponded to objective response.

Table 6 shows time to progression and overall survival in groups with/without bone mar-
row involvement by immunocytologic study and in the group with cytologically verified
bone marrow metastases. Overall survival was assessed in 39 patients (33 with stage [V and
6 with stage IIB disease); time to progression was measured in 37 patients (31 with
metastatic and 6 with locally advanced breast cancer).

As seen, time to progression and overall survival were similar in patients with and with-
out bone marrow micrometastases by immunocytology. Although there was a benefit in
these parameters in micrometastasis-free group as compared to the group with cytologi-
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110 464 Ha MIJUTMOH MUEIOKaproLMTOB: OT 1 10 10 Ki1eTok o0HapyxeHo B 70,4% 1MO3UTHUB-
HbIX peakimii (19 u3 26), ot 11 1o 100 kireTok — B 15,4% (4), 6onee 100 knerok — B 11,5 %
(3). Ilpu cTaHAAPTHOM ITUTOIOTUYECKOM MCCIIEIOBAHUN METACTa3bl B KOCTHBINM MO3T ObI-
JIY BBISIBIICHBI Y 5 GOJIbHBIX IMCCEMUHUPOBAHHBIM paKOM MOJIOUHOI xene3bl (11,9%).

B rpymnne 6oibHBIX METaCTaTMUECKUM PaKOM MOJIOUYHOM XKeje3bl (Tpyrma 1) *MMyHOJ0-
TMYeCKOe MCCIIe0BaHe KOCTHOTO MO3Ta JI0 Havasia JiedeHus poBeaeHo 36 6opHbM. K-
1-1O3UTUBHEIE KJIETKH Y STHX ITALMEHTOB ObUTM 00HApYXeHb! y 21 6osbHoi (58,7%): ot 1 1o
10 omyxoJieBbIX KJIETKH BoIsIBIIEHO Y 16, oT 11 10 100 kiteTok — y 4, 6osiee 100 kneTok — y 2.

B rpynne 601bHBIX MECTHO-PACITPOCTPAHEHHBIM PAKOM MOJIOYHOM KeJie3bl (Tpyra 2)
MMMYHOJIOTHYECKOE UCCIeJOBaHWEe KOCTHOTO MO3ra 0 Hayaja JIeYeHHUsl MPOBeleHO 6
60/1bHbIM, KL-1-1103uTHBHBIE KJIETKK O0OHApYyKeHbI Y 2 60J1bHbIX (33,3%). B omHOM ciy-
yae ObUT0 0OHapyXeHO 12 OIMyXoJIeBbIX KJIETOK Ha | MUJUIMOH KJIETOK KOCTHOTO MO3ra,
B IpyroM ciaydae — 1 kieTka. [1py mUToIorndyeckom rcciaenoBaHUM MeTacTa3oB B KOCT-
HBIIA MO3T Yy 9THX 00JbHBIX He BoisiBieHO. [locie neuenus (6 kypcoB FAC u PMD) um-
MYHOJIOTMYECKOE HMCCeloBaHWEe KOCTHOTO MO3ra ObLUIO MPOBEAEHO 00eUM 3TUM 00Jb-
HBIM — ONYXOJIEBBIX KJIETOK OOHAPYKEHO He ObLIO.

YacroTa BBISIBIEHUSI MUKPOMETACTa30B B KOCTHBIN MO3T He 3aBHCea OT JIOKATU3AIUU
OTJAJIEHHBIX METACTA30B: Y OOJIbHBIX C METACTa3aMU TOJbKO BO BHYTPEHHME OPraHbl OHA
coctaBwia 63,6%, a y GOJIbHBIX ¢ MeTacTa3aMU TOJbKO B KOCTH — 61,5%. Y GOJIbIIMH-
cTBa OOJIbHBIX BBISBISUIOCH OT 1 10 10 omyXoJieBbIX KJIETOK.

NmmyHonmornveckoe mccienoBaHre KOCTHOTO MO3Ta MOC/e OKOHYaHUSI CUCTEMHOTO
JieyeHus: mnpoBeneHo 11 GonbHbIM. ColuTapHbIE OMYXOJEBble KIETKM OOHApYy>KEHBI
B 27,3 % ciydaeB (y 3 601bHBIX). JIMHAMUKa COIEepKaHUS OITyXOJIEBbIX KJIETOK B KOCT-
HOM MO3re oTpaxeHa B Ta0JI. 5.

M3 Tabn.5 BuaHO, YTO y BCeX OOJBbHBIX MPU 3(POEKTUBHOM JIeUEHUM (YacTUUHAS
WJIM TIOJTHAs PErPeCcCHst OMYXOJIH), a TakKKe TIPU CTaOMIIM3aly 3a00JIeBaHUS KOJIUJe-
CTBO QHTUTEH-TIO3UTUBHBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3T€ YMEHBIIUIOCH WA OCTAJIIOCH
HEU3MEHEHHBIM, T.€. COBIANAJIO C OLIEHKOU 3¢ deKTa IeueHUSI C TOMOIIBIO0 O0BEKTUB-
HBIX METO/IOB.

B Ta6s. 6 oTpaxeHbl pe3yJIbTaThl aHAIM3a BPEMEHU [0 MPOTPECCUPOBAHUS U OOIIIEH
TIPOIOJIKUTETHHOCTH KU3HU B TPYTIIax OONBHBIX ¢ (0€3) MUKpOMeTacTa3aMy B KOCTHBIN
MO3T 10 TAHHBIM UMMYHOLIMTOJIOTMYECKOTO UCCIIEIOBAHMUSI, a TAKXKE B IPYIINE OOIbHBIX
C LIMTOJIOTUYECKU BEepU(PUIIMPOBAHHBIMU MeTacTa3aMu B KOCTHbI Mo3r. OO1ias npo-
TOJKUTETBHOCTh KU3HU Bcero olieHeHa y 39 GombHbIX (y 33 6ombHBIX — IV cTamus
PMX, y 6 — IIIB); BpeMms 10 miporpeccupoBaHusi OLieHeHO Y 37 601bHBIX (y 31 ObLI AKC-
ceMuHMpoBaHHBI PM2K, y 6 601bHBIX — MECTHO-pacrpocTpaHeHHbI PM2K).

M3 1abi1. 6 BUAHO, YTO MPU UMMYHOIIUTOJIOTMUECKOM OOHAPYKCHUN HATMYUS MUK-
pOMETAcTa30B B KOCTHOM MO3Te ITOKa3aTeu BpeMeH! 10 TIPOTPECCUPOBAHUS 1 OOIIEei
MPOIOKATETbHOCTH KU3HU CYIIECTBEHHO HE pa3nyaiCh MEXIy MO3UTUBHON U He-
raTMBHOM TrpynmamMu. MMeIoTcst mpeuMyIecTBa y TPYIIbl O0TbHBIX 6€3 MUKpOMeTa-
CTa30B Mepe TPYNIol ¢ MeTacTa3aMU B KOCTHBII MO3T (0OKa3aHHBIMU ITUTOJIOTUYEC-
KMM METOAOM) — MeAMaHa BpeMEHHU JI0 MPOrpecCUpOBaHUs y HUX Ha 4 Mecsilia 060J1b-
e (p = 0,03), cm. puc. 3.

Table 5
Number of AG-positive cells in bone marrow in breast cancer patients before and after sys-
temic antitumor treatment

Number of tumor cells
221-|ent before attor troatment Treatment type Response
treatment
1. 12 0 After 6 FAC courses CR
2. 0 0 After 6 FAC courses sD
3. 0 0 After 6 FAC courses PR
4. 1 0 After 6 FAC courses and surgery (wide mastectomy) CR
5. 0 0 At 3 months after 6 FAC courses DP
6. 1 0 After 6 FAC courses PR
7. 416 418 At 3.5 months after tamoxifen therapy SD
8. 50 0 After 8 FAC courses PR
9. 2 4 After 5 FAC courses PR
10. 5 5 After 6 FAC courses SD
11. 2 0 After 8 FAC courses PR
Table 6

Time to progression and overall survival with respect to the presence/absence of bone mar-
row involvement by immunocytology and cytology

Patients free from bone
marrow micrometastases
(KL-1 = 0/million)

Patients with bone marrow
micrometastases
(KL-1 > 1/million)

Patients with cytologically
verified bone marrow
metastases

Median time to progression, 11 10.5 7
months (n=17) (n=15) (n=5)
Median overall survival, 19.5 21 11
months (n=17) (n=17) (n=5)

cally verified bone marrow metastases: they had a 4 months longer median time to pro-
gression (p=0.03),pic. 3.

Subpopulations of circulating tumor cell in peripheral blood of breast cancer patients

There is a vast literature on phenotyping of bone marrow micrometastases. Single tumor
cells in bone marrow are shown to express major histocompatibility complex class I anti-
gens, adhesion molecule EpCAM, receptor erb-B2 and transferrin, markers associated
with proliferation (Ki-67, p-120), genes MAGE [8,12,15,16]. Although there are few
reports on characterization of CTC [5].

We studied CTC for expression of major histocompatibility complex (MHC) class 11
(HLA-DR) molecule and CD95 receptor included in cell apoptosis-mediating system
Fas-Fas L in 17 patients. Subpopulations of CTC in peripheral blood in the course of sys-
temic therapy were identified in 6 cases.
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Tabnuua 5
Conepxanue AT'-NO3UTHBHBIX KJIETOK B KOCTHOM Mo3re y 601bHbix PMIK 1o u mocJie cu-
CTEMHOT0 MPOTHBOOIYXO0JIEBOTO JIeUeHUs

Ne nn. Kon-Bo onyxonesbix
KNEeToK
Bupa nevyenus AddekT neveHus
Jo Mocne

neyeHus neyeHns
1. 12 0 Mocne 6 kypcos FAC na
2. 0 0 Mocne 6 kypcos FAC C3
3. 0 0 Mocne 6 kypcoe FAC yp
4. 1 0 Mocne 6 kypcos FAC n onepauun (PM3) ne
5. 0 0 yepes 3 mecsiua nocne 6 kypcos FAC n3
6. 1 0 Mocne 6 kypcoe FAC yp
7. 416 418 Yepes 3,5 mecsiua nocne npvema ramokcudeHa C3
8. 50 0 Mocne 8 kypcoe FAC yp
9. 2 4 Mocne 5 kypcoe FAC 4p
10. 5 5 Mocne 6 kypcos FAC C3
11. 2 0 Mocne 8 kypcoe FAC yp

CyOnomyJIsiuyy OImMyXo0JIE€BbIX KJIETOK, IIMPKYJINPYIOMUX B nepudepnueckoii Kpo-
BH 0OJIbHBIX PAKOM MOJIOYHOIH 2KeJie3bl

Nzyyenuio peHoTHIa MUKPOMETACTa30B KOCTHOM MO3Ie MOCBSILLIEHO MHOXECTBO HCCIIe-
noBaHuil. [TokazaHo, UTO COMIUTAPHBIE OMYXOJIEBbIE KJIETKM B KOCTHOM MO3re 3KCIPEeCcCH-
PYIOT aHTUTEHBI TJIABHOTO KOMILJIEKCA TMICTOCOBMECTUMOCTH | Kitacca, MOJIeKYITbI afre3un
EpCAM, peuenrtops erb-B2 u tpancheppuna, mapkepsl nponudepannu (Ki-67, p-120),
renbl MAGE 8, 12, 15, 16 . Coobmenust o xapakreprctuke LIOK HeMHOTOUMCIeHHHI [S].

B namreit pa6ore LIOK usydueHsr y 17 GOTBHBIX Ha TIpEIMET SKCIIPECCUU MOJIEKYJTBI
raBHOTO KoMIuiekca ructocopmectumoctu (MHC) 11 kmacca — HLA-DR u monexysbt

TaGauma 6

Bpems 10 nporpeccupoBanus 1 001Ias MPOIOKUTEILHOCTD XKu3HK 00bHbIXx PM2K B 3a-

BHCHMOCTH OT BbISIBJIEHUSI MUKPOMETACTA30B B KOCTHBI MO3T 10 JAHHHIM HMMYHOIMTOIOTH-
YeCKOro ¥ UTOJIOTHIECKOTr0 METOI0B HCCJIeI0BAHMIA

BonbHbe 663 BosnbHble ¢ BObHbIE C LUUTONOrUYEeCKn
~ MUKpOMeTacTa3amu B BEPUPMLMPOBAHHBIMN
MUKPOMETACTA30B B KOCTHBIN o .
KOCTHbIt MO3I MeTacTasamm B KOCTHbIi
moar (KL-1=0/mnH)
(KL-1 2 1/mnH) Moar
MegnvaHa Bpemexu 10 1 10,5 7
MpOrpeccrnpoBaHns, Mec. (n=17) (n=15) (n=5)
I’:Aesé,A;H;Miﬁef::ocTM XU3HN 195 21 "
MZC ' (n-17) (n-17) (n=5)

Bpems ons nporpeccupoBaHus/

Time to progression HET MMKPOMEeTacTa3oB B KOCTHOM MO3re

MMMYHOUMUTONOrnyecknin meton,), n=20/

S _ ~™ ' no bone marrow micrometastases
'g _g (immunocytologic test), n=20
£S5
© @
2% MeTacTasbl B KOCTHOM MO3re
X g —e— (UMTONOrM4eckun), n=5/
o 8 | bone marrow metastases (cytologic test), n=5
£ 5 ———-
QO 204 I._I
g Qo L
Sa 101 -9
E c L) L L L L]

0 5 10 15 20 25

Mecsubl/Months

Puc. 3. Bpems 10 nporpeccupoBanusi y 00JIbHbIX C METACTA3aMH B KOCTHBI MO3T, I0Ka-
3aHHBIMH IIUTOJOTHYECKUM METOIOM U Y 00JIbHBIX 0€3 MUKPOMETACTA30B (110 JAHHBIM HMMY -
HOLIMTOJIOTHYECKOTO MCCIEIOBAHNS).

Pic. 3. Time to progression in patients with cytologically verified bone marrow metastases
and micrometastasis-free (by immunocytology) patients

Most patients presented with rather high levels of CTC and only 3 of 17 women had less
than 10 AG+ cells per million, table 7.

Table 7
CTC subpopulations in breast cancer patients before systemic treatment

CTC number per Number of HL_A_-DFH Number of QQ95+
No. million leukocytes % of HLA-DR+ CTC % of CD95+ CTC CTC per million CTC per million
leukocytes leukocytes

1 63 22.0 3.6 14 2
2 30 72.7 0.0 22 0
3 18 26.2 42.2 5 8
4 7 33.0 66.0 2 5
5 76 52.0 0.0 40 0
6 38 5.3 0.0 2 0
7 92 8.1 4.0 8 4
8 5 42.3 0.0 2 0
9 20 54.5 44.0 11 9
10 160 0.0 22.0 0 35
1 4 42.0 0.0 2 0
12 11 81.8 B 9 -

13 23 0.0 3.0 0 1

14 135 0.0 0.0 0 0
15 307 1.4 1.2 35 3
16 13 64.0 22.0 8 3
17 167 23.5 - 39 -
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CD?95, Bxomsiueii B cuctemy Fas-Fas L, onocpenyioliyio KjieTOYHbIi aronTos. Y 6 6071b-
HBIX OIICHWJIN CYOITOIYJISIIIMOHHBIN COCTaB LIMPKYIMPYIOITNX OTTYXOJIEBBIX KJIIETOK ITePH-
(depuuecKoii KpOBU B TMHAMUKE CUCTEMHOM Tepariii.

B GonbIMHCTBE M3YUYEHHBIX CTy9aeB KOJIMUYECTBO LIMPKYJIUPYIOIIMX OITyX0JIEBBIX KiIe-
TOK ObUIO TOCTATOYHO BBIPAKEHHBIM U TOJIBKO Y 3 MAIlMEHTOK U3 17 UX YUCI0 ObLIO Me-
Hee 10 AT'+ xj1eTOK Ha MMJUTMOH OLIEHEHHBIX KJIETOK, Ta0J1.7.

Yacrora skcrpeccun mosiekyinsl HLA-DR na IIOK cocraBuia 82% (y 14 u3 17 6071b-
Hbix). Cpennuii mpoueHt HLA-DR+ IIOK cocraBui 31,6+6,4% npu meauane 26,2%
M 3HAYUTEIBHOM pa3dpoce 3HaueHuit ot 0,0 mo 81,8%.

Yacrora akcnpeccuu Mojiekyisl CD95 Ha LHOK cocraBuna 33%. CpeqHuit mpoLeHT
CD95+ HOK — 14,8+ 5,73%, npu menuane 3,3% u paz6poce 3HadeHuii ot 0 1o 66,0%.
B yeThipex ciyvasx u3 15 (26,6%) akcrpeccust aHTUTeHa Ha TUPKYJIUPYIOIIMX OIyX0JIe-
BBIX KJleTKax cocraBmiia or 20 10 50%, ¥ TOJIBKO B OJHOM CIIy4ae YpPOBEHb SKCIIPECCUU
CD95 Ha omyxoJeBbIx KieTkax mpesbicui 50% (66,0%).

[Mocne mpoBeaeHUs] XMMUOTEPANIUU CYONOMYJISILIMOHHBIA COCTAaB LIMPKYJIMPYIOIIUX
OITYXOJIEBBIX KJIETOK OLIEHWIH Y 6 60IbHBIX. Bo Bcex 6 ciydasix M3yduiIu SKCIIPecCHio Ha
HHOK (HEA-125+) MozexyJsbl T1aBHOTO KoMmILieKca ructocopmectumocTu Il kimacca
(HLA-DR) u peuentopa CD95, ta6u. 8.

Kak BugHo u3 Ta6i. 8, koauuectBo LIOK y maiyeHToOK 1aHHOM IrpyIbl B OOJbIINH-
CTBE CJIy4aeB ObLIO JOCTATOYHO BBIPAKEHHBIM U TpeBbIaso 10 KIeTOK Ha MUJUTMOH

Tabnuua 7
Cyononynsimmu IIOK y 60apHp1x PMK 10 Hauaja CHCTEMHOTO JIeUeHHUs
N | uokm | o | ooe o HLA DA CD98 L0k
NenkoLu,. LLOK/mMnH neiikou,. nenkoLu.
1 63 22,0 3,6 14 2
2 30 72,7 0,0 22 0
3 18 26,2 42,2 5 8
4 7 33,0 66,0 2 5
5 76 52,0 0,0 40 0
6 38 53 0,0 2 0
7 92 8,1 4,0 8 4
8 5 42,3 0,0 2 0
9 20 54,5 44,0 1 9
10 160 0,0 22,0 0 35
11 4 42,0 0,0 2 0
12 1 81,8 - 9
13 23 0,0 3,0 0 1
14 135 0,0 0,0 0 0
15 307 11,4 1,2 35 3
16 13 64,0 22,0 8 3
17 167 235 - 39

HLA-DR expression on CTC was found in 82% (14/17) of patients. Mean percent-
age of HLA-DR+ CTC was 31.6£6.4%, median 26.2% and a rather broad range of 0.0
to 81.8%.

CD95 was expressed on CTC in 33% of patients. Mean percentage of CD95+ CTC was
14.8+5.73%, median 3.3%, range 0.0 to 66.0%. CD95 expression level on CTC was 20 to
50% in 4 of 15 (26.6%) cases and greater than 50% (66.0%) in one case only.

Subpopulations of CTC after chemotherapy were analyzed in 6 patients. Expression of
MHC class II molecule (HLA-DR) and CD95 on CTC (HEA-125+) was studied in all 6
cases, table 8.

Table 8
CTC subpopulations in breast cancer patients after completion of systemic chemotherapy
CTC number Number of HLA-DR+ Number of CD95+
No. 4 per % of HLA-DR+ CTC CTC per million % of CD95+ CTC CTC per million
million leukocytes
leukocytes leukocytes
1 10 44.6 5 1.3 1
2 17 6.0 1 6.0 1
3 27 15.7 4 3.8 1
4 50 3.0 2 0.0 0
5 204 17.0 35 6.9 14
6 409 5.0 21 4.0 16

As seen, patients in this group had rather high CTC levels, i.e. more than 10 cells per
million leukocytes of peripheral blood. Subpopulational composition of CTC was variable,
though there were no cases with greater than 50% antigen expression.

As compared to values before treatment (see table 7), mean percent of CTC with HLA-
DR+HEAI125+ immunophenotype was almost 2-fold lower (15.2%6.33), with much
lower median 10.8% and range 3.0 to 44/6%.

Mean percent of CTC with CD95+HEA125+ immunophenotype was much lower than
before treatment (5.3£1.53). However, median value (5.0%) was similar to that before
treatment. The scatter of values in this group was not great (0.0 to 11.3%).

Interestingly, a large CTC number (in advanced breast cancer) or increase in CTC number
(e.g. at disease progression) were associated with decreasing number of tumor cells expressing
both antigens (HLA-DR and CD95) and predominance of cells free from both antigen
expression. The conclusion may therefore be made that as tumor cells lose antigens HLA-DR
and CD?95 they acquire a greater metastatic potential by becoming "invisible" for immunity
cells (CD4 T-cells) and cannot be killed through CD95-dependent apoptosis mechanisms.

Our data prove important further study of CTC subpopulations to improve our under-
standing of mechanisms of metastasis and drug resistance of malignant tumors.

It is useful to study changes in CTC levels during chemotherapy since, according to our
study, an increase in CTC number on therapy is a statistically significant marker of poor
prognosis.
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JIEUKOUMTOB Tepudepudeckoin KpoBu. CyOomomyIsIIMOHHBINA COCTaB OMYyXOJIEBBIX Kle-
TOK OBIJT pa3HOPOIHBIM, OHAKO CITydaeB 9KCIIPECCUU aHTUTEeHOB Ha 6osiee 50% ormyxo-
JIEBBIX KJIETOK B JAHHOM rpyTiIe OOJIbHBIX HET.

[To cpaBHEHMIO ¢ JAaHHBIMM 110 JedeHus (cM. Tabi. 7) cpennuii mpoueHT LIOK ¢ um-
myHodpeHoTunioMm HLA-DR+HEA125+ 6bi1 npakTuyecku B 2 pa3a HUXE U COCTaBUII
15,246,33. MeauaHa Takke OblIa 3HAYMTEIbHO HUXKe M cocTasisia 10,8 %, npu pas-
6poce 3Hauenuii ot 3,0 mo 44,6%.

Ta6auua 8
Cyonomynsim ITOK 601bab1x PMIK nociie npoBeeHusi CHCTEMHO# XUMHOTEPATAH
Kon-8o Kon-so
Ne Kon-Bo LOK/MnH %% HLA-DR+ %% CD95+
nn newnkou,. HLA-DR+ LIOK LIOK/MAH nefikoLL, CD95+ LJOK LlOlS/MJ'IH
Jienkou,
1 10 44,6 5 11,3 1
2 17 6,0 1 6,0 1
3 27 15,7 4 3,8 1
4 50 3,0 2 0,0 0
5 204 17,0 35 6,9 14
6 409 5,0 21 4,0 16

Cpennuii ipoueHT LIOK ¢ nmmynodenorunom CD95+HEA125+ Gbin Takke 3HAYM-
TeJIbHO HUKE, YeM B IpyIIne OOJbHBIX 10 JieueHus u coctaBuia 5,3+1,53. OnHako Menua-
Ha 3HAYCHUI MPaKTUYECKM He OTIMYaiach OT TAKOBOMU 110 jiedeHust U coctaBuia 5,0%.
Pa30poc 3HaueHMit B JaHHOI rpyIine Obut He3HaunTeabHBIM 0,0—11,3%.

Oo0paluaer Ha cebst BHUMaHKe TOT (hakT, 4To Ipu OoJbiiioM koamdectse LIOK (mipu pac-
npoctpaHeHHOM PM2K) vnu npu yBesimueHuu B nepudepuyeckoit kposu konryectsa LHOK
(HarpyMep, TIPU TIPOTPECCUPOBAHNN 3a00JIEBaHUST) CHIKAETCS TIPOIIEHT OITyXOJIEBBIX KIle-
TOK, aKcnpeccupytomyx 06a antureHa (HLA-DR u CD95), u npeo6nanaot HeraTuBHbIE 10
STUM aHTUT€HaM KJIETKU. DTO MO3BOJISIET CieNaTh MPEATIONOXKEHE O TOM, YTO TIPU yTpaTe
onyxosieBoii kietkoit antureHoB HLA-DR u CD95, oHa mpriobpeTtaeT 60JbIIMii MeTacTaTv-
YEeCKWIA TIOTEHIINA, T.K. CTAHOBUTCS «HEBUINMOI» TSI KIIETOK UMMYHHOI cuctembl (CD4
T-KJ1eTOK) 1 He MOXET ObITh YHUUTOXeHa MexaHu3Mamu CD95-3aBrcMOro anonrosa.

[pencrasieHHBIe B Halllell paboTe MTaHHbBIE CBUAETELCTBYIOT O HEOOXOIMMOCTH TajTh-
HEeWIIero n3y4eHus: CyoromysiMuOHHOTO COCTaBa MUPKYJIUPYIOIINX OIYXOJEeBBIX KIle-
TOK C 1IeJIBIO PACIIMPEHUST 3HAHUI O MeXaHM3MaX METacTa3uPOBAHUS U JIEKAPCTBEHHOU
YCTOMYMBOCTH 3JI0KaY€CTBEHHBIX OITyXOJIEH.

[MepcnieKTUBHBIM TIPENCTABISETCST TAKKe M3YyIeHNe TUHAMUKU COIECPXKAHUS IIUPKY-
JIVPYIOIINX OITYyXOJIEBBIX KJIETOK B TIPOIECCe XUMMOTEPAIUU, TTOCKOJIbKY, TT0 HAIIUM
JaHHbIM, yBeandyeHue cogepxaHusi LIOK Ha ¢oHe JieueHUs ABISIETCS CTATUCTUYECKU
3HAYMMBIM TTPU3HAKOM, CBUIETEILCTBYIOIIMM O HEOIaroNpUsITHOM IIPOTHO3E.

BBIBO/IbI
1. Hupkynupyoiiye B rnepudepruyecKoil KPOBU OITyXOJEBbIE KJIETKU BbISBISIOTCS

CONCLUSIONS

1. Circulating tumor cells are found in peripheral blood of 41.3% of patients with
metastatic breast cancer by expression of membrane panepithelial antigens (Egp34,
BerEp4) with no expression of CD45; they are characterized by low granularity and vari-
ability of size.

2. Circulating tumor cell number may vary from minimal (1 cell per million leukocytes)
to rather large (100 or more cells per million leukocytes).

3. Breast cancer cells circulating in peripheral blood demonstrate heterogeneity by
expression of major histocompatibility complex class I molecules (HLA-DR) and recep-
tor CD95. Large proportions of HLA-DR-negative and CD95-negative cells are found in
most cases which is indicative of their incapability to present tumor-associated peptides to
CD4+ T-lymphocytes and to effect cell death through CD95-mediated apoptosis.

4. The presence of circulating tumor cells in peripheral blood has no effect on disease-
free or overall survival of patients with stage I1I-IV breast cancer.

5. The presence of circulating tumor cells in peripheral blood is not associated directly
with bone marrow micrometastasis as discovered by immunocytology.

6. Bone marrow micrometastases are found before treatment in 54.8% of cases with
stage III-IV breast cancer. The presence of bone marrow micrometastasis at treatment
start does not influence disease-free or overall survival.

7. Changes in circulating tumor cell levels during chemotherapy most often correspond
to clinical disease course. Increase (or no decrease) in circulating tumor cells is associat-
ed with disease progression at a short time after completion of antitumor therapy in spite
of a good (complete or partial) response.

8. Changes in circulating tumor cell levels during chemotherapy is an additional objec-
tive parameter of treatment efficacy. Patients with decreased levels of circulating tumor
cells after polychemotherapy had a significantly longer time to disease progression
(p=0.026) as compared to patients with the number of circulating tumor cells increasing
after treatment.
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y 41,3% GOIbHBIX TMCCEMUHMPOBAHHBIM PAKOM MOJIOYHOM XeJie3bl Ha OCHOBAaHUM Ha-
JIMYYsi MeMOpaHHbBIX MaHaMuUTeIUaIbHbIX aHTUreHoB (Egp34, BerEp4) npu otcyTcTBUM
akcrpeccut CD45; oHU XapakTepu3ylOTcsl HU3KUMU TTOKa3aTesIMUA TPaHyJISIPHOCTU
U TeTEePOTeHHBI TI0 pa3Mepy.

2. KonnuecTBo LMPKYIMPYIOLIMX OMYXOJEBbIX KJIETOK BapbUPYET OT MUHUMAIBHOTO (1
KJIETKa Ha MJIH JIeHKOLIUTOB) 10 BhipaxkeHHoro (100 1 6oiee KJIeTOK Ha MJTH JIEHKOLIUTOB).

3. LHupkynupytoriye B ieprdepraeckoil KpoBY KIIETKU paka MOJIOYHOM KeJle3bl TeTepo-
TeHHBbI TI0 3KCIPECCMM MOJIEKY/l MIABHOTO KoMIUlekca rucrocoBmectumoctu Il kmacca
(HLA-DR) u petieritopa CD95. B 6o/IbIIMHCTBE CiTy4aeB OTMEYAETCs BEIpaKeHHas! IPoIop-
st HLA-DR-neratuBHbIX 1 CD95-HeraTUBHBIX KJIETOK, YTO CBUIETENTLCTBYET O HECTIOCO0-
HOCTH TIPE3eHTUPOBATh OMyXoJje-accounrpoBanHble nentuabl CD4+ T-nmumbounTam u He-
BO3MOXHOCTH peaM3aliM KJeTouHoi ruoenu myreM CD-95-onocpenoBaHHOTO anomnrosa.

4. dakT HATMIKS UPKYIUPYIOIINX OTYXOJIEeBBIX KJIETOK B IeprdepruIecKoil KpoBU
He BJIMSIET Ha MPOAOJIKUTENIbHOCTh MHTEpBaia 6€3 MPOrpecCUpOBaHUs W OOIIYIO TIPO-
JIOJKUTEIbHOCTD XKU3HU OOJIbHBIX pakKoM MoJiouHo xene3bl I11-1V ctaguii.

5. OGHapyXeHUe KJIETOK paka MOJIOUHOM keJie3bl B epudepruyecKoii KpoBU OOJIbHbBIX
He UMEEeT MPSIMOI acCOIMAalliY C HATMINEeM MUKPOMETACTa30B B KOCTHOM MO3Te, BBISIB-
JISIEMBIX UMMYHOLIUTOJIOTUYECKUM METOIOM.

6. MukpoMeTacTa3bl B KOCTHOM MO3re 10 JiedeHusT oOHapyxkuBaioTcs B 54,8% ciyda-
€B paka MoJiouHoii xxene3bl [1I-1V ctanuit. Hannyue Mmukpomeracta3oB B KOCTHOM MO3-
re OOJIBHBIX HA MOMEHT Hadvajia JIeUeHUs He BIMSIET Ha MPOIOJIKUTEIbHOCTh Oe3peru-
JVMBHOTO MHTEPBaia U OOLIYIO MPOIOJIKUTEIBbHOCTD XXU3HU B 3TOM TPYyIIe OOJbHBIX.

7. AHaMKKa COIepXKaHMsl IMPKYIUPYIONTUX OITYXOJIEBBIX KJIETOK B IIPOIIECCE XUMUO-
Tepanuu, Jalie BCero, COBMANAeT C KIMHUIECKOU OIeHKOU 3((PEeKTUBHOCTH JICUEHUSI.
B ciyyasix HapacTaHust (MM OTCYTCTBUSI CHUXKEHUST) KOJIMYECTBA LIMPKYIUPYIOIIUX OITy-
XOJIEBBIX KJIETOK, HECMOTPSI Ha XOPOIIMI KIMHUYECKUI 3P deKT (MoHasT MM YacTHY -
Hasl perpeccusI OITyXO0JIN) OTMEYaAJIOCh TIPOTPeccCpoBaHe 3a00JIeBaHUSI B KOPOTKHUE CPO-
KU TIOCJTIe OKOHYAHUSI IIPOTUBOOITYXOJIEBO Teparuu.

8. InHaMuKa cofepXaHusl LIMPKYJIMPYIOLIMX OIMyXOJIEBbIX KJIETOK B MPOLIECCE XMMUOTE-
parmu SIBISIETCST TOTIOTHUTETBHBIM, OOBEKTUBHBIM KpUTepreM 3(hdOEKTUBHOCTU JICUCHUS.
Y GONBHBIX CO CHIKEHUEM KOJTMYECTBA IIUPKYIMPYIONINX OIMyXOJIEBBIX KJIETOK TIOCIIE TTPO-
BeleHUs MOMUXVUMUOTEPAnK, HaOMIONAeTCsl JOCTOBEPHO OoJiee UTMTENbHAsT MPONOIKHU-
TeJILHOCTh MHTepBaia 6€3 IMPOrpecCUPOBaHMS TT0 CPABHEHUIO C GOJTBHBIMU, Y KOTOPBIX B IH-
HaMKKe OTMEYaJIOCh MOBBILIEHNE YPOBHSI LIMPKY/IMPYIOIINX OMYyXOJIEBbIX KJIETOK, p = 0,026.
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INDIVICON — IIOJAXO/J K
CTAHJIAPTU3NPOBAHHOMN
VHJINBUIYAIN3UPOBAHHOM
KOMILIEMEHTAPHOM OHKOJIOTUU

INDIVICON, Tepmanus

PE3IOME

[ns1 perieHus1 BOMPOCOB YIITYOJEHHBIX MCCIeI0BAaHUIA, BBIXOASIIMX 32 PAMKHU CTaH-
JAPTHOTO 00CIe0BaHUsI OHKOJOTMYECKUX OOJIbHbBIX, B [epMaHUM BEeAYIIMMU YYEHBIMU
co3naHa HekomMepueckas accounanus INDIVICON (MHauBHoyaIn3nupoBaHHAsT KOM-
TJIeMEeHTapHasi OHKOJIOTHSI). ACCOLIMALIMSI PelllaeT BOMIPOCHI OMpPeNeIeHIs] MUKPOMEeTa-
CTa30B U LMPKYJIMPYIOIIHUX OMYyXOJIEBbIX KIETOK, OLIEHUBAET MPOMWIN TEHHOI IKCIpec-
CHM KJIETOK MEPBUYHON OMYXOJUM U MUKPOMETACTA30B, YCTAHABIUBAET HE TOJIBKO (PakT
HaJM4¥sl, HO U aKTUBHOCTH PELENITOPOB MOJOBBIX TOPMOHOB KJIETOK paka MOJIOYHOU
xene3bl. Ha 9Toll ocHOBe Beayllve CrelaliCThl-OHKOIOTY Jal0T PeKOMEHAALMY T1a-
LIMEHTY N0 HanboJjiee MpUeMJIEMBbIM CXeMaM MPOIOKEHHUS JIEUEHNSI, BKIIIOYasi UMMYHO-
Tepanuio. B cTtatbe peacTaBiIeHb! KOHKPETHBIE TIPUMEPHI IS TETbHOCTU ACCOIIAALIAM.

KimoueBble ¢JI0Ba: 11cceMUHUPOBAaHHBIE OMMYXOJIEBBIE KJIETKH, METACTA3bI, IMMYHO-
teparnust, INDIVICON.

OcHoBanHast B 2006 . AccouMaliust MHIMBUIYaTU3MPOBAHHON KOMITJIEeMEHTapHOM
onkosiorun (INDIVICON) sBisieTcst HEKOMMEPYECKOM OpraHu3alueii, 1ejlb KOTOo-
poil — BHEIpEeHUE HOBBIX CPEICTB TMATHOCTUKY U JIeUeHUS B JOTIOJIHEHUE K CyIllec-
TBYIOIIMM MeTonaM. B ocHOBe uaeu pazpabOTK1 HOBBIX U TOMOJHUTEIbHBIX METOIOB
B 3TOI 00JIaCTH JIEKUT BO3MOXHOCTD MOBbILIEHUS 3hdeKTuBHOCTU Oosiee nudde-
PEeHLUPOBAHHOM AMATHOCTUKYU U, KaK CJIEICTBUE, MONYyYeHUs NHTEHCU(DULIUPOBAH-
HOTr0 KOMILJIEeMEHTapHOro JieueHus misi MHOTUX 00abHBIX. INDIVICON Ttakxke cra-
BUT Iepe co00ii 3a7a4y BOCIIOJIHUTD MPOOEIbl, CYIIECTBYIOIIME B IEYUEHUU OHKOJIO-
TUYECKUX OOJNIbHBIX, HAIPUMEDP, TAKUX KaK BBISIBIEHNE MHUKPOMETAcTa30B, YTOOBI
TOBBICUTh YBEPEHHOCTb U 0€30MacHOCTb MAl[MEHTOB MOCJE yHaJeHUsl MEepBUYHOU
OITyXOJIU.

B cratbe mipencraBieHsl pasnuyHbie obnactu aeareabHocTH INDIVICON, a tak-
Ke rmokasaHo Ha nmpumMepax, ueM noaxon INDIVICON ornnyaercst OT COBpeMeHHOM
MPaKTUKMU.

UDC: 616-006033.2:61537

U.Vogt, B.Brandt, R.Krieg

INDIVICON, AN APPROACH TO "HIGH-QUALITY"
INDIVIDUALIZED COMPLEMENTARY
ONCOLOGY

INDIVICON, Germany

ABSTRACT

INDIVICON, the Association for Individualised Complementary Oncology is intro-
duced in this article. Apart from an overview of the association itself examples for new
approaches in the field of oncology are given. The latter are meant to show how the INDI-
VICON-approach is different from traditional diagnoses and therapies and has the aim to
demonstrate the benefit this approach means for patients and practitioners.

Key words: disseminated tumor cells, metastases, immune therapy, INDIVICON.

Founded in 2006, the "Association for Individualized Complementary Oncology"
(INDIVICON) is a non-profit organization that has the objective to introduce new means
of diagnosis and treatment as a complement to the existing options.

The idea to concentrate on new and additional options in this area is based on the observa-
tion that many patients would benefit from a more differentiated diagnosis and in consequence,
an intensified complementary treatment. INDIVICON also has the aim to fill current gaps in
the management of tumor patients, e.g. with early detection of micro-metastases, in order to
give patients more certainty and safety that a primary tumor has been treated successfully.

This article will introduce the different areas in which INDIVICON is active and will
provide examples for what makes INDIVICON's approach different to what is currently
practiced.

1. ACTIVITIES OF INDIVICON
The Association for Individualized Complementary Oncology focuses its activities on
four main areas, which are introduced in some detail below:

e the establishment of new concepts for cancer diagnosis and treatment
o the transfer of new concepts to long-term clinical patient management
e training of physicians and other health care professionals

e clinical investigation



HMMYHOJIOTHS TEMOITO53A 104

105 HAMATOPOIESIS IMMUNOLOGY

1. OBJACTU JEATEJIbHOCTHA INDIVICON

Acconuanys THIVBUIYaTU3NPOBAHHOM KOMITJIEMEHTAPHON OHKOJIOTUM BEAET padboTy
B CJIEAYIOLIMX YEThIPEX OCHOBHBIX 00J1aCTsIX, KOTOPEIE najiee OyayT IpeacTaBIeHbI 0ojiee
MoJIpOOHO:

® pa3paboTKa HOBBIX KOHIICITLIMI 1T IMarHOCTUKHU U JICUCHUS paka

® peajM3alysi HOBBIX KOHLEIIINIA B JJIUTEIbHOM KJIMHUYECKOM BEIEHUN OOJIBHBIX

® [IOArOTOBKA Bpayeil U APYTMX MEIULIMHCKHUI paOOTHUKOB.

® KIIMHUYECKUE UCCIICTOBAHUS

1.1. Pa3paboTKa HOBBIX KOHLENIHIA /ISl TMATHOCTHKH ¥ JIeYeHHs paKa

UccnenoBanus, mpoBeneHHbIE HEKOTOPBIMU WieHaMU ACCOLMAIIMY (HAIpuMep, Ipo-
deccopom bypkxaparom bpanarom), momornu INDIVICON HakonuTh GOTaThI OMBIT
B IMATHOCTHKE U JIeUeHUU cieayoiux Gopm paka:

® THHEKOJIOTUYECKYE OITyXOJIM: PaK MOJIOUHOM XeJle3bl U IMIHUKOB

® KOJIOPEKTAIbHBIN paKk

® paK POTOBOI MOJIOCTY U MIPEIPAKOBbBIE COCTOSIHUS (HAIIPUMED, JICHKOTLIaKKsI)

® PaK JIErKoro

® paK MpPeACTaTeNIbHOI Xee3bl

s Toro, 4To0bl MPOAEMOHCTPUPOBATh Pa3IUUMs MEXAY CTaHIAPTHBIM IOAXOIO0M
u noaxoaomM INDIVICON K auarHocTMKe M JISYEHUIO OHKOJOTUYECKUX 3a00JIeBaHUi,
paccMOTPUM 3TH TTOAXOILI HAa TIpUMEpPE paka MOJIOYHO Xeje3bl. CTaHaapTHOE 00cie-
JIOBaHME BKJIIOYAET omperneseHue ctaauu 3adoieBanusi (TNM), rucromopdonoruyec-
koe uccienoBanue (G) 1 UMMYHOTMCTOXMMUYECKUI aHAIM3 Ha PELENTOPbl TOPMOHOB
u onkonporenH HER2. DToT noaxox mMeeT CyIiecTBeHHBIIT HEIOCTAaTOK: B CJTy9ae BbI-
SIBJIEHWSI TOPMOHAJIBHBIX PELIENITOPOB HEBO3MOXHO OMPENCINTh, (PYHKIIMOHUPYIOT 3TH
pPELENnTOPhl WIKM HET. DTOT HEAOCTaTOK MOXHO BOCIIOJHUTD, TPUMEHSIS METOJ OIpeie-
JieHUs PYHKITMOHAIBHOM CITOCOGHOCTH PEIIeTITOPOB HA OCHOBE BBISIBJICHMS TPAHCKPUTI-
LIMOHHO-3aBUCHUMOTO 0OeJIKa, KOTOPhI MHAYLUPYETCS TOJBKO pelielITOpaMU 3CTPOreHa.
Haunb6onee a3ppeKTUBHBIM OETKOM-MapKePOM JIJisi MPOBEACHUSI TAKOTO aHaIU3a SABJISIeT-
ca pS2 (TFF1). Ha puc. 1 mokazaHo, 4TO €CJIi peLienToOp CTPOreHa HaXOIUTCSI B aKTUB-
HOM COCTOSTHUHM, OH BKJIIOYAaeT METa0OJMYECKUIA Mpoliecc, KOTOPBIN MPUBOIUT K 00pa-
3oBaHMI0 pS2. Eciiu pS2 He ompenensieTcs, TO pelienTop He aKTUBEH.

Takum o6pa3om, MOTYYEHHBIN pe3yJbTaT UMEET BaxKHOE 3HAYEHME IJIs1 IPOrHO3a 3a-
0oJieBaHUS U BbIOOPA aIbIOBAaHTHOM Tepanuu. [lanee moka3aHo, 4To 3(hheKTUBHOCTD Jie-
YeHUST OOJIBHBIX C OOJIBIION BEPOATHOCTHIO CBA3aHO ¢ (DYHKIIMOHMPOBAHUEM PEIIETITO-
POB 3CTpOreHa.

B Tabnuue npeacrasieH rnpumep 00JIbHOM, 52 JIET, y KOTOPO#l BBISIBJIEHA 3JI0KAYECT-
BEHHasl OITyX0JIb MOJIOYHOM XeJie3bl 17 MM B nuametpe. JIumdoysisl He mopaxeHsl. [11-
crosiornyeckasi creneHb G3, YTO yKa3blBaeT Ha OTHOCHUTEJIbHO BBIPAXKEHHOE OTIMYME
OITyXOJIEBBIX KJIETOK OT KJIETOK HOPMaJIbHOM TKAHU MOJIOUHOM >XeJe3bl.

1.1 Establishment of New Concepts for Cancer Diagnosis and Treatment

Based on previous studies conducted by some members of the association (e.g. Prof.
Burkhard Brandt) INDIVICON has gained extensive experience in diagnosis and treat-
ment of the following types of cancer:

e Gynecological tumors: breast and ovarian cancer

o Colorectal cancer

e Oral cancer and pre-cancer stages (e.g. leukoplakia)

e Lung cancer

e Prostate cancer

In order to show the difference between the standard procedure and how INDIVICON
approaches diagnosis and treatment, an example is given here for a breast cancer patient.
The standard procedure in this case is based on clinical staging (TNM), histomorhologi-
cal evaluation (G) and an immuno-histochemical analysis of the hormone receptors and
HER?2 oncoprotein.

The drawback of this approach is that, although the expression of hormone receptors
can be determined, the result does not indicate, however, whether the receptors are func-
tional or not. To test for receptor functionality the detection of a transcriptionally depend-
ent protein which is solely induced by estrogen receptors will fill this lack of knowledge.

Puc. 1. pS2 — TpaHCKpPUIIIMOHHO-3aBUCHMBIii 0€JI0K KaK NMOKa3areib (GyHKIMA penenTo-
POB 3CTpOreHa
Pic. 1. pS2 as Transcriptionally Dependent Protein of Estrogen Receptor Function
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Ta6nuua
CpaBHelme CTAHAAPTHOr0 ¥ HOBOI'O MPOrHO30B
BonbHas, 52 net, B nocTMeHonay3e, MHBa3MBHbI MPOTOYHbIN pak Mono4YHou xenesbl, pT1c; pNO (0/22); G3
Crannaptrsie naGoparoprsie MprIMEHeHNe HOBbIX MPOrHOCTUYECKMNX/
nokasatenu (pekomengauuu St. Gallen, O6bsicHeHne

2007r.)

npezckasarenbHbIX paKkTopos

MonoXxuTenbHbI CTaTyc peLenTopos
acTporeHa

MonoxuTenbHbIV CTaTyc peLenTopos
nporectepoHa

MonoxuTenbHbI CTaTyc peLenTopos
acTporeHa

MonoxuTenbHbIV CTaTyc peLenTopos
nporectepoHa

OTpuuaTenbHbIi cTaTyc pS2

uPA 1 PAl B Hopme

PeLenTopbl rOPMOHOB He
DYHKUMOHMPYIOT, HeahPEKTUBHOCTL
ropMoHasnbHoM Tepanum

Mpy ogHOBPEMEHHOW amnandukauum
erb B-2 nosbliwaeTcs 3hPpekTBHOCTL
Tepanuu Ha OCHOBE aHTPALMKINHOB

The most efficient marker protein for this purpose is pS2 (TFF1). In pic. 1 it is demon-
strated that if the estrogen receptor is active, it will trigger a metabolic process that will lead
to the production of pS2. Without a positive result for pS2, the receptor can be defined as
not active.

Table
Comparison Standard and New Prognosis

Female patient, 52 years, post-menopausal, invasive ductual mamma carcinoma, pT1c; pNO (0/22); G3

Amnnudukaums Tono-ll-ansda
BhisiBfieHMe OnyxoneBblx K1eTok G

amnnudukauveii erb B-2 B cnyvae

Mosbilwerne S-dassl rOPMOHasbHOW TEPanuM TaMoKCUdEHOM

AHeynnouaHelii neaexkc JHK
YyBCTBUTENBHOCTL K pexumam FEC,
Erb B-1, c-myc B Hopme EDoc, EPac4

OtcyTcTBME MyTauumii p53
Amnnudukauus erb B-2

PeauncteHTHoCTb K CMF

TecT Ha 4YyBCTBUTEJIbHOCTb K

Standard laboratory parameter Use of new prognosis/prediction Explanations
(recommendation St. Gallen 2007) factors

XumuoTepanun
CpepgHwii puck "Bbicokuii puck”
FopmoHansHas Tepanus (TamokcudeH) XvmunoTepanusa FEC'

" KoHceHcyc St. Gallen, 2007 r.: FEC +/- TakcaH.

Estrogen receptor positive
Progesterone receptor positive

Dysfunctional hormone receptors, no
response to anti-hormone therapy

Estrogen receptor positive
Progesterone receptor positive

pS2 negative
Average risk In co-amplification with erb B-2 better
uPA and PAI normal response to anthracycline-containing
Topo-ll-alpha amplified therapies

S-phase increased
Aneuploid DNA-index

Selection of erb B-2 amplified tumor
cells in case of an antihormone therapy
with Tamoxifen
Erb B-1, c-myc normal
p53 not mutated FEC, EDoc and EPac sensitive;

erb B-2 amplified CMF resistant

Chemo-sensitivity testing

“High risk”

B neBoM cronb11e TOKa3aH aHAIM3 B COOTBETCTBUU ¢ peKoMeHmamsiMu KoHceHcyca
St. Gallen, 2007 1., KOTOpBIIi IIABHBIM 00pa30M OCHOBBIBACTCS Ha OIPENEIeHUM CTaTy-
ca peLernTopoOB 3CTPOreHa U MPOrecTepoHa U B HAIIEM Cilydae SIBJSIETCS! TOJOXUTENb-
HBIM 11 000MX TOPMOHOB. B pesysibraTe ciyyaii OTHeCeH K TpyIIie CpeaHero pucka
U TIpe/IoiaraeT HazHaueHne TaMokcudeHa Wi UHTUOUTOPOB apoMaTa3bl.

[IpumeHeHue TONOTHUTENBHBIX TAPAMETPOB, KaK MOKa3aHO BO BTOPOM CTOJIOLIE, O3B0~
JISIET MPOBECTH 0oJiee TOUHbIN aHAM3, HAllPUMEP, C YIETOM OTPULIATEIbHOTO pe3yjbTaTa
TecTa Ha pS2, KOTOPHI TTOKA3bIBAET, YTO TOPMOHATBHAS Teparnust OyaeT Hea(hheKTUBHOIA,
T.K. PelIeNTOPbl TOPMOHOB He (PyHKUIMOHUPYIOT. Ha ocHOBE 3TOr0 M Apyrux mapaMeTpoB
MOXHO CIIeJIaTh BBIBOJI, UTO OOJTbHASI HA CAMOM JieJie OTHOCUTCS K IPYIIIe BBICOKOTO PHCKA.
B 3TOM ciyyae nmpencrapisieTcs 1eecoo0pa3HbIM Ha3HAUYUTh XUMUOTEPAIIUIO U, B CBSI3U
¢ ammuigukanueit Toro-I1-ansda, oxunaercs, uro 6onee 3hHEKTUBHOIN OyIeT Teparmn
Ha OCHOBE aHTPaLIMKIMHOB. PekomeHnoBaH pexxum xumuotepanuu FEC (5-¢gropypauun,
SMUPYOULIMH, LKKI0DOochaMKT), KOTOPbII xapakTepusyeTcs 00jiee BbICOKOI 9KOHOMUYE-
cKolt 3(pHEeKTUBHOCTBHIO TIPY TOM Xe KIMHIYeCKOoM 3(deKTe, o CpaBHEHUIO C IPYTUMU,
0oJiee JOPOTUMU peKMMaMU, K KOTOPBIM YCTaHOBJIEHA YYBCTBUTEIBHOCTD OITYXOJIHU TIO pe-
3yJIbTaTaM TeCTa Ha XUMUOYYBCTBUTEIbHOCTD (TEpamnusi HA OCHOBE TAKCAHOB).

Anti-hormone therapy

(Tamoxifen) Chemotherapy FEC

In consequence, this finding is important for the estimation of the patient's prognosis
which has further implications on the choice of adjuvant treatment options. In the follow-
ing it is shown that the patient's treatment benefit most likely is related to a functional
estrogen receptor.

In table you see the case of a 52 year old female patient. She had a mamma carcinoma
with 17 mm diameter. No lymph nodes are affected. The grading is three, thus indicating
a relatively strong differentiation of the tumor tissue from normal mamma tissue.

On the left side you see the recommended analyses by the St. Gallen Consensus Meeting
2007, which would focus solely on the estrogen and progesterone receptors and in this case
would get a positive result for the two. The conclusion would therefore indicate an average risk
for the patient and suggest an anti-hormone therapy using Tamoxifen or aromatase inhibitors.

Due to the use of more parameters as described in the second column you get a more
conclusive analysis of the current status: an example for this is the negative result for pS2.
This indicates that an anti-hormone therapy would not have any advantage for the patient
since the hormone receptors are not active.
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Takum o6pa3oM, 6osibHas OYIET MOJIy4aTh 00Jiee aIeKBaTHYIO TepaIruio U MuMeeT 00J1b-
1IIe IIaHCOB Ha YCITEeNTHOE JICUeHNE.

1.2. Kimanyeckoe BeieHHe 00JIbHBIX MOCJIE ATbIOBAHTHOIM Tepain

Konuenuus INDIVICON npenycMaTpuBaeT 1Ba OCHOBHBIX HalpaBJeHUs] — OLIEHKa
BEPOSITHOCTU METACTA3MPOBAHUS B KaXXIOM KOHKPETHOM CiIyyae M "MSTKOe" JieueHue
OOJIBHBIX C BBICOKOI BEpOSITHOCTBIO METACTATUUECKOTO PELIUINBA C LIEIbIO YBEJIMUCHUS
06e3pelIMIMBHOTO NEPUOIA WIM BPEMEHU 10 MPOTPECCUPOBAHUSI.

1.2.1. JlncceMMHMPOBAHHDIE OMyXO0JIeBble KIETKH

Puck MetacrasupoBaHus Mocie agblOBAaHTHOTO M JaXe HEOaJbIOBAHTHOIO JICUEHUS
TIEPBUYHOM OITyXOJIM MOXKHO OTPENeIUTh TTPU TTOMOIIY METOIOB BBISIBIICHUS TUCCEMU-
HUPOBAHHBIX OTYXOJIEBBIX KJIIETOK B Mepudeprudeckoit KpoBU. DTO UCCIENOBaHNE TIPO-
BOJAST B IOMOJHEHMUE K CTAaHIAPTHBIM aHaju3aM Ha oIyxosieBble Mapkepbl. [loaTomy,
OITyXOJIEBbIe MapKephl TOJKHBI UCTIOJB30BaThCsI IO CTPOTO OrpaHWYSHHBIM TTOKa3aHM-
SIM, KOTophle Takxke pa3paboransl INDIVICON.

MukpoMeTacTasbl, KOTOpbIE MOXKHO OMPENETUTh B KPOBU IO IKCIPECCUU TKaHeCTe-
unbUYeCKUX aHTUTEHOB, HallpUMep, LIMTOKEPATUHOB, CKOPEE BCETO MPEACTABISIIOT Te-
PEXOIHYIO cTaInio MeTacTa3oB. Ha puc. 2 mokazaHa MucceMUHALIMS OTTYXOJIEBBIX KIIETOK
B KPOBb MIEPBUYHOI OITyXOJIbIO, KOTOPAs TIO3IHEE MOXKET MPUBECTU K 00Pa30BaHUIO Me-
TacTaTUYECKUX OMyXoJeil B TuMdoy3iax U OTJaIEHHBIX OpraHax.

Ha puc. 3 mokazaHo, 4To IMCCEMMHUPOBAHHBIE OITyXOJIEBbIE KIIETKU SIBJISTIOTCS alleK-
BaTHBIM MHAWKATOPOM IIPY HAOJIONEHNY 3a TeUeHNeM 3a00JIeBaHUs.

Puc. 3 Bbllle moka3bIBaeT, UTO JUCCEMUHUPOBAHHBIE OMYXOJIEBbIE KJIETKH B epudepu-
YeCcKOl KpOBU, KOTOPBIE Iajiee OymeM Ha3bIBaTh «IIUPKYIUPYIOIINE OITyXOJIeBbIe KICTKM»
(LJOK), oTpaxkarot mporpeccupoBaHue paka MOJIOYHOM Xene3bl. Kak BUIHO, MOHOTepa-
1Sl SMUPYOULIMHOM MPUBOIUT K cHUKeHMIo ypoBHs LIOK (cepas nunust: nutokepaTH-
MOJIOXUTEIbHBIE KJIETKU; YepHast TUHUS: LiuTokepatuH- 1 HER2-nmonoxuTenbHbIe Ki1eT-
ku). [Tocne okoHyaHus Tepanuu otaeabHas cyononynsus LHOK ¢ akcrnpeccueit oHKo-
npotenHa HER2 (erbB-2) cHoBa mosBisiercss B neprdepruiecKoil KpoBu (depHast Jv-
HUS1), M OOJTbHAsI yMUPAET OT METACTa30B B TOJIOBHOM MO3T Yepe3 HECKOIbKO MECSILIEB.

DTOT NMpUMep MOKa3bIBaeT, YTO YPOBEHb TUCCEMUHMPOBAHHBIX OITYXOJIEBBIX KJIETOK
B KPOBM TECHO CBSI3aH C TIPOTPECCUPOBAHNEM 3a00JIeBaHMSI, @ TAKKE YTO STOT MHIUKA-
TOP MOXET MPUMEHSITHCSI B HAOTIOIEHNH 32 OOJbHBIMU KakK Moka3aresb 3¢ deKTuBHOC-
TU JIEYEHUSI.

1.2.2. UmmyHOTepanus

ITocne neuenus konuenuus INDIVICON npenycMaTpuBaeT He TOJIBKO OLIEHKY pUC-
Ka MeTacTa3upoBaHUS HO TaKXKe MPEIyIPeXIeHNe METaCTaTUIECKOTO TTOPAKeHUS WU,
KaK MUHUMYM, YBeJIMYeHUE Meproa 0 pa3BUTHSI METaCTa30B Ha BO3MOXKHO 06oJiee Mpo-
JIOJIKUTETHHOE BpeMs.

Ha puc. 4 moka3aHbl OCHOBHBIE CITOCOOBI PETyJIMPOBaHUS UMMYHHOM CUCTEMBI.
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Puc. 2. MukpomMeTacTasbl — MepeXoaHblil 3Tan K 00pa30BaHHI0 METACTA30B.
Pic. 2. Micro-Metastasis as Transitory Stage of Metastasis

This and the other parameters lead to the conclusion that the patient is indeed in the
high risk group. The suggested therapy here would be a chemotherapy and — due to the
amplification of Topo-II-alpha — with a higher benefit of an Anthracycline-containing
therapy. The suggested chemotherapeutic is FEC (5-FU Epirubicine Cyclophosphamite)
since it is the most economical option and has shown to be equally effective as more
expensive ones in the chemo-sensitivity testing (Taxan-containing therapies).

In conclusion, the patient would receive a more adequate therapy and in consequence
have higher probability of a successful recovery.

1.2. Clinical Management of Patients after Adjuvant Treatment

INDIVICON focuses on estimating the probability of metastases of an individual
patient as well as on the "soft" treatment of patients with a high probability for metastatic
relapse in order to increase the time of disease-free survival or the time to progression.

1.2.1 Disseminated Tumor Cells

The risk to suffer from metastases after adjuvant and even neoadjuvant treatment of the
primary tumor can be detected by use of methods for the detection of disseminated tumor
cells in the peripheral blood. This test should be done complementary to the already estab-
lished tumor markers. Thereby, tumor markers should be used under seriously restricted
indications which are also provided by INDIVICON.
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Patients' follow-up
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Puc. 3: MOHMTOPHHT CHCTEMHOTO IPOTPECCHPOBAHMS paKa MoJI04Hoii keje3sl mo IIOK
Pic. 3: Monitoring of Systematic Progression of Breast Cancer via CTCs
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Puc. 4. YipoueHHas cxeMa MMMYHHO# CHCTEMBbI
Pic. 4. Simplified Schema of the Immune System

B 1eHTpe mM300paxkeHUss UMMYHHOI CHCTeMbl TTOKa3aHbI peryJupymoome T-KIeTKu
(Tper), KoTopble MOIYJIUPYIOT BCE MMMYHHbIE peaKIUM MOCPEACTBOM BO3NEUCTBUSI HA
IpyTUe KIETKA UMMYHUTeTa. TaKuM 06pa3oM, OHM 00eCTICUMBAIOT IIPOTUBOOITYXOJICBBIIA
3 HEeKT UMMYHHON CUCTEMBI.

OryxoJb BCeraa crapaeTcsl HapylUThb CBSI3b Mexay Tper v IpyTuMKY UMMYHHBIMU KJIET-
KaMu, 4ToObl OJOKHUPOBATh BIAUSIHUE KIeTOK Tper. B pesynsratre MMMyHHas cucTtemMa He

Micro-metastases that can be detected in the blood by their expression of tissue specif-
ic antigens, e.g. Cytokeratins, are highly proposed to be the transitory stage of metastasis.
In the figure below you see how a primary tumor disseminates tumor cells in the blood,
which at a later stage can cause lymph node and distant metastases.

The adequacy of disseminated tumor cells as an indicator for the monitoring of the dis-
ease is demonstrated in the following graph:

The pic. above demonstrates that disseminated tumor cells in the peripheral blood —
then called circulating tumor cells (CTC) — reflect the systemic progression of a breast
cancer. A Eprirubicin mono-therapy given to a breast cancer patient suffering from
metastatic disease drops out clearly the CTCs (bold lines, grey: Cytokeratin-positive cells;
black: Cytokeratin- and HER2-positive cells). After the discontinuation of the therapy a
specific subpopulation of CTCs, expressing the HER2 (erbB-2) oncoprotein, appeared
again in the peripheral blood (black bold line) and the patient died from brain metastasis
a few months later.

This case shows that the level of disseminated tumor cells in the blood is closely corre-
lated with the advance of the disease and demonstrates the applicability of this indicator in
the monitoring of a patient and as an indication of the treatment's effectiveness.

1.2.2. Immune Therapy

In aftertreatment care of cancer patients, INDIVICON does not only focus on the esti-
mation of the patients' risk to suffer from metastasis but also aims to prevent metastasis or
at least delay the process of metastasis as long as possible.

In pic. 4 a schematic diagram is shown that indicates key steps in immune system
regulation.

At the centre of the immune system, the regulating T-cells (Treg) regulate all immune
reactions via their influence on the other immune cells which are usually being modulat-
ed by the Treg. The latter therefore is responsible for the anti-tumor-response of the
immune system.

A tumor always tries to impede the communication between the Treg and the other
immune cells with the aim to block the influence of the Treg cells. In consequence the
immune system does not combat the tumor cells. With the help of an adequate immune
therapy, this process can be halted or even be reversed.

By using the tool of an immune status analysis, practitioners can assess whether the
immune system is suppressed and can then take measures to strengthen the immune sys-
tem and reactivate the immune response to tumor cells.

1.3. Training of Physicians and Other Health Care Practitioners

With the objective to make new developments in complementary oncology available
for a large number of patients, INDIVICON holds training seminars for physicians on a
regular basis. The seminars are open to all interested practitioners and all members of
the association are required to participate at least twice yearly to ensure the highest pos-
sible standards.
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MOXeT O0pOThCSI € OIMyXoJieBbIMU KieTKamu. [IpoBeneHue anekBaTHON MMMYHOTEpAIuu
TTO3BOJISIET OCTAHOBMTD WJTU Jake TIOBEPHYTH 3TOT IPOIIecC B 0OpaTHOM HarpaBIIeHUN.

Hcnonb3yst cpencTBa aHaM3a UMMYHHOTO CTaTyca, Bpad MOXET OIIEHUTh CTETIEHb TT0-
JABJIEHVSI UMMYHHOW CUCTEMBI ¥ TIPUHSITh MEPHI JJIS1 YKPEIJIeHUSI UMMYHUTETa U peak-
TUBUPOBATb UMMYHHBII OTBET Ha OIyXOJIEBbIE KIETKHU.

1.3. IToaroroBka Bpayeii ¥ APYruX MEAUIMHCKIX PAOOTHUKOB

st Toro, 4ToOHI 1aTh BO3MOXHOCTh MAKCUMAIBHO OOJIBIIIOMY YMCITY OOJTBHBIX BOC-
TIOJTH30BATHCS TIPEUMYIIIECTBAMM HOBBIX Pa3pabOTOK B KOMIIEMEHTApHON OHKOJIOTHH,
INDIVICON perynsipHO NTpOBOIUT y4eOHBIE CeMUHApPHI IS Bpadyeit. B ceMrmHapax Mo-
I'yT MPUHATH yYacTHe BCE 3aMHTEPECOBAaHHBIE MPAKTUKYIOIINE BPauM, a BCE WICHbI Ac-
COIMAIMX JOJDKHBI TPUHUMATh B HUX YJacTHe He pexe ABYX pa3 B IO, YTOOBI MTOIIep-
SKMBATh MAKCUMAaJIbHO BBICOKME CTAHIAPTHI KAuecTBa.

1.4. Kiimnnueckue uccjaea10BaHus

B o6nactu knunnyeckux ucciegoBanuii INDIVICON craBut cBoeii 3agadeii pa3pa-
OOTKY HOBBIX ITOAXOJ0B Ha ABYX aTanax: (1) Bo BpeMs IPUHSTUS TeparieBTUUECKUX pe-
MEHW TTOCIe TIEPBUYHOTO (XUPYPTUIECKOTO0) JieueHUs — pa3paboTKa HOBBIX TIpodu-
JIei TEHHOM SKCIPECCHM, OTpaXkalolIUX METacTaTUYeCKYlH0 aKTUBHOCTb INMEPBUYHOM
OIyXOJIM, JUISl HA3HAUEHUsl Tepaluu ¢ MaKCUMaJIbHOI BEpOsITHOCThIO 3ddekTa; u (2)
HCCJIeOBAHUSI TEHHOU 9KCIPECCUU MO pa3paboTaHHOMY MPOMUII0 MOXHO MTPOBOIUTH
Ha o0pasiax TKaHu, GUKCUPOBAHHON B (hOpMaIMHE U 3AJIMTHIX B TTapaduH, 4TO IMO3BO-
JISIET TIPOBOAMTH OLIEHKY Yepe3 HECKOJIBKO JIET MOoCje MePBUYHOIO JeYeHUs paka. DTo
OTKPBIBACT HOBBIE BO3MOXKHOCTH IS IIEPEOIICHKY TePaIleBTUYECKOTO PEIIeHUsT B 6oiee
TO3Hee BpeMs U afanTalliy TePauy B COOTBETCTBUU C TTOCTETHUMU TOCTVKEHUSIMU
B JICYEHMH paKa, a Takxke, KaKk MUHUMYM, Ha3HAYeHMSI KOMILIEMEHTapHON MOIepKu -
Baollel Teparuu.

OIHUM U3 JUAarHOCTUYECKUX UHCTPYMEHTOB, pa3paboTaHHbix INDIVICON, gBnser-
¢Sl IpoWIIb 3KCIIpeccuu 14 TeHOB, KOTOPBIM MpeIycCMaTPUBAET aHAJIN3 TOHKUX CPE30B
TKaHu. [1o pe3yabraTtam Mcclief0BaHU OLIEHUBAIOT B 0aJuIax PUCK Pa3BUTHSI METACTa30B
B caenymolue 5—10 et aas KOHKPEeTHOTO O0JIbHOTO.

2. ACCOLIMALIVSL MHAVBUIYATM3MPOBAHHOW KOMILIEMEH-
TAPHOI OHKOJIOTUU

2.1. Accounuanus

Acconyanusi THINBUIYATIM3MPOBAHHOM KOMIUIEMEHTApHOUW OHKOJIOTMM ObLla 00pa-
30BaHa 10 PSLY CIIEAYIOIINX IIPUYWH: BO-TIEPBBIX, OBIIIO HEOOXOAMMO CO3IaTh IOpUAMIE-
CKYIO OCHOBY [IJIs1 paOOThI 10 TAKUM HaIpaBJIEHUSIM, KaK MEIULIMHCKHE UCCIEI0BaHMS,
TOATOTOBKA CIIELMATIMCTOB U BEACHUE OOJBHBIX ITOCIIE JIEUEHUS.

e

TH1

Puc. 5. Onyxoip HapymaeT ¢pyHKOMOHMPOBAHKHE HMMYHHBIX KJIETOK B CBOEM OKDPYKEeHUH
Pic. 5. Tumor impairs immune cells in its environment

1.4. Clinical Investigation

In terms of clinical investigation, INDIVICON aims to establish new approaches at two stages:

(1) at the time point of therapy decision after primary (surgical) treatment, new gene
expression profiles reflecting the metastatic activity of the primary tumor will be provided
to give the highest probability for the most efficient therapy, and

(2) the profile is applicable to formalin-fixed paraffin-embedded tissue and therefore
can be applied years after primary treatment of the cancer.

This opens the way to re-evaluate a therapy decision later on and to adapt a therapy to
the latest developments in cancer treatment and complementary supportive therapies.

One new diagnostic tool INDIVICON is establishing is the determination of a 14-gene-
expression-profile. For the analysis, only a thin tissue section must be taken from the
tumor. The method results in a metastasis score which directly gives a number for the risk
of a patient to get a metastasis in the next 5 or 10 years.

2. ASSOCIATION FOR INDIVIDUALIZED COMPLEMENTARY
ONCOLOGY

2.1. The Association
The Association for Individualized Complementary Oncology was founded by several

reasons: first of all, it was necessary to have a legal framework for all the activities in
research, training, and aftertreatment care.
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Hanee, Accouuaiiust o3BOJISIET NPUMHATh aKTUBHOE yJyacThe B CBOEil paboTe BceM
BpavaM, KOTOPBIE XOTST GOJIbIIIEe Y3HATh O KOMIUIEMEHTApHOM OHKOJIOTUM. Pa3paboTku
INDIVICON omnyaroTcst HaIeKHOCTBIO, T.K. ACCOLMALINS TTOCTOSTHHO BeNeT paboTy 1o
COBEpPIIEHCTBOBAHUIO METOMIOB aHAJIM3a U IIpeIaraeMbIX METOIOB JICUCHUS.

INDIVICON crnioco0cTByeT HajabHeIeMy pa3BUTHIO TPUHIUIIOB UHIUBUAYATIU3UPO-
BaHHOW M KOMIUIEMEHTAPHOUW OHKOJIOTMM IIyTEM OpPTraHM3alMM DPa3IUYHBIX MTPOSKTOB
¥ TIPUBJICYCHUS K MX OCYILIECTBIICHUIO CIIELIUATNCTOB, TIPOAEMOHCTPUPOBABIINX BEICOKUIA
ypOBeHb NpodecCUOHAIM3MA U UCCIIEA0BATEIbCKHUX CIIOCOOHOCTEN B TaHHOM 00J1aCTH.

Kpome Toro, Accoumanust siBisieTcsl WHCTPYMEHTOM BIMSIHUS Ha OOIIEeCTBEHHBIN
¥ YaCTHBII CEKTOPBI 5KOHOMUKH, YTOOBI KaAK MOXKHO OOJIbIIIE OOTBHBIX MOTJIM BOCIIOJb-
30BaThCs MPEMMYIIIECTBAMU HOBBIX METOIOB aHAIM3a 1 JICUEHMSI.

2.2. ITosbimenue npogeCCHOHATLHOTO YPOBHS

INDIVICON BceMu cwiaMu cTapaeTcsi IOMOYb CBOMM 4JIEHAM ITOBBICUTH YPOBEHb
3HAHWIA B 00JIaCTU MHAMBUIYATU3UPOBAHHON KOMIUIEMEHTapHOM OHKOJIoruH. [1pakTu-
KYIOIIME Bpa4l MOTYT TTOJYIUTh CITEINaTN3UPOBAHHEIE 3HAHUSI, YIaCTBYSI B paboTe pe-
TYJSIPHBIX CEMUHApOB, U TIOBBICUTH CBOM MpPOGdECCUOHANBbHBIA YPOBEHb, MCIOJb3YS
B CBOEI MPaKTHKE KOMITJIEMEHTapHbIE METOABI aHAJIN3A U JIEYEHUSI.

Acconyanusi UMeeT TEXHUUECKYI0 UHGMPACTPYKTYPY, 00BEIUHSIONIYI0O HEOOXOMUMbIe
Jnaboparopun u kKiuHu4Yeckyto 6a3y. INDIVICON mnpenocTaBisieT MpakKTUIECKUM Bpa-
YaM BO3MOXHOCTb ONMpo0OoBaTh pa3pabOTaHHbIE METOABI aHAIM3a U JICUEHUS], a TaKXKe
KPUTEPHUU, KOTOPbIE MOXXHO MCIOJb30BaTh IPY MPUHSITUN TepareBTUUECKUX PEIICHUH.

OpraHuzaimoHHasi MHQPPACTPyKTypa UrpaeT OOJBIIYI0 POJIb MOBBIIICHUN KadecTBa
pazpabotrok INDIVICON. B Accoiuaiyio BXOAST CIIeLMaIUCTbl B 001aCTH JIabopaTop-
HBIX UCCJIEOBAHUI U JIEYEHUS, KOTOPbIE OTBEYAIOT 32 KAYeCTBO paboOT, UYTOObI obecre-
4yuTh Haubosee 3(pheKTUBHOE BHEIPEHUE Pa3paboTOK B MPAKTUKY. B 11eJ151X TOCTOSTHHO-
IO JOKYMEHTUPOBAHUS U COBEPILIEHCTBOBAHUS METONOB aHAIN3a U JICUEHUS HalaKeHa
cucteMa obpaTtHoii cBs3u ¢ wieHamu INDIVICON.

2.3. Yeayru, npenocTaBisieMble WieHaM ACCOIUAIMA

Bce unenst INDIVICON MoryT 1moJjib30BaThCs IIUPOKUM CIIEKTPOM YCIIYT, TPEAOCTaB-
JigeMbIX Accolianueii. [-1TaBHbIMU CpeACTBAMU MOCTOSIHHOTO MOBBIIEHUS] YPOBHS 3HA-
HUI B JAHHON 00JACTU SBISIOTCA MPOBEAECHME YUYEOHBIX CEMMHApOB, AEHCTBYIOIIAS
KOMIIbIOTEpHAsi KOMMYHUKALIMOHHAs Tu1aTdopMa ¥ KOHCYJIBTAllUU 10 Tee(OHY.

Kaxnprit wieH Accouranuu o0s13aH MPUHSTh y4yacTUe B paboTe HE MEHee ABYX CEMU-
HapOB B IO, YTOOBI OBITH B Kypce MOCIENHNX pa3paboTOK U YIIIyOUTh yXe MOTyIeHHbIe
3HaHUS.

Be6-caiir INDIVICON (www.indivicon.org) siBisieTcsl Kak MH(POPMallMOHHOM, Tak
1 KOMMYHUKAIIMOHHOM 1iaTopmoit. UseHsl Accormanii UMEIOT BO3MOXKHOCTD TIOJTY-
YyaTh JOTMOJHUTENbHYI0 WHGOPMAIIMIO TI0O BCEM PEJIEBAHTHBIM MpobjIeMaM U OOIIAThCs
C IPYTMMHU WIEHAMU IO UHTEPECAM.

Furthermore, the association enables active participation of physicians who want to
learn more about complementary oncology. INDIVICON provides reliability since its
methods of analyses and suggested treatments are in a constant process of further develop-
ment and refinement.

INDIVICON supports further proliferation of individualized and complementary
oncology by organizing research projects and inviting speakers who demonstrate a high
level of professional or academic expertise in this field.

Moreover, the association is a vehicle used to exert influence in the public and private
sector in order to make the benefits of new ways of analysis and treatment accessible to as
many patients as possible.

2.2. Professional Expertise

INDIVICON is eager to help its members to generate professional expertise in the
field of individualized complementary oncology. Participating practitioners can gain
specialist knowledge by way of the regularly held seminars and deepen their practical
experience in the respective areca by employing the complementary analyses and treat-
ment in their practices.

The association provides the technical infrastructure by bringing together the respective
laboratories and practices. INDIVICON also makes the processes of analysis and therapy
available to the practitioners and gives them the criteria they need for decision making.

The organizational infrastructure is also important in terms of the professional expert-
ise offered by INDIVICON. The association has gathered experts in the fields of analysis
and treatment who are responsible for the quality management in order to ensure the best
possible implementation in the practices. In order to further document and improve the
analyses and treatment, INDIVICON members give feedback to the association on a reg-
ular basis.

2.3. Services for Members

All members of INDIVICON have access to a wide range of services offered by the asso-
ciation. The principal means to support its members in continuously developing their spe-
cialist knowledge in this area are the training seminars, online communication platform
and telephone consultancy.

Every member is required to participate in at least two training seminars each year in
order to keep up to date with the newest developments and in order to strengthen the
already gained knowledge.

The INDIVICON website (www.indivicon.org) is meant as an information as well as a
communication platform. Members have the possibility to get extra information on all rel-
evant aspects and to communicate with other members who share the same interests.

In order to help member physicians with any queries INDIVICON offers a telephone
consultancy. Members who have questions regarding analyses or treatment options can
contact with academic and practicing experts who will be able to clarify these issues.
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O.B. Kpoxuna, B.11. Jlemseun, H.H. Tynuywin, B.H. baunoaps, B.Jl. Epmunosa

UMMYHOULUTOJOTNYECKAU IMATHOCTHUKA
MUKPOMETACTA30B PAKA MOJIOUHO
XKEJE3bI B KOCTHBIN MO3T

'Y POHLI um.H.H.Bbroxuna PAMH, Mocksa

PE3IOME

3adaua uccaedosanus: OnpeneneHre CTeNIeHU TeMaTOTeHHOM TMCCEMUHAIIMT paKa MO-
JouyHoii xene3bl (PM2K) Ha ocHOBaHMM OOHapy:Ke€HUSI METACTaTUYECKOTO MOpaxkKeHUs
koctHOro Mo3ra (KM) BEICOKOUYBCTBUTEIbHBIMA UMMYHOIIUTOJIOTMYECKUMU METOTAMU
¢ TIPUMEHEHNEM MOHOKJIOHATBHBIX aHTHUTe (MKA) K snTuTeTMaNbHbIM aHTUTEHAM.

Marepuansl 1 MeToabl: B uccinenmoBanue BkioueHsl 53 6oabHble PMXK (I-1V cra-
nuif). M3yyenne KM, mojyyeHHOro Nnpu CT€pHaIbHOW MyHKLMM, MPOBOAMIOCH KakK
CTaHIaPTHBIM LIUTOJIOTUIECKNM, TaK U UMMYHOIIUTOJIOTMYECKUM METOJIOM C TIPUMeEHEe-
Huem MKA k iutokeparuaam (CAM 5.2 u KL-1). [TonoxuTtenbsHO# cunTaiy peakiuio
MPY HAJTMYUKU | METacTaTUYECKOM KJIETKU cpenu | MUITMOHA MUEJIOKApUOLIUTOB.

Pesyromamei: Tlpy cTaHIAPTHOM IIUTOJIOTMYECKOM UCCIIEIOBAHUU METacTa3bl B KOCT-
HBII MO3T ObUIM OOHapyXeHbI y 2 u3 53 6onbHbIX (3,77%). Ucnonb3oBanne MKA K 1u-
tokepatuHaMm (CAM 5.2 unu KL-1) mo3Boauniao Bo Bcex Cilydyasix MOATBEPAUTh HATUIUeE
LIMTOJIOTUYECKU BBISIBJIECHHBIX MeTacTa3oB B KM M CyIlIecCTBEHHO TOBBICUTh YaCTOTY WX
00HapyXeHUsI TP UMMYHOMOPGhOJIOTHIECKOM UCCIeI0BaHUN: MUKpoMeTacTasbl B KM
ObUTH BBISIBIEHBI Y 24 60nbHBIX (45,3%). OGHapyXeHa J0CTOBEPHAst B3AUMOCBSI3b MEXKIY
HaJIMYMeM MMKPOMETACTa30B B KOCTHOM MO3Te M OTPULIATEIbHBIM CTATYCOM OITyXOJIH IO
peuenropam sctporeHoB (p=0,04) u nporectepoHa (p=0,02), BbIpaxkeHHOI KpPYTJIOKJIe-
TOYHOU MHUIbTpauueil omyxoiau (p=0,02), oBapralbHO-MEHCTPYaIbHON (DYHKIIMEH
naureHToK. CTaTUCTUYECKU JOCTOBEPHOI CBSI3U MEXAY HAJIMYMEM MUKPOMETACTa30B
paka MOJIOUHOI Xenne3bsl B KM 1 o6HapyXeHreM KOMIUIEKCOB 3JI0KaueCTBEHHBIX KIIETOK
B JMMGaTUIECKUX IIEISIX MOJIOUHOH Kele3bl, HaJTMYMEM MEeTacTa30B B PeTMOHApHBIE
JMMGOY3JTbI, HEKPO30OM OITYyXOJIU, CTETIEHBIO ee 3JI0KaYeCTBEHHOCTH, CTeTlieHbo nrudde-
PEHLMPOBKY, Pa3MEPOM OITyXOJIEBOTO y3J1a, MaMMOTrpaduuecKUMU MpU3HAKaMH PacIpo-
CTPaHEHHOCTH OITYXOJIH, a TAKXKe ee JIOKaIM3alliueld B MOJIOYHOM XeJjie3e He BBISIBICHO.

Bb1600b1: UIMMYHOIIMTOJIOTUUECKOE MCCIIEIOBAHME KOCTHOTO MO3Ta Y GOJIbHBIX PAKOM
MOJIOYHOIA XeJIe3bl MOXKET ObITh PeKOMEHAIOBAHO K BHEIPEHUIO B KIIMHUYECKYO MPAKTH -
KY, OCOOCHHO Y MAIIMEHTOK C pAHHUMU CTaIUusIMU 3a00JIeBaHUsI 1T YTOUHEHUS CTETIeHU
pacTpoCTpaHEHHOCTH OIMYX0JIEBOTO MPOIecca ¥ ONTUMU3ALINY TAKTUKY JICUCHUS.

Kmouesbie ciioBa: paK MOJIOUHOW KeJIe3bl, MUKPOMETACTa3bl B KOCTHBIA MO3L.
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O.V. Krokhina, V.P. Letyagin, N.N. Tupitsyn, V.N. Blindar, V.D. Ermilova

IMMUNOCYTOLOGICAL DIAGNOSIS OF
MICROMETASTATIC BONE MARROW
INVOLVEMENT IN PATIENTS WITH
BREAST CANCER

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center RAMS, Moscow

ABSTRACT

Cytological as well as immunocytological (monoclonal antibodies CAM 5.2, KL-1)
bone marrow study was done in 53 patients with breast cancer. Positive results were noted
in case when one or more single cells with panepithelial markers were found. Standard
cytological examination revealed bone marrow involvement in 2 of 53 cases (3,8%).
Immunocytological study confirmed bone marrow involvement in such cases and signifi-
cantly increased the rate of micrometastases detection — 24 pts (45,3%). We've found the
significant correlation immunocytological detection of bone marrow micrometastases
and positive estrogen (p=0,04) and progesterone (p=0,02) hormone receptor status, as
well as with prominent lymphoid infiltration of tumor (p=0,02).

Key words: breast cancer, bone marrow micrometastases.
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BBEJIEHUE

HccnemoBanus 1mo mpobiieMe paka MOJIOYHOM Xejle3bl 3aHMMAlOT OTHO M3 BEIYIINX
MECT B COBPEMEHHOM OHKOJIOTMUeCcKOi HayKe. CTaTUCTUYECKHE TaHHBIC, OITyOJIMKOBaH -
HbIe B IIOCJEIHHUE TOAbI, CBUIETEIBCTBYIOT O HEYKJIOHHOM pOCTe 3a00JIeBAEMOCTH
1 CMEPTHOCTH OT paka MOJIOUHOM Xese3bl B pa3IMuHbIX cTpaHax [3].

B cBs131 ¢ MHOTOUMCIIEHHBIMU TPYIHOCTSIMU B OIleHKE TIPOTHO3a M BHIOOpE ajeKBaT-
HOM TaKTMKM JICUEHMS 3JI0KAYeCTBEHHBIX HOBOOOpa30BaHMUIA, HEAOCTATOUHOM paHHEeM
JIMarHOCTUKOM, OMHON M3 aKTyaJdbHbIX MPOOJEM COBPEMEHHOI OHKOJIOTUM CTaJl TOUCK
M U3y4eHUe HOBBIX METOIOB MUAarHOCTUKY M CTAIMPOBAHMS OITyXOJIeH 1 OLIEHKA TTPOTH -
BOOITyXOJICBOTO UMMYHUTETA.

CornacHo teopuu b. @uiiiepa, pak MOJIOYHOM XeIe3bl SIBJISETCS CUCTEMHBIM 3a00J1e-
BaHUEM, U Jaxe Mpu KIuHudecku paHHUX ctanusax (T1-2N0OMO0) Bbicoka BepOSTHOCTb
CKPBITOI CUCTEMHOI IMCCEeMUHALIMKY OITyX0JIeBOTO Tpoliecca [7].

OO6HapyXeHHNe MaJIbIX KOJIMYECTB METACTATUYECKUX KIJIETOK (MUKPOMETACTAa30B) B KO-
CTHOM MO3re 00JIbHBIX pAKOM MOJIOUHOM 3KeJie3bl SIBISIETCS TToKa3aTeaeM reMaTOre HHOM
MUCCEMUHALIMM TIpoliecca, ¥ MHOTUMHU YYeHBIMHM paclieHUBaeTCs KaK HeOIarompusT-
HBIIl MPU3HAK, CBUICTEILCTBYIOIIMI O malbHelIIeM (pOpMUpPOBAHWM METacTa3o0B,
MpexIe BCero MeTacTa3oB B KocTH [4; §].

OKoOHYaTeJIbHOE pellieHWe 0 HAIMYUM WIM OTCYTCTBMM METAacTa30B B KOCTHBII MO3T
BBIHOCUTCSI TIPY TUCTOJIOTMYECKOM WJIU ITUTOJIOTMYECKOM WCCIIEOBAHUM, OJHAKO IS
KaXXIIOro MeToja CYLIECTBYET OIpelecHHas pa3pelalnast CriocoOHOCTh. Tak, THCTO-
JIOTUYECKWI U LIMTOJOTMYECKUI METOAbl UCCIIEAOBAHNSI BBISBISIOT 3JI0KAUeCTBEHHbIE
KJIETKM B KOCTHOM MO3Te TIPU MX JOCTATOYHO OOJIBIIIOM KOJMYECTBE, BCIAESICTBUE YETO
OOHapyXeHUEe METacTa30B CTAHOBUTCS BO3MOKHBIM JIMIIb Ha TTO3MHMX CTAAMSIX pakKa
MOJIOUHOM Xene3bl. [IprMeHsIsI TMCTOJIOTUYECKOe MCCIeaI0BaHMe, BO3MOXHO BBISIBIIE-
Hue 1 onyxoneBoii KineTku cpeau 100 muenokapuouuTos [1].

PeasibHOE TIpencTaBieHre O CTETIEHN PacIpOCTPaHEHHOCTH TIpoIiecca NaloT pe3yJibra-
Thl UIMMYHOMODPGOJIOTHYECKOTr0 HccenoBaHus. Mcnoab3yss MMMYHOIIMTOJIOTMYECKUIA
METO/ C MPUMEHEHUEM MOHKOJIOHAJbHBIX aHTUTEN K aHTUI€HaM, 3KCIIPECCUPYeMbIM
KJIETKaMU SITUTETNATLHBIX OTYX0JIeil, MOXXHO OOHAPYKUTH 1 OITyX0JIeBYIO KJIETKY Cpenn
1 MJTH. MMEJIOKapUOIIUTOB.

Ha xieTkax paka MoJiouHO# xese3bl mouT B 100% ciyyaeB aKcrpeccHpoBaH 3MUTe-
JIManbHbI MeMOpaHHbIi aHTUreH (EMA), nutokepatunsl (CK), TyMopaccolimupoBaH-
Hoeiii rukonpotenH (TAG-12), aHTureH MeMOpaH KUPOBBIX TIIOOYJT KEHCKOTO MOJIOKa
(HMFG-1), nansnurenuansHbiii aHntureH (EGP-34), pexe pakoBo-3MOpHMOHAIbHBIN
aHTureH (POA) u psin Apyrux MapKepos.

Pa3BuTre MMMYHOLIMTOJNIOTUY TIPUBENIO K TOSBJICHWI0O MOHOKJIOHAJIBHBIX aHTUTE]
(MKA) K 1TaHHBIM aHTUTE€HaM, ¥ OTKPBLJIO HOBBIE TMAarHOCTUUECKIE BO3MOXKHOCTH JIJIST BBI-
SIBJICHUST €AIMHUYHBIX OIYXOJIEBBIX KJIETOK B TUM(MAaTUYECKUX y3/1aX, KOCTHOM MO3Te, TIepU-
¢epuyeckoii kpoBu. ITonyuyeHHbIE MOHOKJIOHAJBHBIC aHTUTEIA OOJIAAIOT pa3HON 4yB-
CTBUTEJILHOCTHIO 1 CIIEU(PUIHOCTBIO. M3BeCTHO, UTO MYLIMHOITOMOOHBII PAKOBBI aHTH-
redH (MCA) skcnipeccupyeTcsl KJIeTKaMi TeMOoI033a, MOHOKJIOHaIbHBIE aHTHTeaa K EMA
MEePEKPECTHO PearupyioT ¢ JIMMMOUIHBIMY KJIeTKaMK KOCTHOTO Mo3ra [6; 9]. [To MHeHMIO

INTRIDUCTION

Breast cancer studies are an important part of the oncology science today. Recent statis-
tical data demonstrate a continuous rise in breast cancer prevalence and mortality world-
wide [3].

The great difficulty in evaluating the prognosis and establishing adequate treatment
policies in cancer patients, low rate of early diagnosis render very important search for and
study of novel methods for cancer diagnosis and staging, as well as assessment of antitu-
mor immunity.

According to B. Fisher breast cancer is a systemic disease presenting a high risk of latent
systemic dissemination even at early clinical stages (T1-2NOMO) [7].

Detection of small clusters of metastatic cells (micrometastases) in bone marrow of
breast cancer patients is indicative of hematogenous cancer dissemination and is consid-
ered by many investigators a poor prognostic sign reflecting potential involvement of other
sites, first of all bones [4; 8].

Final decision about the presence or absence of bone marrow involvement is made bas-
ing on histological or cytological findings, though both have a limited resolution. For
instance, both histological and cytological tests detect malignant cells in bone marrow
only if they are present in a sufficient quantity, therefore detection of bone marrow
involvement is possible only at advanced breast cancer. Histology is able to detect 1 can-
cer cell per 100 myelokaryocytes [1].

Assessment of actual disease advance may be made by immunomorphological study.
Immunocytology using monoclonal antibodies to antigens expressed on epithelial tumor
cells can detect 1 tumor cell among 1 million myelokaryocytes.

Next to 100% of breast cancer cells express epithelial membrane antigen (EMA), cytok-
eratins (CK), tumor associated glycoprotein (TAG-12), human milk fat globule antigen
(HMFG-1), panepithelial antigen (EGP-34); and at a lower frequency carcinoembryon-
ic antigen (CEA) and some other markers.

The progress in immunocytology over recent years led to development of monoclonal
antibodies (MAB) to these antigens and gave rise to diagnostic tests for detection of single
tumor cells in lymph nodes, bone marrow, peripheral blood. The MAB have different sen-
sitivity and specificity. Mucin-like cancer antigen (MCA) is known to be expressed by
hemopoietic cells, MAB to EMA show cross-reactivity with bone marrow lymphoid cells
[6; 9]. W. Janni et al. (2000) consider antibodies to cytokeratins a standard for detection of
bone marrow micrometastasis in breast cancer.

MAB CAM 5.2 react with cytokeratins 7 and 8 [12], while MAB to pancytokeratins KL-
1 recognize cytokeratins 2, 6, 8, 10, 11, 18, 19 and at a lower extent 5, 14, 15.

Hemopoietic changes characteristic of bone marrow macrometastasis in breast cancer
are well known [2; 5], while there are few reports about bone marrow reaction to the pres-
ence of single tumor cells [11].

It therefore seems very important to study advance of breast cancer basing on detection
of micrometastases in bone marrow, to assess efficacy of various diagnostic tests for bone
marrow involvement, to establish differences in macro- and micrometastases, to compare
immunocytological findings with other evidence of disease advance, to analyze changes in
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Janni W. u coaBr., 2000, coBpeMeHHBIM CTaHIAPTOM JJIs OOHAPYKEHUS] MUKPOMETACTAa30B
paka MOJIOYHO JXeJie3bl B KOCTHBII MO3T SIBJISTFOTCS] aHTUTEJIA K [IMTOKepaTHHAM.

MonoxoHnansHbie aHTUTeTa CAM 5.2 B3aMOAECTBYIOT C IMTOKepaTuHaMu 7 U 8
[12], a MKA k maniuTokepatuHam KIL.-1 pacmo3Haior uTokepaTuHs 2, 6, 8, 10, 11, 18,
19 u B MeHbIICH cTenieHu 5, 14, 15.

N3MmeHeHus B crcteMe KPOBETBOPEHMsI, XapaKTepHbIe T MaKpOMETacTa3oB paka
MOJIOUHOI 3KeJIe3bl B KOCTHBIN MO3T, XOPOIIIO U3BECTHHI [2;5], OMHAKO UMEIOTCS JIUIIb
eAMHUYHBIE COOOIIEHUsI 00 aHaM3e KOCTHOMO3TOBOM peaklUM Ha MPUCYTCTBUE OT-
JIEIbHBIX OIMyXOJIeBbIX KJIeTOK [11].

Takum 06pa3oM, IpeACTaBISETCS aKTyaTbHBIM U3YUYHNTh CTETICHb TMCCEMUHAIINN paKa
MOJIOYHOI XeJie3bl Ha OCHOBaHUM BBISIBJICHUSI MUKPOMETACTa30B B KOCTHBIN MO3T, Olle-
HUTb 3(HEKTUBHOCTh PA3TUYHBIX METOJOB AUATHOCTUKM METACTaTUUYECKOTO IMOpaxe-
HUST KOCTHOTO MO3Ta, OTPeeSIUTh Pa3InIusl MEeXIy MakKpo- 1 MUKpOMeTacTa3aMu, CO-
MOCTaBUTh Pe3yJbTaThl UMMYHOLIMTOJOTUYECKOTO METOMAA C JAPYTMMU ITOKa3aTeIsIMHU
pacIpoCTpaHEHHOCTH Mpoliecca, MpoaHaIu3upoBaTh U3MEHEHUS B CUCTEME KPOBETBO-
peHUsI TIPU MeTacTaTMYECKOM TTOPaXkeHNU KOCTHOTO MO3Ta.

Lenbio paGoOTHI SIBJISIOCH OMpeeieHe CTEIIEHN TeMaTOreHHOM NMCCeMUHAIIK paKa
MOJIOYHOM XeJie3bl Ha OCHOBAaHUM OOHApPYKEHMSI METaCTaTUYECKOTO TTOPAKEHUST KOCT-
HOT0 MO3Ta BbICOKOUYBCTBUTEIbHBIMIA UMMYHOLIMTOJOTMYECKUMU METOJAMU C TIpUME-
HEHUEeM MOHOKJIOHAIBHBIX aHTUTEN K SMUTETUAIbHBIM aHTUTEHAM.

JI71s1 MOCTYKEHMST 3TO 11e/IM ObUIM TIOCTaBJIEHBI CIICAYIONINE 3a1a4n:

1. CpaBHUTb YYBCTBUTEJIbHOCTb UMMYHOILIUTOJOTMYECKOTO 1 IIUTOJIOTMYECKOTO METO-
JIOB TUAaTHOCTMKU METacTa30B paka MOJIOYHOM KeJie3bl B KOCTHBIN MO3T.

2. OnpeneauTh YacTOTy OIyXOJIEBOTO MOPAXKEHUSI KOCTHOTO MO3Ta IMPH pake MOJIOY-
HOI1 XeJe3bl Ha Pa3IMYHBIX CTAAMSIX MPU HUCIOAb30BAHUM MMMYHOILIMTOJOTUYECKOTO
MeTona.

3. OLeHUTDH B3aMMOCBSI3b UMMYHOJIOTUIECKOTO OOHAPYXKEHUST MUKPOMETACTa30B pa-
Ka MOJIOYHOI1 3XeJie3bl B KOCTHBII MO3T C OMOJIOTUYECKMMU XapaKTepUCTUKAMU TTePBUY -
HOI1 OMyX0JId, TOpaXKEHUEM JTUMMaTUIYECKUX Y3I0B, APYTUMU KIMHUKO-1a00paTOPHbI-
MM TTOKa3aTeIsIMUA PacIipOCTPaAaHEHHOCTH ITpoIiecca.

4. [IpoaHanM3MpOBaTh COCTOSTHUE KPOBETBOPEHMS y OOJIBHBIX ¢ MaKpOMeTacTa3aMM
paka MOJIOYHOM XeJie3bl B KOCTHBII MO3I, MUKpOMeTacTa3aMu U 6e3 TeMaTOreHHOM auc-
CEeMUHAIIH.

MATEPHAJIBI U METO/IbI

B pabote ucnonb3oBaHbl MaTepHUabl KIMHUYECKOTO, MOPGHOIOrMYeCKOro, MMMYHO-
LIUTOJIOTUYECKOTO 00caenoBaHMsI 53 OOJbHBIX paKOM MOJIOYHOM XeJie3bl, HaXOAUBIINX-
CsI Ha JICYEHUU B XMPYPTUUECKOM OTIEJIEHUM OITyxoJyiell MoouHbIx xene3 POHLL B me-
puoa ¢ 1999r. mo 2001r.

B uccnenyemyio rpynmny BOLUUIM XEHIIUHBI B Bo3pacte oT 27 1o 72 net. CpeaHuit Bo3-
pact cocraBui 49 Jjier.

CrepHasbHasi MyHKLMSI TIPOU3BOAMIACH BCeM OOJBHBIM 10 Hauaua JieueHust. Mccreno-
BaHKME KOCTHOTO MO3ra BBINIOJIHSIIOCh KAaK CTAaHTAPTHBIM LIUTOJIOTMYECKUM METOIOM, TaK

hemopoiesis due to metastatic involvement of bone marrow.

The purpose of this study was to define degree of breast cancer hematogenous dissemi-
nation basing on detection of bone marrow involvement by highly sensitive immunocyto-
logical tests using MAB to epithelial antigens.

The following objectives were defined:

1. To compare sensitivity of immunocytological and cytological tests for the diagnosis of
bone marrow involvement in breast cancer patients.

2. To assess the rate of bone marrow involvement in breast cancer patients at various dis-
ease stages by immunocytology.

3. To assess relationship of micrometastatic bone marrow involvement in breast cancer
and biological features of the primary tumor, lymph node status, other clinical and labo-
ratory evidence of disease advance.

4. To analyze hemopoietic status in patients with bone marrow macrometastases vs.
micrometastases of breast cancer vs. those free from hematogenous dissemination.

MATERIAL AND METHODS

The paper analyzes clinical, morphological and immunocytological data of 53 breast
cancer patients managed at the Breast Cancer Surgery Department, CRCR during 1999 to
2001.

The study population consisted of women 27 to 72 years of age, mean 49 years.

All patients underwent sterile puncture before treatment. Study of bone marrow speci-
mens was made both by standard cytology and immunocytology (by immunofluorescence
using MAB to cytokeratins CAM 5.2 (Becton Dickinson, USA) and KL-1 (Immunotech,
France). Positive test was defined as the presence of 1 metastatic cell per million
myelokaryocytes. The use of MAB allows easy detection of metastatic cells among
myelokaryocytes by bright specific cytoplasmatic fluorescence.

RESULTS AND DISCUSSION

Twenty three (43.4%) women were at childbearing age, 8 (15.1%) were perimenopausal
and 22 (41.5%) menopausal.

Infiltrative ductal carcinoma was the most common (39.6%) histological type of breast
cancer. Infiltrative lobular carcinoma was also rather common (32.1%). Other histological
types (mixed, tubular, medullary, mucous and papillary carcinoma) were less frequent.

Metastases detected by bone marrow cytology were considered macrometastases. While
micrometastases were defined as metastases detected by immunocytology. This type is
undoubtedly just one of the large variety of micrometastases in a broad sense. Initially the
meaning of the term "'micrometastases’ was limited to tumor cell clusters less than 2 mm in
diameter. However immunocytology using MAB can detect not only cell clusters but also
single occult cancer cells. Pic. 1 demonstrates a metastatic cell cluster in bone marrow of
a breast cancer patient.

Standard cytology detected bone marrow metastases in 2 (3.77%) of 53 patients. One of
them had clinical stage IV disease before the detection of bone marrow involvement
(T4N2M1; an axillary lymph node conglomerations, epigastral and paraaortal lymph node
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¥ MMMYHOLIMTOJIOTUYECKUM (peakiusi UMMyHOMIyopeclieHIIMM ¢ TpuMeHeHneM MKA
K mutokepatiHaM CAM 5.2 (Becton Dickinson, CIIIA) u KL-1(Immunotech, ®paH-
1vst)). [TonoXNTEeTbHOM CUMTATN PEAKIIUIO IIPU HATMIUHY 1 MeTacTaTUIECKOM KIIETKY Cpe-
1 1 MuinoHa MuenokapruouuToB. [1pu ucnonb3oBannn MKA K iuTokepatnHaM MeTa-
CcTaTMYECKUE KJIETKH JIETKO 0OHApYKMBAIOTCS CPEAU MUEJIOKAPUOLIMTOB 110 HAJIMYUIO SIp-
KOro creurduyeckoro UToIIazMaTuieckoro uyopeciieHTHOro ceevyeHust. [loacuer
KJIETOK MUEJIOTpaMMBI M MX aHAJIN3 TTPOM3BOIUIICS B KIIMHUYECKOM JJA00paTOPUN.

PE3VYJBTATBI 1 OBCYXKJIEHM!ii

B penponyKTuBHOM BO3pacTe HaxOauIuch 23 GonbHbIe (43,4%), B COCTOSIHUM TIEPH-
MeHormay3bl — 8 mauueHTok (15,1%), B MeHonay3e — 22 xeHiuuHbI (41,5%).

HawubGosee 9acTbIM TUCTOJIOTMYECKIM BapyuaHTOM ObUT MH(MUIBTPATUBHBIM ITPOTOKO-
BbIii paK (39,6%). OTMeuyeHa J0CTaTOYHO BBICOKAsI YaCTOTa MHMDMIBTPATUBHOTO A0JIbKO-
Boro paka (32,1%). OcrtaibHble TUCTONIOTHYECKUE (HOPMBI (CMEIIAHHBIHA, TYOYJISIPHBIN,
MEIYJUISIPHBIN, CIM3UCTBIN U MaNWUISPHBIN pak) BCTPEYaTUCh PeXe.

MerTacTasbl, BBISIBISIEMbIe TIPHW LIMTOJOTMYSCKOM MCCIEMOBAaHUM KOCTHOTO MO3Ta,
0003HaYaINCh KAK MAKPOMETACTa3bl. TepMUH «MUKPOMETACTA3bI» UCIIOIb30BAJICS HAMU
MPUMEHMUTEIBHO K MeTacTasaM, OIpeae/isieMbIM MMMYHOLIUTOJOTMYECKIUM METOIOM.
BesyciioBHO, 3TO Wb OHA U3 Pa3HOBUIHOCTE MUKPOMETACTAa30B B IIIMPOKOM CMBIC-
JIe 3TOro cjioBa. Mi3HaYyaIbHO TEPMUHOM «MUKPOMETACTA3bl» 0003HAYAIM KJIACTED OITy-
XOJIEBBIX KJIETOK IUAMETPOM MeHee 2 MM, OJHAKO IIPX UMMYHOLIUTOJIOTUIECKOM HCCIIe-
JIOBaHUU C IPUMEHEHNEM MOHOKJIOHAIBHBIX aHTUTE] YAACTCS ONPEISIUTh OTACIbHBIE,
«OKKYJIBTHBIE» PAKOBBIE KJIETKU, a He TOJIbKO MX KiacTephl. Ha puc. 1 mpencraBieH KoMm-
IUIEKC METACTATUYECKKUX KJIIETOK B KOCTHOM MO3T€ IIPU paKe MOJIOYHOM XKeJIe3hI.

[1pu cTraHAapTHOM LIMTOJIOTMYECKOM UCCIIEMOBAHMUI METACTa3bl B KOCTHBIM MO3T ObLIU
oOHapyxeHbI y 2 13 53 601bHbIX (3,77%). Y onHoit u3 Hux IV kamHnueckast cragust Obia
YCTaHOBJICHA 10 OOHAPYKEHUS METACTaTUIECKUX KJIETOK B KOCTHOM Mo3re (T4N2M1 —
KOHIJIOMePAT JIMM(pOY3JI0B B IOAMBIIIEYHO 00/1aCTH, METACTAa3bl B INM(pATUIECKUE Y3~
JIbI BIUTACTPAJILHOM 00JIaCTH, MapaaopTaibHble TMMMOY3Jbl, MeUeHb). Y APYroi nauu-
€HTKM MCXOAHasl cTaaus 3abosieBaHMs Obl1a pacueHeHa kak T2NOMO (I1a), mocie tuTo-
JIOTUYECKOr0 OOHAPYXEHMSI METACTA30B B KOCTHBII MO3T CTaaus u3MeHeHa Ha IV.

Hcnonb3oBanue MoHOKJIOHaNbHBIX aHTUTET CAM 5.2 1 KL-1 no3BoJiniio Bo Bcex Ciy-
Yasx MOATBEPINUTh HAIMINE [IMTOJIOTUIECKU BBISIBIIEHHBIX METACTa30B B KOCTHOM MO3Te
M CYILIECTBEHHO IIOBBICHTH YACTOTYy MX OOHAPYXEHHUS IIPH UMMYHOMOP(HOIOrMIECKOM
HCCIeN0BaHUM. Pe3ynbraTel BCeX MCCIEIOBAaHMIA OLIEHUBAINCh B 3aBUCMMOCTH OT YyB-
cTBUTEIbHOCTU MeTofa. K mepBoii rpyrme 60IbHBIX ¢ MUKPOMETACTa3aMy ObLIM OTHeCe-
HBI TAIIMEHTKN, B KOCTHOM MO3Te KOTOPBIX BBISIBJICHBI | WM 60Jiee OIMyX0JIeBhIX KIETOK
B | MJIH. MUeTOKapyuoLUTOB. [1py pUMeHEHNH 3TOTO KPUTEPHSI MUKPOMETACTA3bI I1a-
THOCTUPOBaHBI y 24 manueHToK (45,3%). Psn nccienoBaTeseil cC4MTaeT IOPOrOBOIA OITy-
XOJIEBYIO Harpy3Ky B 10 310Ka4eCTBEHHBIX KJIETOK M YKa3bIBAET, YTO MPH TAKOM KOJIIYe-
CTBE METACTaTUYECKUX KJIETOK B KOCTHOM MO3T€ BEPOSITHOCTh BOSHUKHOBEHHUS OTHAJICH-
HBIX METACTa30B PE3KO BO3pacTaeT. B CBsA3M ¢ 9TUM, BTOPYIO IPYIITY GOJbHBIX COCTABIIN
naiueHTKy ¢ 10 1 6oJiee OMyXoaeBbIMU KJIETKaMU B 1 MJTH. MuesokaproluTos. [Ipu no-

Puc. 1. Kommiekec MeTacTaTHYeCKHX KJIETOK B KOCTHOM MO3re 00JIbHOii PAKOM MOJIOYHOIH
kene3pl. [luronentpudyxubiii npenapar. Okpacka MKA KL-1. x 400.

Pic. 1. A metastatic cell cluster in bone marrow of a breast cancer patient. Cytocentrifuge
specimen. KL-1 staining. Magn. x 100.

involvement, liver metastases). The other patient had initially T2NOMO (Ila) disease and
the stage was changed to IV after the cytological study.

Immunomorphological study using CAM 5.2 and KL-1 confirmed the bone marrow
metastases as detected by cytology in all cases and increased considerably frequency of
their detection. Results of all tests were assessed with respect to their sensitivity.
Twenty four (45.3%) patients with micrometastases at 1 or more tumor cells per mil-
lion myelokaryocytes were assigned to group 1. Some investigators believe that detec-
tion of 10 cancer cells in bone marrow specimens renders development of distant
metastases very likely. Therefore group 2 included 11 (20.75%) patients with 10 or
more tumor cells per million myelokaryocytes. Pic. 2 demonstrates frequency of bone
marrow metastatic involvement in breast cancer patients by standard cytology and
immunocytology.

It should be mentioned that counts of tumor cells detected by immunocytology in our
study were very low: 1 to 12 per million myelokaryocytes. Only 2 of 28 patients had 20
tumor cells and 1 had 45 cells per million myelokaryocytes. The ability to detect single
tumor cells makes this test much more sensitive than cytology and is its main advantage.

We analyzed relationship between the presence of tumor cells in bone marrow and some
clinical and laboratory findings, biological characteristics of the primary, lymph node
involvement, other evidence of disease advance.

Relationship between ovarian/menstrual function and breast cancer metastasis to bone
marrow was statistically significant (p=0.031). Mean number of metastatic cells in bone
marrow of women at childbearing age was three-fold greater than in menopausal ones
(6.97£2.22 vs. 2.26£0.7, respectively).
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poroBoM ypoBHe B 10 KJIETOK MUKpOMeTacTa3bl BbisiBieHbI B 11 ciyvasx (20,75%). Yac-
TOTa BBISIBIICHUSI METaCTa30B paka MOJIOYHOM XeJie3bl B KOCTHBIN MO3T ITPU MCIIOIh30Ba-
HUU CTaHIAPTHOTO LIMTOJIOTMYECKOTO METOAA M MMMYHOIIUTOJOTHIECKOTO MCCIICIOBa-
HUS ¢ TPUMEHEHEM MOHOKJIOHAJIBHBIX aHTUTEI TIpeICTaBlIeHa Ha pucC. 2.

BaxkHbIM sIBJIIETCS TO, UTO B HAIIIEM MCCIETOBAHUM KOJIMYECTBO OMYXOJIEBBIX KJIETOK,
onpeaeaseMbIX UMMYHOLIMTOJIOTMYECKHU, ObLIO O4eHb HU3KUM: OT 1 10 12 cpenau 1 MutH.
MUEIOKAPUOIUTOB. JINIb y 2-X U3 28 60JIBHBIX UMMYHOIIUTOJOTMYECKHU OBIJIO OOHAPY-
KeHo 20 omyxoJeBbIX KJIETOK M Yy OJHOI 00JIbHOM 45 KJIeTOK B 1 MJIH. MUEJIOKAPUOLIM -
TOB. BO3MOXHOCTb BBISIBICHUS €MMHWYHBIX OIYXOJICBBIX KJIETOK SIBJISIETCSI TJIABHOM
MPUYUHON GOJIbIIE YYBCTBUTEBHOCTH MMMYHOILIUTOJIOTUM B CPAaBHEHUM C LIMTOJIOTH -
YECKUM HCCIEIOBaHUEM U €€ OCHOBHBIM TPENMYIIIECTBOM

Hamu 6bu1a mpoaHaiM3aupoBaHa CBI3b MEXIY MPUCYTCTBUEM B KOCTHOM MO3I'€ OITyX0-
JIEBBIX KJIETOK M HEKOTOPHIMU KIIMHUKO-JIA00PaTOPHBIMU JaHHBIMU, OUOJIOTUIeCKUMU
XapaKTepPUCTUKAMU TMEPBUIHON OIYXOJIH, TTOpaXXeHUeM JTUMGbaTUIECKUX Y3JI0B, IPYTH-
MM T10Ka3aTeJIsIMUA paclipoCTPaHEHHOCTH Tpollecca.

CBs13b MEXIy OBapUaIbHO-MEHCTPYaTbHOM (hYHKIIMEW M METacTa3MpOBaHEM paKa MO-
JIOUHOM 3XeJie3bl B KOCTHBIN MO3T OblTa octoBepHOit (p=0,031). CpegHee KOJIMUECTBO Me-
TaCTaTUYECKUX KJIETOK B KOCTHOM MO3Te OOJIbHBIX PEITPOAYKTUBHOIO BO3pacTa B 3 pa3a Bbl-
1IIe, YeM y OOJBHBIX, HaXOAAIIMXCS B MeHomay3e (6,9712,2 u 2,26+0,7 coOTBETCTBEHHO).

Y GOJIBHBIX C PEIENTOPOTPUIIATEIHHOM OITyXOJIBIO TI0 PEIENTOPaM 3CTPOTEHOB MUK-
poMmeTacTasbl B KOCTHBII MO3r Habmoganuch B 62,1% ciaydaes, a mpu PO+ omyxonu —
B 28,6% (p=0,039) (puc. 3)

BrisiBnieHa 1ocToBepHast CBSI3b MEXIY OTPUIIATETbHBIM PEIICTITOPHBIM CTATYCOM OITyXO-
JIA TI0 pelienITOpaM IPorecTepoHa M MeTacTa3upOBaHUEM paKa MOJIOUHOM XKeJIe3bl B KOCT-
Hb1id Mo3r. [1pu PIT- onyxonu MukpomMeTacTasbl OOHapyXeHbI B 76,9% ciiy4aes, a y maiu-
EHTOK C PELIENITOPITONIOXKUTEIbHOI ommyxoibio o PIT — B 3 pa3za pexxe — B 25% (puc.4).

[1pu OTCYTCTBUU B OIYXOJM PEIETNITOPOB ICTPOTEHOB M PEIENITOPOB TpOrecTepoHa
(PD-PTII-) y 84,6% 6G0nbHBIX B KOCTHOM MO3Tre¢ UMETMCh MUKPOMETACTa3bl paka MOJIOY-
Hoii xene3bl. CpenHee KOJIMYECTBO 3710KaYECTBEHHbBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3re 00Jib-
HBIX ¢ PO-PII- omyxobio B 6,4 pa3a BbIlIe, YeM CpeIHee KOTMIECTBO METACTATHUECKUX
KJIETOK, BBISIBJISIEMBIX ¥ OOJIBHBIX C PEIETITOPIIONOXUTEILHONM OIMyXOJIbIO 1O PELIeNTO-
paM BCTPOreHOB U TMporecTepoHa. TakuM 00pa3oM, HalTu4ue B KOCTHOM MO3Te MeTacTa-
TUYECKUX KJIETOK paka MOJIOUHOM 3Kelie3bl, B3aMOCBSI3aHO C HETaTMBHBIM CTaTyCOM
OITyXOJIX TI0 pelielITOpaM 3CTPOTeHOB U IIPOTECTePOHA.

B rpymnme 601bHBIX ¢ HamuuueM 1 1 60Jiee OMyXoJIeBBIX KJIETOK cpear 1 MIIH. MUEIOo-
KapuOLUTOB OOHApYXeHa CTaTUCTUYECKU JOCTOBEPHasl B3aUMOCBSI3b MEXIY KPYTJIOK-
JIETOYHOM MHOMIBTpaleil 1 MUKpoMmeTacTazamMu 1o KpyTmJIoKJIeTOYHOM MHGMITBTpa-
el TTOHMMAIOT MHGWIBTPALINIO OMYXOJH JTUMGOLMTaAMHU, MakpodaraMu, ria3MaT-
yecKUMHU KjeTkaMu. Cpenu 60JIbHBIX C BhIpAXKeHHOU KPYIJIOKIETOUYHON MHOWIBTPAII -
et onyxonu (++ u +++) 370KaueCTBEHHbIC KJIETKM B KOCTHOM MO3Te OIpeaeseHbI
y 83,3% mnaireHToK, a Mpu yMepeHHoi U cyiaboit — cooTBeTcTBeHHO Y 58,3% 1 33,3%.

B rpynne manmeHnTok ¢ 10 1 6ojee 3710KauyeCTBEHHBIMU KJIETKAMU CBSI3b MEXIY KPYT-
JIOKJIETOUHOI MHMWIBTpaIMeld OMyX0JU U METaCTa3uPOBaHUEM B KOCTHbBIN MOST ITPOSIB-

501 45,

254

% GOnNbHBN

no AaHHbIM LI,I/ITOHOFVII/I/ no AaHHbIM I/IMMyHOLJ,I/ITOI'IOI'MM/
by cutology by immunocutology

W M0 AaHHBIM UrTanorvu f by cytology
B >10 on. knetok & 1MnH. / > 10 tumor cells per million myelokaryocytes
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Puc. 2. YacToTa BbIIBJIEHHS METACTa30B B KOCTHBIII MO3T HIUTOJOIrH4€CKUM U UMMYHOLI~
TOJIOTHYECCKUM METOAaMHU Y 00JIbHBIX PaKoM MOJIOYHOM 3KeJie3bl

Pic. 2. Frequency of bone marrow metastatic involvement in breast cancer patients by
standard cytology and immunocytology

Bone marrow micrometastases were found in 62.1% of patients with estrogen receptor
(ER) negative tumors and in 28.6% of patients with ER-positive cancer (p=0.039) (pic. 3).
There was a significant relationship between progesterone receptor (PR) negative sta-
tus and bone marrow metastasis of breast cancer. Micrometastases were found in 76.9%
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Puc. 3. Pacnpenenenue 6onbnbix PM2K B 3aBUCMMOCTH OT CTaTyca PelienToOpoB 3CTpore-
HOB B OIMYXOJIM M IMMYHOIIUTOJIOTHYECKOTO BBISIBJIEHHSI MUKPOMETACTA30B B KOCTHBIf MO3T

Pic. 3. Distribution of breast cancer patients with respect to estrogen receptor status and
immunocytological detection of bone marrow micrometastases
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JsieTcs ¢ 6osee BbIcoKoit TouHOoCcThIo (p=0,001). OmyxoJieBble KJIETKHM B KOCTHOM MO3Te
oOHapyXeHbI Y 4,8% GOJBHBIX CO ¢/1aboii MHGWIBTpaLyeit omyxonu, v 33,3% GObHBIX
C YyMepeHHOI MHGUIBTpaLKei 'y 66,7% MalMeHTOK ¢ BHIPAXXEHHOM MH(GUIBTPALIUE.

[IpolieHT UMMYHOILIUTOJIOTMYECKOTO OOHAPYXEHUSI MUKPOMETACTa30B BO3pacTall OT
I x IV craguu (ot 40% 1o 62,5%). HanGospinast yacToTa ONpeaeeHUsI METacTa30B U ca-
MO€ BBICOKOE Cpe/lHee 3HaueHHUe KOJIMIeCTBa OITyX0JIeBhIX KIeToK B KM oTMeueHo mpu
IV craguu 3a6oneBanus (7,2 KineTku * 3,5), HaumeHbinee — 1ipu 1lla ct. (0), uTo, Buam-
MO, OOBSICHSIETCSI MaJIbIM YMCJIOM OOJIbHBIX B JAHHOM TpyTIIie.

B Hammem ucciaenoBaHUM He 0GHAPYXKEHO Pa3IMIMil B YaCTOTE BBISBICHUSI MUKPOME-
TacTa3oB MPU MHGUIBTPATUBHOM MPOTOKOBOM (57,1%) 1 MHOUIETPATUBHOM JOJIBKO-
BoM pake (58,8%).

CTaTUCTUYECKU TOCTOBEPHOM CBSI3M MEXIY YaCTOTOM BBISIBICHUS MUKPOMETACTa30B
B KOCTHBII MO3T ¥ pa3MepoM TIePBUYHOTO Ovara B MOJIOYHOM XKeje3e, CTENeHbIO 37I0Ka-
YECTBEHHOCTH OIYXOJIM, CTETNIEHBIO e¢ MM GEePeHIIMPOBKH, 0OHAPYKEHIUEM KOMITJIEKCOB
3JI0KAYeCTBEHHBIX KJIETOK B IMM(PATUYECKUX IIEJISIX MOJIOYHOM XKeJie3bl, HEKPO30OM OITy-
XOJIM, MaMMOTpahIeCKMHU TTPU3HAKaMU pAaCIIPOCTPAHEHHOCTH, a TAKKe JIOKaJTA3aIli -
eif OITyXOJIM B MOJIOYHOM XeJie3e He BBISBJICHO.

[IpencraBnsiioch UHTEPECHBIM OLICHUTh HAJIMUYWE KOPPEJSAIIMU MEXIy MeTacTa3aMu
B KOCTHBII MO3T M CTaTyCOM JIMM(baTUYECKUX Y3JIOB y O0JbHBIX PAKOM MOJOYHOM XeJie3bl.

B Hamrem mcciieioBaHNM OTCYTCTBOBAJIA CBSI3b MEXIY MUKPOMETAaCTa3upPOBaHUEM pa-
Ka MOJIOYHOI KeJIe3bl B KOCTHBIN MO3T M HAJTMYMEM JTUMQPOTEHHBIX METaCTa30B B PETH-
OHapHble JUMPOoy3ibl (MHAeKCcoM N, HajluyrMeM KOHIJIOMEpPAaTOB, KOJIMYECTBOM Mopa-
JKEHHBIX MeTacTazaMy JTUM(OY3JIOB, TIpOpacTaHWEM KarlCyJsbl JIUMGOy3/ia OIMyXoJIblo).
ITpu mo6om nHaekce N yacTota 0OGHapyKeHUSI MUKPOMETACTAa30B COCTaBIsIIa TIPUMEp-
HO 52% — 53%. Ha Hain B3IJsi, IOJYYEeHHbBIE PEe3y/IbTaThl IMOATBEPKIAIOT TMIIOTE3Y
0 TOM, 4TO JIMMGOTEHHBIN U TeMaTOreHHBII MyTH METaCTa3MPOBAHUS SIBJISIIOTCS HE3aBH -
CUMBIMU ¥ PaBHOILIEHHBIMHM, @ OTTYXOJIEBbIE KJIETKM MOTYT TTOTIAaTh B KPOBOTOK, MUHYST
aKCUJUISIPHBIE TUM(OY3IIHI.

AHanu3 pe3yabTaToB paJuOU30TOITHOIO UCCIEAOBaHUS KOCTE B 00CIeayeMOoil IrpyI-
T1e OOJIBHBIX HE BBISIBUJI JOCTOBEPHOU B3aMMOCBSI3M MEXIY YaCTOTON OOHAPYKEHUST MU-
KPOMETACcTa30B B KOCTHOM MO3T¢ U CIeIU(UIECKUM TTOpaKeHNUEM 0 JaHHBIM CLIMHTH -
rpacdun. B rpynmne OOJbHBIX ¢ MPUCYTCTBUEM OITyXOJEBBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3Te
CUMHTHUTpadhUIecKre TPU3HAKU TTOPaXkeHUsT KOCTEei BCTpeyaIrch B 2 pa3a Jalle, oaHa-
KO pe3YJIEThI CTATUCTUYECKH HE TOCTOBEPHBI.

HMMMmyHoIMTOIOrMYECKast IETEKIIUS OITyXOJIEBbIX KJIETOK B KOCTHOM MO3T€ U PEHTIe-
HOJIOTUYECKOE OOHApYKeHUE METacTa30B B KOCTU TakXe HE ObLIM B3aMMOCBSI3aHbl HU
B OTHOM W3 TPYIIII.

Hamu 6bTM M3y4eHO COCTOSTHME KPOBETBOPEHUS Y OOJBHBIX ¢ MaKpOMeTacTa3aMH,
MUKpOMeTacTa3aMu 1 0e3 reMaTOreHHOM AucCeMUHaLMuU. Y 2 MaleHTOK ¢ MaKpoMeTa-
cTazaMM pakKa MOJIOYHOM XeJie3bl B KOCTHBIM MO3T, TOATBEPKICHHBIMU IIUTOJIOTYEC-
KUM U UMMYHOIIUTOJIOTMYECKUM METOIAMM, HaOJI0AaIach BEIpaKeHHAsT PEaKIIUsT CUC-
TeMbl KPOBETBOPEHMS B BUJIE TUIOTUIa3MK KOCTHOTO Mo3ra. ConepxkaHrue MUeJIOKapro-
LIMTOB U METaKapMOLIMTOB B KOCTHOM MO3Te 00euX MallMeHTOK ObIJI0 CHUXEHO: Y OMHOM

of patients with PR negative tumors and in 25% (3-fold less frequently) in PR positive
cases (pic. 4).

B GonbHble 6e3 meTacTasos B KM /
patients free from bone marrow
metastases

GonbHble ¢ meTacTtazamu B KM /
patients with bone marrow
metastases

% GONbHbIX

PM-/PR- P+ PR +

Puc. 4. Pacnpenenenue 60ipHbIx PM2K B 3aBHCHMOCTH OT cTaTyca pelienTopoB Mporec-
TEPOHA B OMYXOJIM M BbIsIBJIEHHS MUKPOMETACTA30B B KOCTHBI MO3T

Pic. 4. Distribution of breast cancer patients with respect to progesterone receptor status
and the presence of bone marrow micrometastases

Micrometastases of breast cancer were detected in bone marrow in 84.6% women free
from both ER and PR (ER PR ) in their tumors. Mean number of malignant cells in bone
marrow of ER PR patients was 6.4-fold as great as that in ER+PR+ cases. Therefore
metastatic involvement of bone marrow in breast cancer is related with ER- and PR-neg-
ative tumor status.

Patients from group 1 (1 or more tumor cells per million myelokaryocytes) demonstrat-
ed a statistically significant relationship between round-cell infiltration and micrometas-
tasis. The round-cell infiltration is defined as infiltration of the tumor by lymphocytes,
macrophages, plasmatic cells. Among patients with marked (++ or +++) round-cell infil-
tration 83.3% had bone marrow involvement, the respective rates for patients with moder-
ate and mild round-cell infiltration were 58.3% and 33.3%.

In group 2 (10 or more tumor cells per million myelokaryocytes) the relationship
between round-cell infiltration and micrometastasis was stronger (p=0.001). Bone marrow
involvement was found in 4.8% of patients with mild infiltration, 33.3% of patients with
moderate and 66.7% of those with marked infiltration.

Percentage of patients with immunocytologically detected micrometastases was increas-
ing from 40% to 62.5% with increase in disease stage from I to IV. Patients with stage IV
disease demonstrated the highest frequency of micrometastasis and had the greatest mean
number of tumor cells in bone marrow (7.2%3.5 cells), while in stage 111a the above men-
tioned rates were the lowest (0), which might be due to very few patients in this subgroup.
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0OJIBHOI TPaHYJIOLMTAPHBIN M SPUTPOUAHBIN POCTKHM ObUIM OTHOCUTEIBHO COXPaHHBbI,
OJIHAKO CPEIV KJIETOK KpacHOro psiaa Mpeodianaind oKcuuibHble hopMbl (24%, N —
0,8-5,6%). Y mpyroii malieHTKX SPUTPOUIHBINA POCTOK OBUI IIPEACTABIEH €IMHNYHBIMU
kinetkamu (4,9%, N — 14,5-26,5%), pe3ko yBelIU4YeHO JIeiiKO-3pUTPOOIaCTUUECKOE OT-
HoieHue (15,0, N — 2,1-4,5), CHIXXEH MHAECKC CO3peBaHUS HEUTPODUIOB, MOBBIIIEHO
KOJIMYECTBO MOHOIIUTOB U JTUM(DOIIUTOB.

B rpynme GoabHBIX ¢ MUKpOMETAacTa3aMU CHUKEHME KJIETOYHOCTU KOCTHOTO MO3Ta
oTMmevaeTcs B 2 pa3a vauie (53,6%), yeM y maiMeHTOK 0e3 MeTacTaTUYeCKOro Mmopaxe-
HUSI KOCTHOTO Mo3ra (28%).

KocBeHHBIMU TTpU3HAKaAMU TIPUCYTCTBUS OITyXOJIEBBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3Te MOX-
HO CUMTATh CKOIUICHUS 3-5 TUIa3MaTUYECKUX KJIETOK M OOHapyXKeHNe KPYITHBIX KJIETOK
C TUIMEPXPOMHBIM SIIPOM M MHOXKECTBEHHBIMM HYKJICOJIAMM, OTJIMYAIOIIMXCSI OT HOp-
MaJTbHBIX KJIETOK KOCTHOTO MO3Ta.

CKoTuIeHUS TJIa3MaTUYeCKUX KJIETOK He TUITMYHBI IJI1 HOPMAJIbHON MHUEIOTPAMMBI.
V¥V 100% GoabHBIX, B IIyHKTaTaX KOTOPBIX PETUCTPUPYIOTCS CKOTUIEHMS IJIa3MaTHYeCKUX
KJIETOK, MMMYHOITUTOJIOTMYECKY OIpeneIeHbl MUKPOMeTacTa3bl B KOCTHBIN MO3L Ta-
KUM 00pa3oM, OOHapyXeHa IOCTOBEpHAasl CBSI3b MEXIY HaJudueM B KOCTHOM MO3Te
CKOIUICHUI TJIa3MaTUIECKUX KJIETOK U BBIIBIeHUEM MUKpoMeTacTa3oB (p=0,001).

Y GOJIBHBIX C UMMYHOLIMTOJOTMYECKH ONpeaeisieMbIMU MeTacTa3aMy B KOCTHOM MO3-
re oOHapyXKeHbl U3MEHEHUSI BCEX OCHOBHBIX BUJIOB KJIETOK, YUACTBYIOIIMX B obecrieue-
HUY UMMYHOIIMTOIT033a; MOHOILIUTOB, JTUM(OILIMTOB, IJIa3MaTUIecKnX KiaeTok. Comep-
JKaHUe MOHOLIMTOB M JUMGOLMTOB B KOCTHOM MO3Te MPU HAJIMYMU MUKPOMETACTa30B
MOBBINIEHO. Tak, KOJTMYeCTBO MOHOIIMTOB TIOBBIIIAJIOCH B 4 pa3a Jalle y 60JbHBIX C OITy-
XOJIEBBIM TTOPakeHNEM KOCTHOTO MO3Ta, YeM Y MallMeHTOoK 60e3 MeTtacTta3oB. CpenHee nx
3HAYEHME COCTaBUJIO COOTBeTCTBeHHO 2,3 u 1,7 (p<0,05).

ConepxkaHue JTUMGOIIMTOB B KOCTHOM MO3Te Y OOJBHBIX ¢ MUKPOMETacTa3aMu ObLIO
JIOCTOBEPHO BBIIIIE, YeM ITPU OTCYTCTBUHM €TO OITyXOJIEBOTO MOpaXXeHUs (COOTBETCTBEHHO
13,9+0,98 u 10,7+0,5) (p<0,01). He nckimoyeHo, OmHAKO, YTO YBEJUYEHHNE KOJIMIECTBA
JIMMOLIMTOB HOCUJIO OTHOCUTEJIbHBIN XapakTep.

OGHapykeHO CTAaTUCTUYECKH JOCTOBEPHOE TTOBBIIIEHUE JIEMKO-3pUTPOOIACTUIECKO-
ro otHomeHus (5,4+1,07) B rpyme naureHToK ¢ 10 1 60Jee OmyXoJIeBbIMU KIETKAMK
cpen 1 MJTH. MUEJIOKapUOILIMTOB MO CPaBHEHUIO C OOJbHBIMM 0€3 MUKPOMETACTa30B
(3,78%0,2), p<0,05.

MOXXHO IPEAIOIOXHTh, 4TO ITOI0O0HBIC N3MEHEHUSI SIBIISTIOTCS HAabo0JIee paHHUM TIPO-
SIBJICHWEM PeaKIIM1 KOCTHOTO MO3Ta Ha TIPUCYTCTBUE OTAEIbHBIX OITyXOJIEBBIX KIETOK.

B ananuzax nepudepudeckoit KpoBU He BBISIBIEHO CTATUCTUYECKU TOCTOBEPHBIX pa3-
JIMYUI B COIEPXKaHUM SPUTPOITUTOB, JIEUKOIIUTOB, TPOMOOIIMTOB, TeMOTJIOOMHA, TeMa-
TOKpPUTA U IPYTUX TTOKa3aTesieil KpoBU y OOJIbHBIX C MUKPOMETACTa3aMU paKa MOJIOUHOM
JKeJIe3bl B KOCTHBIM MO3T U Y TAlIMEHTOK 0€3 METacCTaTUUECKOTo ero MmopaxeHus.

[pencraBieHHbIC HAMM JaHHBIC IEMOHCTPUPYIOT HEOOXOIMMOCTh BHEAPEHUST B KITMHM -
YECKYIO MTPaKTUKY UMMYHOMOP(MOIOTMUECKOTO UCCIeI0BAHNS KOCTHOTO MO3Ta, 0COOEH-
HO Ha paHHMX CTAIMSIX paka MOJIOUHOM XKeJIe3bl, 17151 OLIEHKU CTETIEHHM PacIpOCTpaHEHHO-
CTU omyxoJieBoro npotiecca. [I[puymMeHeHne UMMYHOLIMTOIOTMYECKOTO METOA C UCTTOJIb30-

We found no difference in frequency of micrometastasis detection between cases with
infiltrative ductal (57.1%) vs. infiltrative lobular (58.8%) carcinomas.

There was no statistically significant relationship between frequency of micrometastatic
bone marrow involvement and the primary tumor size, grade or differentiation, the pres-
ence of cancer cell clusters in breast lymphatic fissures, tumor necrosis, mammographic
evidence of disease advance and tumor location in the breast.

It was thought interesting to assess correlation between bone marrow metastasis and
Ilymph node status in patients with breast cancer.

Bone marrow micrometastatic involvement was found not related to the presence of
regional lymph node metastasis (N index, the presence of conglomerations, number of
lymph nodes involved, tumor invasion of lymph node capsule). The frequency of
micrometastasis detection was about 52-53% for any N value. This finding may be a con-
firmation of lymphogenous and hematogenous metastasis types being independent and
equivalent, and the ability of tumor cells to penetrate into circulation avoiding axillary
Ilymph nodes.

Analysis of bone scintigraphy findings failed to discover significant relationship between
frequency of micrometastatic bone marrow involvement and bone disease. Patients with
tumor cells in bone marrow presented with scintigraphic evidence of bone involvement 2-
fold more frequently, but the differences were not statistically significant.

There was no relationship between immunocytological detection of tumor cells in bone
marrow and radiological detection of bone involvement in either group.

We studied hemopoiesis status in patients with macrometastases, micrometastasis and
in those free from hematogenous dissemination. Two patients with bone marrow
macrometastases by cytology and immunocytology presented with a marked hemopoi-
etic reaction as bone marrow hypoplasia. Both patients had decreased counts of
myelokaryocytes and megakaryocytes in bone marrow. One of them demonstrated gran-
ulocyte and erythroid series relatively preserved, and predominance of oxyphilic forms
among red cells (24%, N — 0.8 to 5.6%). In the other case there were just single ery-
throid cells (4.9%, N — 14.5 to 26.5%), leukoblast-erythroblast ratio markedly
increased (15.0, N — 2.1 to 4.5) and neutrophil maturation index markedly decreased,
counts of monocytes and lymphocytes were increased.

Patients with micrometastasis presented with decreased bone marrow cellularity 2-fold
more frequently (53.6%) than those free from bone marrow involvement (28%).

Clusters of 3 to 5 plasmatic cells and large cells with hyperchromatic nucleus and mul-
tiple nucleoli different from normal bone marrow cells may be an indirect evidence of
bone marrow involvement.

Clusters of plasmatic cells are not typical of normal myelogram. Bone marrow involve-
ment was detected immunocytologically in 100% of cases with clusters of plasmatic cells
in puncture specimens. Therefore we found a significant relationship between the presence
of plasmatic cell clusters and bone marrow micrometastases (p=0.001).

Patients with immunologically detected bone marrow involvement demonstrated
changes in all cell types responsible for immunocytosis, i.e. monocytes, lymphocytes,
plasmatic cells. Cases with bone marrow micrometastasis had increased levels of mono-
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BaHMEM MOHOKJIOHAJIbHBIX aHTUTEN K uToKepatnHaM CAM 5.2 u KL-1 gaer npeumyiie-
CTBa B OOHApY:XKEHNU ¢IMHNYHBIX OMYXOJIEBBIX KIIETOK B KOCTHOM MO3re GOJIbHBIX PAKOM
MOJIOYHO1 XeJIe3bl, UTO MOXKET SIBUThCSI OMHUM M3 OCHOBOTIOJIATAIONINX KPUTEPHUEB TIPO-
rHO3a U CIY>KUTh IIOKA3aHUEM JIs1 HAa3HAYEHHUsI aIbIOBAHTHOM XMMUOTEPAITHL.

Jlureparypa/References:

1. Bepenson J.T., Konockos A.B., Tapacosé B.A. TlopaxkeHre KOCTHOTO MO3Ta IPY COJUAHBIX OIy-
xoJsix. // Tematonorust u TpaHcdysuonorus. — 2000 — 1.45 — Ne 5 — C.35-38.

Berenzon D.G., Koloskov A.V., Tarasov V.A. Bone marrow involvement in solid tumors //
Hematology and transfuziology. — 2000. — V.45, N5. — P.35-38 (In Russian)

2. Bopobbes A.H. PykoBonctso no remarosioruu// Mocksa — 1985- 1.1 — C.362.

Vorobiev A.I. Handbook in Hematology //Moscow. — 1985. — V.1. — P. 362 (In Russian)

3. Jlagvidoe M.U., Axceav E.M. // 3nokadecTBeHHbIe HOBOOOpa3oBaHUs B Poccuu u ctpaHax
B 2003r. // MockBa — 2005r. — c. 3-77.

Davidov M.I., Aksel E.M. //Malignant diseases in Russia and CIS countries //Moscow. — 2005. —
P. 3—77 (In Russian)

4. Braun S., Pantel K. Prognostic significance of micrometastatic bone marrow involvement. //
Breast Cancer Res. Treat. — 1998 -Nov. — 52(1/3) — P. 201-216.

5. Come S.E., Schnipper L.E. Bone marrow metastases. // In Marrow M., Schnitt E et al. (eds.):
The breast cancer. — Philadelphia — New-York — 1995 — P. 847-853.

6. Delsol G., Gatter K.C., Stein H. et al. Human lymphoid cells express epithelial membrane anti-
gen. // Lancet. — 1984 — Nov. — Vol.2 — P. 1124-1128.

7. Fisher B. Biological and clinical considerations regarding the use of surgery and chemotherapy
in the treatment of primary breast cancer. // Cancer. — 1977 — Vol.40 — P. 574-587.

8. Harbeck N., Untche M., Pache L., Eiermann W. Tumour cell detection in the bone marrow of
breast cancer patients at primary therapy : results of a 3-year median follow-up. // Br. J. Cancer —
1994 — Vol.69 — P.566-571.

9. Heyderman E., Macartney J.C. Epithelial membrane antigen and lymphoid cells. // Lancet. —
1985 — Jan.12 — Vol.1 — P. 109.

10. Janni W., Rjosk D., Braun S. Clinical relevance of occult metastatic cells in the bone marrow
of patients with different stages of breast cancer. // Clin. Breast Cancer. — 2000 — Oct. — Vol.1 —
Ne3 — P 217-225.

11. Janni W., Strobl B., Rack B., Rjosk D., Schindlbeck C.,Hantschmann P., Kentenich C., Sigg W.,
Zerzer M., Sommer H. The influence of the hemoglobin concentration on the hematogenous tumor
cell dissemination at the time of the initial diagnosis of breast cancer. // Dtsch. Med. Wochenschr. —
2002 — Jan. 18 — Vol.127 — Ne 3 — P. 71-77.

12. Smedts F., Ramaeckers F., Robben H. et al. Changing patterns of keratin expression
during progression of cervical intraepithelial neoplasis. // Am. J. Pathol. — 1990 —
Vol.136 — Ne3 — P.657-667.

131 HAMATOPOIESIS IMMUNOLOGY

cytes and lymphocytes. For instance, the number of monocytes was increased in patients
with bone marrow micrometastases 4-fold more frequently than in metastasis-free patients
(mean 2.3 vs. 1.7; p<0.05).

Lymphocyte levels in patients with bone marrow micrometastases were significantly
higher than in metastasis-free cases (13.9+0.98 vs. 10.7£0.5) (p<0.01). It cannot however
be excluded that the rise in lymphocyte count was just relative.

There was a significant increase in leukoblast-erythroblast ratio (5.4+1.07) in patients
with 10 or more tumor cells per million myelokaryocytes as compared to metastasis-free
patients (3.78%0.2) (p<0.05).

Such changes might be the earliest signs of bone marrow response to the presence of sin-
gle tumor cells.

Analysis of peripheral blood failed to discover statistically significant differences in
RBC, WBC, platelet counts, hemoglobin, hematocrit or other parameters between bone
marrow micrometastasis-positive and negative cases.

Our findings demonstrate the need in introduction of immunomorphological study of
bone marrow into clinical practice especially in early breast cancer to assess disease
advance. Immunocytology using MAB to cytokeratins CAM 5.2 and KL-1 has the advan-
tage of detecting single tumor cells in bone marrow of breast cancer patients that may be
a principal criterion of prognosis and indication of adjuvant chemotherapy.
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MUHUMAJIIBHAA PESUAYAJIbHAA BOJIE3Hb
IIPU PAKE XKEJYJIKA

'Y POHLI um.H.H.Bbroxuna PAMH, MockBa

PE3IOME

B paGote npuBOASTCS TUTepaTypHbIe JaHHbBIE O BAXXHOCTH M MEePCIEKTUBAX JMarHOC-
TUKY MUHUMAaJIHON pe3uayalbHON O0Ie3HN TIpU pake xkemynka. OOGCyXIaroTcst BOIPO-
ChI OOHAPYXEHMSI MUKPOMETACTAa30B B CHIBOPOTKE KPOBU, KOCTHOM MO3re, TNMpoy3ax,
acCHUTUYEeCKOM xkunkoctu. [TomuepkuBaeTcs, YTO BBISIBJICHE MUKPOMETACTa30B, C OIHO
CTOPOHBI, MOXKET O3Ha4yaTh IJIOXOM MPOTHO3, C IPYroil CTOPOHBI, TPeOyeT aKTUBHOTO
noaxona. O0cyKaaeTcst MOTeHIMATIbHAS BO3MOXHOCTD UCITOIb30BAHUS MAPKEPOB MUK~
POMETACTa30B AJIsI JIeYeHUSI MUHMMAJIbHOM pe3uayalbHO 001e3HU

KiioueBble ¢JioBa: pak xeyaka, MUKPOMETAcTas3bl, gastric cancer, micrometastasis.

Pak xenynka (P2K) npoyHo yaepXuBaeT 4eTBEPTOE MECTO B CTPYKTYpe CMEPTHOC-
TH OT 3710Ka4eCTBEHHBIX 3a00JIEBAHUI TOCIIe paKka JIETKOTO, MOJIOUHO XKeJie3bl, KO-
JopeKTalbHOTO paka. HecMoTpsi Ha cHuXXeHMe 3a0o0JieBaeMOCTH, HabogaeMoi
MPaKTUYECKHM BO BCEX CTpaHax, ONTUMU3Ma B jieueHUn P2K moszmHmx cramuii HeT. B
Poccuu B 2004 romy 661710 BBISIBIIEHO OoJiee 44 THICSY GOJBHBIX CO 3JI0KAYECTBEHHBI -
MU HOBOOOpPa30BaHUSAMMU XKeaynaka, mouTu 40 Teicsiy mamueHToB ymepJo [1]. B CILA
B 2006 romy oxumanoch 22 280 3a6oneBiux u 11430 ymepiux ot paka xeayaka [29].
Bricokas 3aboseBaemocth PXK peructpupyercs B crpaHax lOro-BocTouHoit A3uu:
Kurae, ssmonuu, Kopee. B Kurtae or paka xeiyaka exerogHo ymupaer 160 Thicsd
0osbHBIX [5]. HakomieHue 3HaHUiII B 007aCTU MOJEKYISIPHON auarHoctuku P2K,
pacmmdpoBKa TeHOMa, BBISIBJIeHHEe MexaHW3Ma KaHleporeHe3a P2XK — Bce 210 moka
He HaIIlJIO OTPaXeHUs B PeaTbHOM TOBBIIIIEHUY BBIKMBAEMOCTH MAIMEHTOB C O3~
HUMHM CTaIUSIMU U OOJIBHBIX C METACTaTUYECKUM DAKOM Xeyaka. B atom acmekre
BHUMaHME XUPYPTUUECKON 0OIIECTBEHHOCTH BHOBb OBLIIO OOpalieHO Ha OYEPETHOM,
79 cbe3n ganoHckux xupypros (Mmapt, 2007), MOCBAIIEHHBINM paKy Xejqynka. Takue
Cbhe3Mbl B SITTOHUU MPOXOMSIT €XETOMHO, SIBISIOTCS OTKPBITHIMU, HAa HUX TMpUTJIAIIa-
I0TCSI yUEHBIE U3 CTPaH, Iie TPOXOIST MCCIeOBAaHUS MO IEYEHUIO paka XeJyaKa, 10-
KJIabl TIPUTJIAIIEHHBIX JICKTOPOB MEPEeBOMSITCS Ha STTOHCKUI SI3bIK. OUH M3 CUMITO-
3UyMOB che3na Ha3biBajcs «[locieonepaimoHHas XUMUOTE AUl paka XemyaKa: Ha-
Yajio HOBOW 3pbl» U OBLI MOCBSIIEH aAbIOBAHTHON XMMUOTEpANuU B JeUeHUU paka
xenynka II-IIIB craaumii. HazBaHue cTaTbu B OAHOM W3 TMOCJEIHUX XYpPHaJIOB

"Gastric Cancer", B KOTOpoii 00CyxXIajics cbe3/l, ObLIO elle 00Jiee MHTPUTYIOLIUM:
«Hauano HoBoit 3pbl: BocTok Hamesn ¢ 3anagoM KOHCEHCYC MO MOBOAY JUMbOIUC-
CEKIIMU TIPU pake XeyaKa — SIMOHUsS OoJbllle He OyIeT PUMEHSITh TOJIBKO XUPYpP-
TruyecKoe JedeHne B ToMCcKax KOMOMHMPOBAHHOTO JIeueHUs paka xenynka» [20]. Ca-
MO Ha3BaHUe TpeOyeT HEKOTOPBIX MOSCHEHWI. Bo-mepBbIX, B TeUeHUE MOCIEIHUX
10—15 siet He yTUXaeT AUCKYCCUS O HEOOXOAUMOCTU TUMMPOIUCCEKIIUU TTPU paKe XKe-
mynka. XupypraMu U3 HEKOTOPBIX eBporeiickux crpad (Janus, BenukoOpuranus)
3¢bdeKTUBHOCTD TUMGOIUCCEKIIMY B TJIaHE YAYYIIEHUS] BBIXKMBAEMOCTU CTaBUJIACh
moj comHeHue. HeamekBaTHOCTh XMPYPIMYECKOTo MeToia «Ha 3amane» KOMIICHCH-
poBajilach Ha3HAUYEHUEM XMMUOJIYUYEBOU Tepanueil B OCIeonepalliOHHOM TIepUoie.
OpHako mocjie OCBOCHUSI METOAMKM OTepaluil U TIIATeJbHOTO aHalu3a CBOEro Xe
Marepuasa gaxe ObIBIIME ONMMOHEHTHI MPU3HAIN HEOOXOAUMOCTh TUMGMOAUCCEKIIUU
B 06bemMe D2. Xupypru SINOHUM MOCJIEA0BATENbHO U METOAUYHO OTCTAUBAIUA CBOU
JNIOCTUXKEeHUS B o0acTu xupypruu P2K u, 6osee Toro, iBurajuch gajblie B pa3padboT-
Kax HOBBIX METO/OB JieueHUsl. Bo-BTOpbIX, MHOTHE TOJbl SIMTOHCKNE PEKOMEHIaluu
JneueHus: P2K He nmpenycmaTrpuBanu aabloBaHTHOM XMMUOTEpanuu MOcCje paauKaib-
HBIX OTepaluii o MOBOMY paKa Xeiynka (TociaeonepaloHHass XUMUOTEPaIus pe-
KOMEHIOBaJlach TOJbKO B paMKaX HayYHBIX MPOTOKOJIOB), OAHAKO, MPU3HABAJIOCH,
YTO B PEATbHOCTU XMMHOTEpAIUsI Ha3HAYaeTCs U BHE MPOTOKOJIOB. B ceBepoamepu-
KaHCKMX M €BPOMNEHCKUX pEeKOMEHIAalMsIX MPUCYTCTBYET KaK XUMHUOTEpamusi, Tak
U JTyyeBasi Tepamnusi rmocje paiuKaibHbIX oniepauuii o nosoay PXK, a B Poccuu get-
KUX PEKOMEHAALMI1 OTHOCUTEIbHO JOTIOJIHUTEIBHOTO JIEYEHUST PaJUKaIbHO OMepU-
POBaHHBIX 0OJILHBIX He cyllecTByeT. B Poccuu TpaiMlIMOHHO cUUTAETCs, YTO MOCie
pamukaiabHOTO ynajdeHus omyxoau (RO pesekmum), Tem 6onee y maumeHTOB co 11
u I1IA cragueii, XuMuoTepanusl He MOBBIIIAET BIXXKMBAeMOCTb. TakuM 00pa3om, He
CYLIECTBYET CTaHIApPTHOIO AOMOJHUTENbHOTO jJeyeHus P2XK, ogHako MHTyUTUBHOE
XeJlaHWe «IOTIOJIHUTh» Naxe paauKaTbHYI0 OMepalio XUMUOTepaneil Wi TydeBon
Tepanueil TOBOPUT O TOM, YTO B CO3HAHUM MHOTHUX XMPYPrOB MPUCYTCTBYET MOHUMA-
HUE HEOCITOPUMOTro (akTa 0 HAIMYUU «MUKPOMETACTA30B» JaXe MPU MOJHOM yaaje-
HUU omyxoju. TepMUH «poduiakTuyeckass XMMUOTEpaNUs» MOcje paguKalbHbIX
orepanuii HalO MMOHMUMATh MPAaBUJIIBHO — 3TO TepaIus, HalpaBJIeHHAas UMEHHO Ha
9paguKallvio OCTaBUIMXCS MUKpoMeTacTa3oB. Ha chesne simoHCKUX Xupypros ObLIU
MpeacTaBieHbl pe3yJbTaThl MocaeonepauMoHHol xumuotepanuu P2XK nocne panu-
kanpHbIX omeparuii mpenapatoM S-1("ACTS-GC study"). [Ipemapar S1 sBisieTcst
KOMOMHUPOBAHHBIM U COAEPKUT Teradyp, TMMECTaT U COTb KaJlusl, KOTOpasi CHUXa-
€T TaCTPOMHTECTUHAJIbHYIO TOKCUYHOCTh. Teradyp siBisieTcs Ipou3BOIHBIM 5-GTO-
pypauwia, riMecTaT UHTMOUpyeT (pepMeHT AUTUAPONTUPUMUAUH NETUPOreHAa3Y, KO-
TOopast BBI3bIBaeT pacmaj S-dropypauwia v, TaKUM 00pa3oM, TUMECTAT POJTOHTUPY-
eT JelcTBMS mpemnapaTa Teragypa. B rpynmy ucciaenoBaHust 6butu BKiIOYeHBI 1059
nauueHToB co II u Il ctagusiMu, KOTOpbIM BBIMOJHSIACH paAuMKalbHAasl ONepalus
D2. Janee maniieHTH paHIOMU3MPOBAINCH Ha TPYIITY KOHTposs (530) 1 Ha mammeH-
TOB (529), KoTOpBIM HazHavajcs npemnapat S-1 B no3upoBke 80 Mr/m2 4 Hexenu ¢ 2-
X HeIeJbHBIM MepepbiBOM, Bcero 8 KypcoB. OOmMi u 6e3peuIUBHbBINA aHAJIU3 BbI-



HUMMYHOJIOTHS TEMOITO534 134

135 HUMMYHOJIOT'HA TEMOIIO93A

>KMBAE€MOCTH 0Ka3aj, YTO JOMOJHUTENbHAS XMMUOTEPAIWsl 3HAYUTEIbHO YIydlllaeT
MPOTHO3, a YPOBEHb 10CTOBepHOCTH AocTUr p=0.0008, 4TO MO3BOIMIO aBTOpaM CHe-
JIaTh BBIBOJI O BO3MOXHOCTH MTPEKPATUTD IMTPOTOKOJ Ha MOJTOoAa paHbIlle 3aTUIaHUPO-
BaHHOTO cpoka. MHTepecHO, 4TO (haKT MOCPOUYHOTO MpeKpalleHUsI MTPOTOKOIA TO-
CITY>KUJI TIOBOJOM K AMCKYCCUM O HEOOXOAMMOCTHU TEM HE MEHEE 3aBEPIUUTh €ro 10-
MOJTHUTEIBHBIMKU 6 MecsIlaMu HaGII0AeHUS, MTOCKOJIBKY OIMH U3 MPOMEXKYTOUHBIX
aHAJIM30B BBKMBAEMOCTH TTOKA3aJl TPEUMYIIECTBO BBIKMBAEMOCTH «TOJBKO» C YPOB-
HeM 3HayuMoctu p=0.0016 (BMecTo HeoOxoaumoro 3HavyeHus 0.0011 maass mpomMexy-
ToYHOro aHaiu3a)! CKpymylae3HOCTh IOAX0Ja SMOHCKMX XUPYPrOB K CTAaTUCTHUYEC-
KAM JAHHBIM JIMIIb OTONBWUHET HEHAJOJTO OMyOJIMKOBaHWE TMOAPOOHBIX NaHHBIX
0 MIPOBEIEHHOM HCCIEJOBAHUNU, 2 MBI MOXXEM KOHCTAaTUPOBATh CIEAYIOlee: BIIEPBbIE
OBLIO MPEACTABIEHO YCIEUIHOE MPOCHEKTUBHOE PaHAOMU3MPOBAHHOE MCCIEA0Ba-
HUe Ha OOJBIION TpyIe OONbHBIX C aIbIOBAHTHOW XMMUOTEpanueil mocyie pamu-
KaJIbHBIX oniepauuii mo nmosoay paka xenayaka Il u I11 craguii. TepmuH «MukpomeTa-
cTa3bl» MPAKTUYECKU HE YMOTPeOsuics Mpu oOCYXIeHUU BbILIEYKAa3aHHOTO MCCe-
NIOBaHUsI, HO COBEPIICHHO SICHO, YTO UMEHHO Ha MUKPOMETACTa3bl UJIM, MHAaYe TOBO-
psl, MUHUMAaJIBHYIO Pe3UNyaIbHYI0 OOJIE3Hb 1 HaTpaBjieHa «IpodIiakTuieckKasi» Xu-
muotepanus. Kak ykasbsiBaeT B cBoeli ctaTtbe Y.Kodera, «monroe u 06ose3HeHHOE
CMYTHOE BpeMs» CPaBHEHUSI XMPYPIMYECKOTO JIEYEHUS C abIOBAHTHOU XMMUOTEPa-
MUeN U YUCTO XUPYPTUIECKOTO JICUSHUS B SITOHUM 3aKOHYUIIOCH, a PEKOMEHIaIuu
AMOHCKON Accoummauuu mo u3ydeHuro Paka 2Kemnynka (Japan Gastric Cancer
Association) OTHOCUTEJIbHO HAOJIOACHUSI UM JIeYeHUsT OOJIbHBIX IOCJe paauKallb-
HBIX OTlepallMil JTOJIKHBI TIONBEPTHYTHCS PEBU3UU. TakXkKe CTOUT OTMETUTh, UTO
B TPYIITY MCCIIeAOBaHMS He ObLIN BKIIIOUEeHBI 0osbHBIC ¢ | 1 IV ctagusiMu. O6bsicHe-
HUE, TO-BUAUMOMY, CJIeIyeT UCKaTb B TOM, YTO Npu | cTanuu BepOSITHOCTh BO3HUK-
HOBEHMSI OTIaJICHHBIX METAacTa30B BCe XK€ HeBbICOKA W, KPOME TOTO, IIMPOKO MCCIe-
IyIOTCSI HOBBIE TTOAXOMBI B JICUCHUU PaHHETO paka XXelylKa- dHIOCKOIMMIecKass My-
KO33KTOMMUSI, KIMHOBUIHAS («partia») pe3eKuMs Xeayaka, orpaHudeHHas («limit-
ed») nmumdonuccexkuus. bonbHbie xke ¢ IV cTagueii yaiie BCero npeacTaBisioT coooit
MaIeHTOB JIMOO C HATMIMEM MaKpOMETacTa3oB, TU00, naxe MPU TTOJTHOM YIaJIeHU!
OITyXOJIU, TIPOTHO3 OOYCIIOBJIEH OBICTPBHIM METACTa3MPOBAHUEM (peann3aiius TeX XKe
MMKPOMETACTAa30B) MPU SIBHOM UJIM CKPHITOM JAeDULNTE UMMYHHOTO OTBETA Ha OIY-
XOJIEBBIN TIpOIIECC.

[MeganbHast cTaTUCTUKA OTepaldii TpU pake XeayaKa TOBOPUT O TOM, UTO Y 6OJb-
IIWHCTBA MAI[MeHTOB PaHO WJU TO3IHO BO3HUKAET PEeLUANB 3a00JeBaHUs B BUIE
MECTHOTO pelMarBa WJIN OTAaJIeHHOro MetactasupoBanus. [1o nanueim H.Katai et
al. [16] xapakrep u dactora MeractasupoBaHus npu PXK cuenmyroniue: GpromuHa
44%, nokanbHbIl peuuaus 24%, Mmetactassl B ieueHb 14%, MeTactassl B Ipyrue op-
ranbl 11%, HeusBecTHas Jokanusauusa 8%. Takum oGpa3om, TuMdoOreHHOe MeTa-
CTa3upOBaHME M MeTacTa3MpOBaHUE IO OPIONIMHE SIBJISIETCS MPEUMYIIECTBEHHBIM,
OTHAKO TIOUTH Y YETBEPTHU MAIMEHTOB BHISBIISIOTCSI TeMaTOTeHHbIe MeTacTa3bl. Oue-
BUAHBIM CJIEAYeT CUUTATh TOT (aKT, 4TO MPOLIECC METACTa3UPOBAHUS SIBISETCS
TUTaBHBIM U MHOTOCTYII€HYAThIM, a BBISIBIEHWE METACTAa30B WIM PEeLUANBA C TOMO-

b0 MKUPOKO MpuMeHsieMbix MeTonoB (Y3U, KT, MPT, sngockonus) auiib ¢op-
MaJIbHO O3HavyaeT UKCHpoBaHMe Bo3BpaTa 6oyie3HU. M3BecTHO TakXe U TO, YTO Ha
JI00YI0 3JI0KaUYeCTBEHHYIO OMYXOJIb JIeTYe BO3ICHCTBOBATH MPU €€ MUHUMAJIBHOM
pa3mepe. Takum o6pa3zom, cCUTyalMIo, IPU KOTOPOH GOJbHOMY BBIMOJHSIETCS OIle-
paiys Mo MoBOJYy He paHHEro paka kejynka (a Takux maiuueHToB B Poccuu 60ib-
IIWHCTBO) ¢ MOCICAYIONIUM MaCCUBHBIM OXHUIAHUEM KOHCTaTallMK (haKTa MaKpOMe-
TacTa3upOBaHMUS ClEAyeT CYUTATh HeTIpueMIeMoii. BaxkHo Takke 1 TO, 4TO He Y BCex
MallMeHTOB ¢ HaYyaJbHBIMU CTAAUSIMU Pa30BbIOTCA MeTacTasbl. PelieHre mpobaeMbl
MOXXHO HalTH MO0 B «CTaHAAPTHOM» HazHaYeHUU 3(POEKTUBHBIX HA CETOMHIITHUN
JIeHb BUAOB JICUCHUS (XUMHUOJIydeBOe JIcUeHUE, TapreTHAsI Tepanus U T.1.), T100 BbI-
SIBJICHUE TPYIMbl pUCKa — OETEKUMS MUKPOMETACTa30B, ompeaciaeHue (PyHKIIMO-
HaJIbHOM aKTMBHOCTU €IMHUYHBIX OMYXO0JIEBbIX KJIETOK C MOCHEAYIOIENH MOTBITKOMU
WX DJIMMUHALIUH.

Henb3st He o6paTuTh BHUMaHUE M HA SKOHOMUUYECKYIO COCTABIISIIONIYIO TTPOOIEMBI
HaOJIIOACHUS 3a ONepUpoOBaHHBIMU O0JIbHBIMU P2K. B omHOM 13 00630poOB, MOCBSI-
IIEHHBIX BbIXKMBaeMOCTU 00JbHBIX P2K B srmoHuu [35], npuBoauTcs takue (hakThl.
B 1996 roay B ssmonuu 66110 BeisgBaeHO 103 000 6oabHbix PXK, B 1999 rony 3adpukcu-
poBaHo 50 500 neranbHbIX McX0m0B. Eciiy 3a BceMu malieHTaMu BECTU HaOII0IeHUE
B TedyeHue 10 yieT, TO yuca0 OOJbLHBIX MoA HabmwoaeHueM Oyaetr okojo 400 000.
[Mpu “cTIONIB30BaHUM JTYUEBBIX METOJOB TUATHOCTUKY U, B yacTHocTH, KT, kak on-
HOTO M3 OCHOBHBIX METOHOB KOHTPOJISA, OOJIBIIOE KOJMIESCTBO OOJBHBIX OyIET IO -
BepraTthcs JlyueBoii Harpy3ke. B myonukauuu xypHana Lancet [3] coobiaeTcsi, 4To
0K0J10 3% Bcex cllydaeB paka B SITOHUU BbI3BAHO JIYYEBBIMU METOJAMU TMATHOCTH -
KH. ABTOPHI CTaThH [35] TIpeaIioaraoT, 4TO C y4eTOM HU3KOM YyBCTBUTEIbHOCTH pa-
Ka XeJyaka K XMMUOTepaluu Mpu BbIIBIEHUM MaKpOMeTacTa30B, HAOJIOAeHUE 3a
6osibHBIMU P2K ¢ TOMOINIBIO JTy9eBBIX METOOB TMArHOCTUKU MOXKET IMPUHECTH GOJTb-
WA BpeI, YeM MOJIb3Y.

HccnenoBanus 1o BBISIBJICHUIO MUHUMAJIBLHOM pe3uayalbHOM 00J€3HU TTpU COMUII-
HBIX onyxoJisix BeayTcs okouio 20 yet. Ilpu pake Xenyaka eIMHUYHBIE OMYyXOJIEBbIE
KJIETKH BBISBJISIIOT B TUM@OY3JaxX, B aCIIUTUYECKON XXUIKOCTH UM CMBIBaX C OPIOTIIM-
HBI, B KPOBY, B KOCTHOM M03Te. MUKpoMeTacTa3aMi Ha3bIBAlOTCSI CKOIIJIEHUS OITyXO-
JieBbIX Ki1eToK oT 0.2 1o 2 MM B quamMeTpe. K MukpoMeTacTazaM MOXHO OTHECTH TaK-
JX€ M30JIMPOBAHHBIE OITYXOJIEBbIC KJIETKN — €IUHUIHBIC OIyXOJIeBble KICTKH B CTPO-
M€ WU CKOILJICHUS KJIETOK MeHee 2 MM B nuameTrpe. CyIIecTByeT elle OIHO OIpee-
JIeH€ MUKPOMETACTa30B — OITyXOJIEBbIe KIETKM, KOTOPbIE HE MOTYT OBITh OMpenesie-
Hbl CTAHIAPTHBIM TMCTOJIOTUYECKUM MccaenoBaHueM. Jlajee B TeKCTe CTaTbu TEPMU-
HOM «MHUKPOMETACTa3bl» B KOCTHOM MO3Te HaMU 0003HaueHbl eMUHUIHBIE OITyXOJe-
BBI€ KJICTKH, BBIABISIEMble MMMYHOJOTMYECKUMU MeTonamMu. [1pu HanTuIum equHNY -
HBIX OMYXOJEBBIX KJIETOK B aCUMUTUYECKON XXUIKOCTU JAMArHO3 paclieHUBAeTCs KakK
M1 — IV cragus. O6HapyXeHUe MaKpOMETacTa30B B KOCTH WJIM KOCTHOM MO3I€ pac-
neHuBaetcs kak M1 — IV cragus. Hanuuue oryxoieBbIX KJIETOK B KPOBU U MUKPO-
MeTacTa3oB B IMM@Oy31ax MpU YCTAHOBKE AMAarHo3a 1Mo MeXAyHapOoIHOU Kiaccupu-
kaiuu TNM He oroBapuBaercs. OmnpeneseHue OIyXO0JIeBbIX KJIETOK B aclUTe WU
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CMBIBaX C OPIOUIMHBI C TOMOUIBIO CBETOBOII MUKPOCKOTIMHU SIBJISIETCSI PyTUHHBIM Me-
TOIOM, CTAaHIAPTOM B SITOHUU, TIPOBOAUTCS BO MHOTUX OHKOJIOTMYECKUX YIPEKICHU -
sax Poccun. O6HapyxkeHre MUKpPOMeTacTa3oB B IMM@Oy31ax U KOCTHOM MO3Te Jaliie
BCETO MPOU3BOAUTCS C MOMOUIBI0O UMMYHOTHMCTOXMMUYECKOTO MeToaa. BrisgBieHue
onyxoJyieBbIX KjieToK 1 ux pparmeHToB (JIHK, PHK) B cbiBopoTKe KpOBU U CMBIBax
OptoinHbl TpoBoauTtcs ¢ nomoubio [MLP-peakunu (PCR-reaction), ITL[P ¢ o6part-
Hoit Tpanckpunueit — OT-TILP (RT-PCR-reaction), mpoToyHoi UTO(IyOpUMET-
puu 1 TpedyeT crielMaJbHOro 000pyaI0BaHMsI.

C TOYKM 3peHUs KIMHUIMCTa HEOOXOAMMO IMOMYEPKHYTh IMPOCTON, HO BaXKHBIA
daxkT: BBISIBJIEHHBIE MUKPOMETAcTa3bl B IUMGOY3JIaX — 3TO yKe yAaJeHHbIe MeTacTa-
3bl, BBISIBJIEHHBIE MUKPOMETACTa3bl B KOCTHOM MO3Te, KPOBU, ACLIUTE — 3TO OCTABIIM-
ecsl MeTacTasbl.

Penmaus paHHero paka Xejyaka BcTpedaeTcs pefko. Tak, Npu HaOGIOAeHUU 3a
1475 manmmentamu panHuM P2K B HarimoHaabHOM MHCTUTYTE paka B Tokuo [35] peun-
IuB 3abosieBaHus ObUT 3apukcrpoBaH B 1.4%, mpu 3ToM 13 20 MallMEHTOB C PEIIUI -
BOM, B 11 cirydasix ObLTM BBISIBIIEHBI MHOXXECTBEHHBIC MeTacTa3bl, 1 CiIydaii ¢ IepuTo-
HeaJIbHBIM METacTa3upoBaHUeM, 4 MECTHBIX PeluANBa, 4 Cilyyast TeMaTOTeHHBIX Me-
Tacta3oB. [1pu HabmoaeHuu 3a 1452 6oabHBIMU paHHUM P2K B KopelickoM HabJoe-
Huu [21] B 4 ciiyyasix BBISIBJIEH MECTHbBII peLIMANUB, B 2 — MeTacTa3bl B IeyeHb. B aHa-
Jm3e BeikuBaeMocTu 503 6onbHbIX ¢ paHHUM PXK Ichiyoshi [14] u3 17 pettuausoB B 9
CITyJasix BBISIBIEHBI TeMaTOTEHHBIE METacTasbl B Me4YeHb, JieTkue u Koctu. YacTtora
MeTacTa3sMpoBaHMS B TUMMOY3JIBI IPU paHHEM pake keayake oT 5 10 24%. Gotoda et
al. [9] coobmaeTr o yacTore MeTactasupoBaHus 2.2%, Ipu 3TOM npu TuddepeHIpo-
BaHHBIX aleHOKapLIMHOMax yacToTta coctapisieT 0.4%, npu HenudbepeHIMPOBaHHBIX
— 4.2%. B nyonukaunu Lehnert [22] roBoputcs o 4.2% MeTtacTtasupoBaHUs IPU aHa-
nu3e 1447 ciyyaeB paka B Ipenenax CIM3UCTOM 060I09KM Xesyaka u 16.8% nHa 1509
cllyyaeB — MpU JOKAJIU3alUU OIMYyXOJU B moacau3uctom cioe. B o63ope Michiya
Kobyashi [18] mpuBoasgTcst maHHBIE O YaCTOTe MeTacTa3upoBaHus paHHero P2XK B ko-
ctu. B enom, Kak cuuTaeT aBTOp Ha OCHOBAaHUM JAHHBIX JIMTEPATypbl, YaCTOTa MeTa-
craszupoBanusi P2XK B KocTM sIBHO 3aHMKeHa. B 9acTHOCTH, TIpUBOISITCS TaHHBIC
Maeyama et al. 0 yacToTe BBISIBJIEHUS TTOPaXKeHUsI KOCTEW cKeleTa B KIMHUYECKON
npakTtuke u Ha ayrorncuu — 0.7% u 17.6% coorBerctBeHHO. Choi et al. [6] nmpu aHa-
nu3e 234 curHTUTpaMM cKesteta 601bHBIX P2K 'y 106 (45.3%) 0GHapyK1I KOCTHBIE Me-
TacTtasbl. HanGoJjiee yacTo mopaxkascst Mo3BOHOUYHBIHM cTos6 (66%), pebpa (59%), Ko-
ctu Ta3a (43%), 6enpenHas koctb (30%), yepen (22%). Peakoit nokanusauueit Mera-
cTa3oB ObUTH TUTeYeBoOl Tmosic (17%), KpecTIoBO-NOAB3A0IIHOe cowieHeHue (7.2%),
GenpeHHast KocTh (6.0%), rpynuHa (4.2%), 6oabiiedepuobas Kocth (3.0%). Macadam
et al. [23] y 27 u3 74 (36.5%) 6onbHbix P2K 1 nunieBoaa ¢ moMoibo MMMYHHOTHCTO-
XUMUYECKOTO METONa BBISIBUJI METAacTa3bl B KOCTHBIIA MO3IL, IIPU 3TOM MCIOJIb30Ba-
nuch aHtutena Ber-EP4, pacniozHalonive rIMKONENTUA, MPUCYTCTBYIONINIA B STIHATE-
nuu yenoBeka. [1pu ananuse 167 ciyyaeB panHero P2K npuoautcst mpumep 13 ciy-
YyaeB pelMauBa ¢ 5 MeTacTa3aMu B Ie4eHb, | — MeTacTa3oM B KOCTU. MIHTepeceH 1o-
IpOOHBIA pa3dop 46 cinydyaeB KOCTHBIX MeTacTa30B U3 paHHero P2K, coGpaHHBI B M-

Teparype sanoHnu K KoHiy 2003 roga. B 26 ciyyasx u3 46 MmeTactasnbl ObUIM BBISIBIIE-
HBI METaXpOHHO, CPEeIHEE BPEMS IO BBISIBICHUS MTOCIIE XUPYPTUISCKOTO JICYCHUSI CO-
craBwiIo 46.9 Mecs1EeB, IIPU 3TOM Y 7 ITAIL[MEHTOB METACTAa3bl BLISBJICHEI 00JIEE YEM Ye-
pe3 5 nert, y 2 yepe3 96 mecsueB. Hapsiny ¢ KOCTHBIMU MeTacTa3aMM TaKXKe BBISBIIS-
JINCh METAcTa3bl B APYTUX opraHax: jerkue (11), medyeHn (4), Mo3r (2), mouku (2), mie-
Bpa (2), suuHukHu (2), Mo3roBasi o6ojiouka (2), ceiae3eHka (2), IMTOBUIHAS XKeje3a
(1), oprommHa (1), nmadpparma (1). Bo3aMOXHBIM MEXaHM3MOM OTUCCEMMHAIIUU aBTO-
pbl CUMTAIOT: PACMpPOCTpaHEHNE OMYXOJEBBIX KJIETOK Yepe3 IMOpPTaJbHYIO CHUCTEMY;
MUHYS V.portae, B YaCTHOCTM 4epe3 BepTeOpajbHble BEHBI W Jajiee B JIETKUE; Yyepes
TMdaTUIEeCKe COCYIbl B CUCTEMHBIN KPOBOTOK.

Taxum oOpazom, gaxe pU paHHEM pake KeJIyaKa BO3MOXEH pelliIuB 3a00JIeBaHUS
B BUJE METAcTa30B B JUMGOY3Jbl UM OTAAJECHHBIX METACTa30B. B CBSA3M ¢ 3TUM Mpel-
CTaBJISIIOT MHTEPEC HEMHOTOUUCIICHHBIE YO TMKAIIMY, CBUAETEIbCTBYIOIINE O TIOTTBITKAX
BBISIBUTb MUKPOMETACTA3bl YK€ TIPU PaHHEM paKe XKeJTyaKa.

Yoshihiko Maehara et al. [24] vcclienoBai KOCTHBIN MO3T Yy 45 maliMeHToB paHHUM P2K
ny9 (20%) Ha MOMEHT oTlepalluy BBISIBUII IIUTOKEPATUH-TIOJIOXUTEIbHBIE KIIETKH B KO-
CTHOM Mosre. B paboTe cienaHa MONBITKA OOHAPYKUTh 3aKOHOMEPHOCTh TTOSBICHUS
MUMKPOMETACTa30B B KOCTHBII MO3T ¢ 0COOCHHOCTAMU (heHOTHUIIA OTTYXOJIU, B YaCTHOCTH,
BbIPAXXEHHOCTY aHTMOTeHe3a B MepBUYHON omyxoiu. M3yyanack akcnpeccust MOJIEKYT
CD31, npu 3ToOM BbIpa’k€HHOCTb aHTMOTEHE3a JOCTOBEPHO KOPPEJIUpOBaja ¢ HaTuyueM
METacTa3oB B KOCTHBII MO3l. He GbLIO 0GHApYyKEeHO B3aMMOCBS3U C IKCIIpeccuei pS3
U ¢ mpoardepaTuBHON aKTMBHOCTBIO KJIETOK onyxoiu. MHTepecHo, 4yTo (pakT oOHapy-
JKEHUsSI MUKPOMETACTa30B B 3TOM COOOINEHUH SIBJISUICS OCHOBAaHWEM IS Ha3HAYCHUST
MOCJICOTICPAITMOHHOM XMMUOTEePAITUN.

Kopeiickue yyennie Hong-Jo Choi [7] mombiTaniuch BbISIBUTh IPOTHOCTUYECKYIO
LIEHHOCTh OOHapyXeHWsI MUKPOMETAcCTa30B B PETHOHAPHBIX JTUMMOYy3Iax mpu JioKa-
JA3aIMKU OMYXOJW B TONCIM3UCTOM cjioe, TO ecTh mpu panHeM P2XK. ¥V 17 uz 88
(19.3%) manmeHTOB CTaHAAPTHBIM TMCTOJIOIMYECKMM UCCIEI0BAHNEM BhISIBJIEHBI M€~
TacTasbl, TOrAa Kak Mpu UMMYHHOTMCTOXMMUYECKOM aHaJIM3€ C aHTUTEJIaMU LIUTOKEe-
paTHHY-8 YacToTa BeISIBICHUS cocTaByiia 28 (31.8%). ABTOpBI He 00HAPYKUIIH Pa3JIH-
Yuii B 5-TU JIeTHEU Oe3pelIMANBHON BEKMBAEMOCTH MEXIY IPYIIaMKi ¢ MUKPOMETa-
cTa3aMu 1 0e3 TaKOBBIX, 2 3HAUMMbIMU (DaKTOpaMU SBUJIMCh Pa3Mep OMyXOJu 1 Kjac-
cudukaius o Lauren.

IMoxoxee nccrnenoBanue nmposeneHo Hiroshi Higashi et al. [13] . Pa6ora Takke mocBsi-
1IeHa MaKpo- 1 MUKpOMeTacTa3aM B TMMGOY3Jiax MpH ITPOpacTaHUU OITyXOJIU B TTOJICII -
3UCTHIA cltoii. MeTtacTa3bl o6HapyXeHbl y 23/118 (19.5%) GonbHbIX. YacToTa MUKpOME-
TacTa3oB coctaBmia 24.2% (23/95) B rpymme NO mamueHToB. B nccneqoBaHnu He TIpo-
BOIUTCSI aHAJIN3 BBIKMBAEMOCTH, HO 00CYKIaeTCs BO3MOXHOCTb MCCIeIOBAaHMS CTOPO-
XKeBoro JuMmdoysia A BbISIBICHUsS HE TOJIbKO MakKpo-, HO M MHUKPOMETAcTa30B.
[Ipu OTCYTCTBUM B CTOPOXEBOM JIMMGOY3JIe MUKPOMETACTA30B, IT0 MHEHUIO aBTOPOB,
BO3MOXHA JTMMMOIUCCEKIINS B peAyLIUPOBAHHOM 00BEME.

AHanu3 BBDKMBAEMOCTH B 3aBUCUMOCTH OT OOHapy>KeHUSI MUKPOMETACTAa30B B JIUM-
doysnax nmpu panHeM P2XK nposenen Paolo Morgagni et al. [27] . Y 30/300 (10%) naru-
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eHTOB paHHUM P2K u rucronornuecku «HeraTUBHbBIMU» TUM(OY31aMu BbISIBIEHBI MUK-
poMeTacTasbl (C ITOMOIIBIO AaHTUTEN K IIUTOKepaTMHAM) B perMOHApHBIC JTUMOOY3IIBI.
Menuana Habmonenust coctaBmia 7 et (1-21 rom), Bce 60abHBIE OBUTHM TTPOCIIEXKEHEI.
He 6bu10 pasnuuuii B 5-tv 1 10-TH IeTHEl BBIXKMBAEMOCTH B IPYIIINaxX ¢ MUKpOMETacTa-
3aMU 1 6e3 TaKOBbIX (94% 1 89% — 5-TH JIeTHSIST BBKMBaeMOCTb COOTBETCTBEHHO). Tak-
JXe He OBIJI0 B3aMMOCBSI3U C KIIMHUKO-MOP(MOTOTMIecKUME (haKTOpaMK: TUCTOJIOTUIEC-
KUM TUIIOM, pa3MepOM OITyXOJIY, JTJOKAIU3aIuelt, MAKPOCKOITMIECKUM TUTIOM OITyXOJIH.
B uccinenoBaHum MuKpoMeTacTasbl ObLIM MPEACTaBIeHbl B OCHOBHOM €IWHUYHBIMU
OITYXOJIEBBIMM KJIETKaMM.

B npyrom HemaBHeM cooOlieHUM HeMellKue aBTOphl |15] uccnemnoBanm KpoBb y 70
0O0JIBHBIX ¢ pa3nnuHbIMU cTagusmu P2K. [lutokepaTuH-20 MOJ0XUTEIbHBIE KJIETKU BbI-
apasiich ¢ nomolibio OT-TTLP HenmocpeacTBeHHO Mepe onepaieit U 6bUIM 0OHapy-
xeHbl y 28 (40%) onepupoBaHHBIX. [lanueHTaM He Ha3HAYaIach JIOTIOJIHUTETbHAS Tepa-
nust. Hanmrmame nupKynupyommx onyxoneBbix KieTok (LIOK) He 6bu10 cBSI3aHO ¢ K-
HUYECKMMU cTaausMu. BerkuBaeMocTh B rpyrme 0ojbHBIX ¢ LIOK Obl1a gocToBEpHO
(p=0.0363) Huxe 1o cpaBHeHUIO ¢ rpynmnoit LIOK-oTpunaTtenbHbIX 60abHBIX. [1py aHa-
Jm3e B rioarpynmax ¢ uamekcamu T1 u T2 (Bcero 27 mauneHTos, 10 ¢ MUKpoMeTacTasza-
MM) YPOBEHb TOCTOBEpHOCTHU ObLI eltie Boiie (p=0.0032).

Takum obpaszom, panHuii P2K, HecMOTpst Ha peaKOCTh MeTacTa3upOBaHUsI, IPEICTaB-
JISIeT UCKITIOUNTENIbHBI UHTEpeC B IUIaHE CIIOCOOHOCTM MUKPOMETACTa30B BBIKUBATh
U JaBaTh KJIOHBI MaKkpoMeTacTa3oB. OgHaKo ele GoJbliie MyOoIUKaIUii MOCBSIIEHO UC-
CJIeOBAaHUIO0 MUKPOMETACTA30B MPY PACPOCTPAHEHHOM paKe XKeJyIKa.

Katsuhiro Matsunami et al. [25] u3yyaju omnyxoJjieBble KJIETKU B KOCTHOM MO3Te
¥ KPOBH, 9KCIIPECCUIO COCyIHCTOro akropa pocra u erb-2\HER?2 B mepBruHOM pake
xenynka. LIuTokepaTHH-I0I0XUTeIbHbIE KJIETKH B KOCTHOM MO3re BbISIBJICHB y 16/53
(30%) 6onpHbIX. JIumb y 2 BeisgBieHsl [IOK B kpoBu. He O6bUT0 ycTaHOBIIEHO HATUIMS
B3aMMOCBsI31 MuUKpomeTtacTazoB U LIOK ¢ ykazaHHBIMM MapkepaM¥ Ha TIEpBUYHOU
OIyXOJIN, KaK 1 He ObUT0 Koppemsiunu ¢ ypoBHsiMu MapkepoB CEA, CA 19-9. Hanuuue
MMKPOMETACTa30B B KOCTHOM MO3Te KOpPPEJIMpoBaJlo C TIyOMHOU MHBA3UM OIMYyXOJU
B CTEHKY XeJIyaKa 1 ¢ HAIMYUEM MeTacTa3oB B JIMMOY3JTEl. B rpyrime marueHToB ¢ M-
KpoMeTacTazaMu ObIIO0 4 OOJNBHBIX, Y KOTOPBIX B TOCTENCTBUE Pa3BUIMCh METACTA3bI
B [I€YEHb, JIETKUE U OMHOBPEMEHHO B YKa3aHHbIE OPTaHbl, B TO BpeMsl Kak B TpymIe 6e3
MMKPOMETACTa30B B KOCTHBIN MO3T He ObLIO PEIIUANBOB C METacTa3aMu C IIPUBEICHHOM
JoKanu3anueil. BekBaeMOCTh TIAIIMEHTOB C MUKPOMETacTa3aMM Obljla JOCTOBEPHO
HUXe, YeM B IpyIire 0e3 HUX.

Hanvnune MukpomMeTacTa3zoB MOXHO BBISIBUTh HE TOJIBKO C TOMOIIBIO LIMTOKEPATU-
HOB, KOTOPHIE SIBJISIIOTCST YaCThIO IIUTOCKEJIETa SMUTEIUATBHBIX KJIETOK, HO U APYTUX
MOJIEKYJI, KOTOpPBIE MOTYT 3KCIIPECCUpPOBAThCS Ha OIYyXOJEeBBIX KieTkax. Tak, Dao-
Rong Wang et al. [33] uccnemoBanu skcrnpeccuo Mojiekyiasl CD44v6, tounee MRNA —
CD44v6MRNA. Monekymna CD44 siBiseTcss MeMOpaHHBIM TJIMKOIPOTEUIOM U B HOP-
M€ OTBETCTBCHHA 3a «XOYMUHI» jJuMdouutoB. Dkcnpeccuss CD44v6 koppeaupyer
C OIYXOJIEBOU IPOTpeCcCueil, METaCTa3MPOBAHUEM U MIPOTHO30M IPU paKe MOJIOYHOU
Kene3bl, XKeJyaKa, TOJICTON KAIIKK. B paboTe MpuBOASTCS JaHHBIE 00 MCCIIeA0BAHUU

KOCTHOTO Mo3ra 1 KpoBu y 46 nmaunentoB P2K. Peakiiueit oGpaTHOM TpaHCKPHUITIIA
ycTaHOBJIeHO, uTo 3Kkcipeccuss CD44vomRNA 6bl1a IOIOKUTETBHOM B KOCTHOM MO3-
re y 40/46 (86.9%) n y 39/46 (84.8%) B mepudepuyeckKoil KpOBU. DKCIpECCUs
CD44v6mRNA Obuta Bbilie npu auddy3HOM pake, IpU MeTacTa3ax B JUMOOY3IIbI
U Ha MO3OHMX CTaausX, HO CHUXKaJIach MOCJEe ONEPATUBHOTO JIEUEeHUs. ABTOPBI MpPe-
naralT uccienoBanue Mojekyibl CD44vomRNA Kak HameXHBI JUarHOCTHYECKUIA
U TIpOTHOCTUYECKU Mapkep nipu P2K.

OnHO U3 MePBbIX KPYMHBIX UCCIEI0BAHUI, MOCBSIILIEHHBIX KOMILIEKCHOMY MTOAX0-
Iy K TTOUCKY TTPUINH BO3HUKHOBEHMSI MUKPOMETACTAa30B, ObLIO OITyOJMKOBAHO He-
Menkumu aBTopamu [12] . B mpocriektuBHOM uccienoBanuu y 180 mamumenTos P2K
HCCIeIOBAIM acmupaT KOCTHOro Mo3ra. MMmyHoructroxumuuecku B Tkanu P2K omn-
penensiiv hakTopsl NPOTEOJNM3a — aKTUBATOPHI MUIA3MUHOTeHAa YPOKUHA3HOTO TUIA
(karenncud D, aHturpoMObun III), niazmMuHOTeH, MaTpuKCHasi Metajjionporeasa 2
(MMP-2), "HTUOUTOPBI aKTUBATOPOB (MHTHUOWUTOPHI aKTWBAIlMU TIa3MUHOTeHa 1
u 2 tuna, aabdal-aHTUTPUNCUH, anbda2-aHTUILJIa3MUH), PEeLEeNTOpP aKTUBAaTOPOB
IUTa3MUHOTeHa W Ipyrue (pakTopbl aKTUBALMU TJIa3MUHOTeHa (ajbdha2-MaKpoTio-
OyivH, anbdal-aHTUXUMOTPUIICUH). JlaHHOE ucciaenoBaHue ObLIO UHULIMMPOBAHO
dakTaMu, CBUOETETBCTBYIOLUIMMHU O TOM, UYTO B COJUIHBIX OIMYXOJSIX HaOIIomaeTcs
TOBBIIIEHHAsI aKTUBHOCTb (PEPMEHTOB, pa3pyllalouiux 0a3ajbHyI0 MEMOpDaHy, Kie-
TOYHBI MaTPUKC, 0OJieryasi OMyXoJIeBBIM KJIETKaM TMPOHUKHOBEHHUE B COCYIUCTOE
pyciio W, MUTpAIUIO, OcelaHue B NpYyrux opraHax. [Ipu aHanmse Ge3peluaUBHOU
BBIXKMBAE€MOCTH OBLJIO TOKA3aHO, UTO OHA B3aMMOCBSI3aHa C 3Kcnpeccueil hakTopos
MpoTeojn3a B onyxoiu, katericuia D, unnekcamu pT, pN, xapakTepoM oTiepaliuu.
OrnyxoJieBbie KJIETKU B KOCTHOM M03re oOHapyxeHbl Yy 95 (53%) nauuneHToB. Kaue-
CTBEHHBII aHAJIU3 HE BBISIBUJI 3HAYMMON B3aMMOCBSI3U C MIPOTHO30M, OJHAKO TpU
KOJIMYECTBEHHOM aHajiu3e (OTCYTCTBHME OMYyXOJeBbIX KieToK, 1—3 x 106, 6omee 3
kiaeTok Ha 106) ypoBeHb 3HaunmocTu goctur p=0.007. B moarpymnmax ¢ MHICKCOM
pT1, pT2, NO u nmpu KMIIEYHOM TUIIE paKa KOJMYECTBEHHBIN aHAIU3 OIyXOJEBBIX
KJIETOK B KOCTHOM MO3TI€ SIBUJICSI HE3aBUCUMBIM (hakTopoM NporHo3a. Hannuve mu-
KPOMETacTa30B B KOCTHOM MO3r€ JOCTOBEPHO KOPpPEJUpoOBanio ¢ MHIAEKcoM pT
U ¢ dKCIIpeccueil pakTopoB aKTWBAIMU TIa3MUHOTeHa. MIHTepecHo, 4TO Tipu aHa-
J13e B MOATrPYMIax MalMeHTOB ¢ HaJuYyheM MUKPOMETACTa30B B KOCTHOM MO3Te,
HO TpU <«HeraTUBHBIX» (pN-) nuMdoysnax, BbIXKUBAEMOCTb Oblja XyXe B TpyIIie
C TIOBBIIIIEHHOW aKTUBHOCTHIO (haKTOPOB aKTWBAIIMU TIJIa3MUHOTEHA B MEPBUYHOU
omyxoau. Yepes HecKosibKo JieT B xXypHaiie Journal of Clinical Oncology [11] atu Xxe
aBTOPBI MPOJEMOHCTPUPOBAJIN, YTO BaXKHO HE TOJIBKO OOHApPYXXUTh MUKpOMETacTa-
3bI B KOCTHOM MO3T€, HO U MOTMBITaThCA OXapaKTepu3oBaTh QYHKIIMOHAIBHYIO aK-
TUBHOCTb €MUHUYHBIX OIMYyXOJIEBBIX KJIETOK. Tak, aBTOPHI C TOMOIIbIO UMMYHOTHC-
TOXUMUYECKOTO METO/1a MoKa3alu, YTO MOBBILIEHHAsI 9KCIIPECCUs peLienTopa akTu -
BaTopa IUIa3MUHOTeHa Ha KJIeTKaX MUKPOMETAacTa30B SIBJISIETCS He3aBUCUMBIM (ak-
TOpPOM TPOTHO3a 001Ieil u Ge3pelnaINBHON BhKMBaeMOCTH. PellenTop akTuBamuu
TUIa3MUHOTEHA MPEeJIOXKEeH B 3TOI paboTe MUILIEHbIO IS TAPTEeTHON Tepanuu MU-
HUMaJbHOU pe3uayanbHoit 6oae3Hu nipu P2K. B HegaBHeM cooO1eHUM ObLIM OMNy0-
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JIUKOBAHBl PE3yJIbTAThl MPOJOKEHUS MCCAeA0BaHUsI (PAKTOPOB aKTUBAIIMU TLJIa3-
MuHoreHa [4]. BeieykaszaHHble (haKTOPbI ObUIM MU3YYEHBI B IJIaHE NTOUCKA B3aUMO-
cBa3u ¢ uHdekuueir H.pylori u Hanuymem kuineyHoi Mertarmiaaszuu. [IpomeMoH-
CTpUPOBaHO 3HaueHUe MH@ekuu H.pylori B MOBBIIIIEHUN aKTUBHOCTU (PAKTOPOB
MPOTE0JIM3a B METAIJIa3MPOBAHHON CIM3UCTOM XKeTyaKa.

KomrinekcHbIi moaxoa B AMarHOCTUKE MUKPOMETACTa30B MPOCJIEXXUBaeTCs U B pabo-
te Chan-Hang Wu [37]. 151 mOBBIIIeHUS YyBCTBUTEIBHOCTH M CITELIUMUIHOCTH OTIPe-
nenenust LIOK B kpoBu 64 6onbHbix P2XK onpenensiiucs mRNA nurokeparusa-19, pa-
koBoaMOpuoHanbHoro aHtureHa (CEA), o6patHyto MPHK (hTERT), myiuHa-1
(MUCI). O6HapyxeH1re OOMBIIMHCTBA MapKEPOB KOPPETUPOBATIO C KITMHUKO-MOPGhO-
JIOTUYECKUMU XapaKTePUCTUKAMU, a BBIXXKMBAEMOCTb OOJBHBIX C dKCIpeccueil Bcex 4
MapKepoB OblIa TOCTOBEPHO XYXe€, YeM OOJBHBIX 0€3 3KCIpPEecCHM B KJIETKaX KPOBU.
B npyroii cBoeit paboTe aBTOPBI YKa3blBaIOT, UTO omnpeaeieHre MRNA pakoBosMOpuo-
HaJIbHOTO aHTHUTEHA SIBJISIETCSI TOUHBIM MapKepOM pPacIpOCTPaHEHHOCTU OITyXOJEBOTO
npolecca U akTopoM mporsosa [36] .

Cpenu paboT, MOCBIUIEHHBIX U3YYEHUI0O MUKPOMETACTa30B B JuMdoy3iax, He00-
XOIMMO OTMETUTh uccienoBanue Hiroyuki Yokoyama et al. [40]. B paboTe npuBene-
Ha OpUTMHAaJbHAsI METONUKA Ha IKCIIEPUMEHTAJbHOU MOAENH, CYyTh KOTOPOU CBO-
autes K ciaenyomemMy. [1oqonbITHBIM XUBOTHBIM (MBIIIaM) MPUBHUBANach OMYXOJb
paka XxeJjyiKa 4yeJloBeKa, KJIETKM KOTOPOil ObLIM MeUeHbI (DJIyOpeCIIEHTHBIM OEJIKOM.
JlaHHasi MeTKa MO3BOJISIET BU3YAIM3UPOBATh Naxe eMUHUYHBIE OIMyXOJeBble KIETKU
B auMdoy3snax 6e3 rMCTOJOrMYecKOro McCaeqoBaHus, TO €CTh in vivo. Pe3ynbraThl
HUCCJIeJIOBaHUS MOKa3aiu, YTO U3 NMEPBUYHOU omyxoyiu (pacTyllieil B MOB3AOIIHOMN
0o0ylacTH) B TeUeHUE 5 HeleNb B TaXOBBIX TUMGOY3JIax pa3BUBAIUCH ITOCIEI0BATEb-
HO €IWHUYHBbIE OIyXOJeBble KJIETKU, MUKpPOMeTacTa3bl U MakpomeTacTasbl. Ecnu
MEPBUYHYIO OMYXOJIb YIAJISIIN A0 Pa3BUTUSI MAKPOMETACTA30B, TO €AUHUYHbBIEC OITYy-
XOJIeBbI€ KJIETKU TTOABEPTAINCH MTOJTHOU CITOHTAHHOM perpeccui, a MUKPOMETACTa3bl
— JIAIIb YaCTUYHON perpeccuu. Eciy XXUBOTHBIX HAYMHATHU JIEYUTh aHTH-acUATI0-
GM1 aHTUTENaMU, MOAABISIOIIMMU HAaTypalbHble KUJUIEPHBIE KJIETKU, TO OTMeYa-
Cs POCT KakK OIyXO0Ju, TaK U MUKpOMeTacTa3oB. M, HAaKoHell, MpU MOMbITKE JeUSHUS
XKUBOTHBIX mpemniapaTtoM S-1, 3¢heKTUBHOCTD ObIJIa TeM XyXe, 4YeM OoJblie ObUIO
MHUKpoMeTacTa3oB B JuMdoysnax. Takum oOpa3oM, aBTOpbl Ha HAIJISIAHOM MOJENU
MoKa3ajiu, YTo JAeJieHue MUKPOMETAacTa30B B JIM(dOy3iax Ha eNMHUYHbBIEC OMYXOJeBbIe
KJIETKM ¥ MUKPOMETAcTa3bl MMeeT MpakTUIeckoe 3HaueHue, U, caMoe TJIaBHOe, BO3-
MOXHOCTb UMMYHHOUM CHUCTEMBI SJIMMUHUPOBATH OIyXOJIeBble KJIETKU Ha PAaHHUX
3Tafnax MeTacTa3upoBaHUs.

Bosbiiee KonuuecTBO paboOT MOCBSAIIEHO KIIMHUYECKOI OLIEHKE OOHAPYXKEHUS MUK~
poMeTtacTa3oB B TuMdoy3iax. Tak, Wei Xu et al. [34] nzyuanu akcnpeccrio MRNA 1111~
ToKepaTuHa-18 y 35 mamuentoB P2XK meromom OT-ITLP B numdpoysnax yaaaeHHbBIX
npenapaTtoB. Eciau npu cTaHAapTHOM THUCTOJOTMYECKOM MCCJIENOBAaHUM TOpaXkeHUe
nuMmdoysnoB BbisiBiieHO B 99/298 (33.2%), To skcnpeccuss mRNA 1uTokepaTiHa-18
obHapyxeHa yxe B 133/298 (44.6%). Cpenu 199 numboy3noB, B KOTOPBIX HE 0OHApy-
JKEHO METacTa30B P CTAHIAPTHOM TMCTOJIOTMYECKOM McclienoBaHuu, B 34 (17.1%)

BBISIBJIEHBI MUKpOMeTacTasbl. Hanumure MukpomeTacTa3oB KOppeJarpoBaso co CTaauei
M CTaTyCOM JIMM(POY3JIOB.

[TombITKM OOHAPYXUTHh B3aUMOCBSI3b MEXIy HAIMUYMEM MUKPOMETACcTa30B B JIMM-
doyznax u heHOTUIOM OIYXOJIH MPEeATPUHSTH B padote Ze-Yu Wu et al. [39]. [1po-
BOIAWJIN OLIEHKY B3aMMOCBSI3M 3Kcmpeccuu E-xaareprHa Ha OMyXOJEBBIX KJIETKax
TIePBUIHOM OITyXOJIM C HATMIMEM MUKPOMETAcTa30B. MI3BeCTHO, UTO CHUKEHHAST 9KC-
npeccust E-kanrepuHa cBsizaHa ¢ meractadupoBaHueM [17] . Kpome toro, Hacien-
CTBeHHasi MyTauusi reHa E-kaarepuHa urpaet BaXXHYIO POJib B Pa3BUTUM Haclel-
CTBEHHOTO paka xejynka. OleHKa 9KCITPeCCU UMMYHOTUCTOXMMHWYECKY Ha TIEpBUY-
HoIi omyxosu 6bi1a ipoBeneHa y 30 manuenToB P2XK, uccrenosamu 850 numdboysnos.
Dkcnpeccust E-kaarepuna orcyrctBoBana 'y 10/14 (71.4%) nauneHTOB ¢ MUKpPOMETa-
crazamu B uMdoy3isl 1y 4/16 (25%) 6e3 mukpomeractazoB (p=0.026). Hamuuue
MMKPOMETACTa30B KOPPEJIMPOBAJIO C TIIYyOMHOW WHBA3UU MEPBUYHOUN OIMyXonu (MH-
nekc T) v ¢ TUCTOOTUYECKUM TUTIOM OITyXOJU (KUIIeYHBI/MHTeCTUHANBHBIN). Jlo-
CTOBepHas KoppeJisiuus Oblia BeISIBJIEHA TaKXKe MexXay akcnpeccueit E-kanrepuna Ha
KJIeTKax TEePBUYHOM OIYyXOJW M TaKMMU MOP(OOJOTUYECKUMM XapaKTepUCTUKAMMU,
KakK TUCTOJIOJIOTUYECKU Turl, nuddepeHIImpoBKa omyxoau (BBICOKO-, YMEPEHHO-,
HUu3KoauddepeHIIMPOBAHHBIN TUIT), HAJIMYUEM METACTa30B B TUMOOY3JIbl, MHBa3UEH
OITyXOJIU B TUM@ATUUECKHE COCYIBI.

MarpukcHble MeTaionporeasbl-2 (MMP-2) urparoT BaxHy pojib B pacnajie 3Kc-
Tpale/UTIoNIIpPHOTO MaTpukca. CUMTaeTcsi, 4TO KJIETKU OIyXOJU C TOBBIIIEHHOW KC-
npeccueit MMP-2 o61amaioT MOBBILIEHHOM MeTacTaTUYECKON CIOCOOHOCThIO. Ze-Yu
Wu et al. [38] uzyuain skcnpeccuro MMP-2 Ha KjieTkax epBUYHOM OITyXO0JIM BO B3aUMO-
CBSI3U ¢ MUKpoMeTacTazamu B iuMboy3isl. UccnenoBanue mposeneHo y 30 marmeHTOB
P2K Ha xiieTkax nepBu4HOM onyxoiau 1 850 aumMdoysiax, yiaJleHHbIX BO BpeMs oIepa-
u. Dkernpeccuss MMP-2 Beisiiiena y 21 (70%) naiueHTOB, IPY 3TOM Habrona1ach
JIOCTOBEpHAsl B3aMMOCBSI3b C TJIYOWMHON WHBA3UM OITyXOJTHM, HAJTUYMEM METacTa30B
B uMdoy3ibl 1 audhepeHIIMPOBKOM omyxoiu. MuUKpoMeTacTasbl 0OHapy>KeHbl B 77
(12.5%) numdoysnax y 14 (46.7%) naimenToB. Habmonanach TeHaeHIMs K 6ojiee yac-
TOMY OOHapyKeHUI0 MUKPOMETACTa30B B JIMMGOY3/Iax TIPY MOBBIIIEHHOW 3KCIIPeCcCun
MMP-2 B iepBUYHOI OIMYXOJH, OMHAKO YPOBEHb JOCTOBEPHOCTU HE TOCTUT CTATUCTH-
yeckoii 3HaunMoctu (p=0.118).

Kunitomo Miyake et al. [26] y 120 nmarmenToB co cragueii pT1pN0 oOHapyKvIM UM-
MYHHOTUCTOXMMMYECKM MUKpOMeTacTasbl B 32% ciiydaeB, eCliM OIyXOJib MpopacTajia
B MOJICTU3UCTHIN cioii. B paboTe He aHAaTM3MPYIOTCS OTAATEHHbIE Pe3YIbTaThl, HO MTPU-
BOJASTCS JaHHBIE B MOJb3Y ONPENETECHUS] CTOPOXKEBBIX JIUMGOY3I0B MPU PaHHEM pake
XeTynaKa.

B pa6ore Hiromichi Sonoda et al. [31] mpu uccinepoBanuu TuMQOY3I0B OT 28 maiu-
eHToB paHHUM P2K 6bU10 TponeMoHCcTpUpoBaHo, uTo onpeneieHne MRNA MUC?2 saBns-
€TCsl TOCTOBEPHO 60JIee YYBCTBUTEILHBIM M CITEIU(MUIHBIM METOIOM OIIPENETICHUS M-
KpoMeTacTa3oB, ueM onpeneiieHne MRNA pakoBOSMOPHOHATTLHOTO aHTUTEHA.

AmMepukaHcKue yaeHbie [10] mpuBoaAT peTpOCeKTUBHBIN aHaiIu3 3a 17 JeT, B KOTO-
poM ObL10 25 nauueHToB co ctagusiMu T1-4NOMO. MukpomeTacTasbl BbISIBJISLIN C MO-
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Mmoo aHTuTena CAM 5.2 K snuTenraaibHOMy MapKepy. Y 9 malveHTOB BbISIBIIEHBI MU -
KpoMeTacTasbl B IMMGOY3JIax, ¥ 3Ta IPyIIa uMelia JOCTOBepHO 0ojiee HU3KYIO BBIKMBA-
eMocTb. MHTepecHo, 4TO MearaHa yaaJeHHBIX BO BpeMs oriepauu TuM@Ooy3JIoB cocTa-
Bwia 7 (1-33), 4To B 11eJIOM OTpaXkaeT He3HAYNTEIbHOE KOJIMUECTBO yAAISIEMbIX TIUM(O-
y3J10B xupypramu CeBepHoii AMEpPUKH.

B 0630pe, TOCBSATIIECHHOM aHaIU3y MaTepruary MUHUMaJIbHON pe3uayalbHON 60Ie3HI
¥ OlIEHKEe OOHAPYKEHMSI METACTa30B B CTOPOXKEBOM JTUMGPATUISCKOM Y3JIe TIPU pake MO-
JIOYHOM XeJie3bl, a TAKXKe TPU paKe OPraHoOB XKeJYIYHO-KUILIEYHOro TpakTa [8], aBTopbl
YKa3bIBaIOT, YTO CYIIECTBYET 3HAUYUTEIEHOE KOJIMISCTBO aHTUTEI IJIST OTIPEACTICHUST MU~
KPOMETACTa30B U pa3Inuus B HAOOpe MalMeHTOB. DTU Pa3Indus B ONpeleIeHUN MUK-
poMeTacTa3oB U B METOIAMKE OIpeAeSeHMs CTOPOXEBOro JUM@oy3ia 3aTPpyaHSIOT MX
MPUMEHEHUE B KIMHUYECKOM MPaKTUKeE.

SITOHCKKE YYeHble [2] cpaBHUBAJIM MMMYHOTHCTOXMMHWYECKUN METOI OTIpeaeIeHUs
MUMKPOMETACTa30B B CTOPOXKEBBIX JIUM(POY3JIax ¢ TIOMOIIBIO aTHUTEN K LIMTOKEpaTUHAM,
peakuuu OT-TTLP MRNA pakoBo3MOPHMOHAIbHOTO aHTUT€HA, a TAaKXKe METOAUKM OIl-
peneneHust pamrousoTorna B JuMdoysnax. CyTh mociaeqHell METOIUKM 3aKIoYaeTcst
B CJIeAyIOIIeM: HaKaHyHe (3a CYTKM) OIepallyd SHIOCKOIUYECKU BOKPYT OITYXOJIM
B TIOJICIU3UCTBIN CJIOW BBOAMTCS KOJIJIOMIHBIM paaMoakTUBHBIM TexHenuit (99mTc),
Ha orepalyy 1 cpa3y mocjie Hee crienuanbHbiii mpudop (Navigator GPS) dukcupyer
MOBBILIIEHHOE HaKOIJIEHWe Tpernapara. B uccienoBaHue ObUTA BKITIOUCHBI 61 manmeHT
¢ npegonepauMoHHbIM q1uarHo3oM P2K v HauanbHBIM mopaxxeHuem cteHku xenayaka (T1
u T2 unaexkcamu — 53 1 8 MallMEHTOB COOTBETCTBEHHO). AHAIU3 TTOKa3aJl BHICOKYIO TOY -
HOCTb BCEX METOIIOB, & aBTOPHI CYNTAIOT KOHIIETIIIAIO OTIPEIeIEHUS] CTOPOKEBOTO JTMM-
doyszna mpu P2K Hanbonee mpreMeMoil y MallMeHTOB ¢ HayaibHOM ctagueit — T1. B To
ke Bpemst Akira Tanguku et al. [31] moguepKuBaloT, 4To TUMGOOTTOK OT KeJTyAKa 3HAUM-
TEJIBbHO CJIOXHEEe, YeM Y OITyXOJIel SKTOAEPMabHOTO IMPOUCXOXKISHNsI, TAKMX KaK pak
MOJIOYHOM 3KeJIe3bl WK OITyXOJIM KOXU. A 9acToTa "MPBITaoInuX’ METacTa30B JOCTHUTA-
et 15—-20%, B TO Xe BpeMs ompeecHIe MUKPOMETACTA30B MOXET CIYXKUTb aleKBaT-
HBIM CPEICTBOM ISl BBIOOpPA JICUEHUST U, COOTBETCTBEHHO, YIYYIlIEHUsT KayecTBa XKU3HU
W BBDKMBAEMOCTH.

[MomnbITKM OLIEHUTH (PYHKIIMOHATBHYIO aKTUBHOCTh MUKPOMETACTAa30B MOXHO Ha-
oaoaath B nyonukanuu Y.Yonemura et al. [42]. B aToM KpynHOM McclieqOBaHUU
MPUBOMASITCS pe3yabTaThl o6caenoBanus 308 mMalMeHTOB, Y KOTOPBIX IIPU CTaHIAPT-
HOM THCTOJIOTUYECKOM MCCIeAOBAaHNN He OBIIM BBISIBJICHBI MeTacTa3bl B TUMMOY3-
npl. Bcem manmeHTam BBITIONHSIIM cTaHAApTHYIO TuMboauccekuuio D2. Mukpome-
TacTasbl BBISIBJISIINA C TIOMOIIBIO aHTUIIUTOKepaTUHOB 1 aHTH-Ki-67 antuTen MIB-
1.V 37 mauuenTtoB B 77 nuMdoy3iax BeIsIBJIEHbl MUKpOMeTacTa3bl. B 12 u3 25 enu-
HUYHBIX OTTyXOJIEBBIX KJIETOK (MUKpOMeTacTa3ax) U B 49 u3 52 KjracTepHBIX MeTacTa-
30B HabJII01aJIU MOBBILIEHHYIO MPOJUdEepaTUBHYIO aKTUBHOCTD, BBISIBISIEMYIO C MO-
mouipio MIB-1. [TauueHThl ¢ MUKpOMeTacTa3aMyd UMEIU NOCTOBEpHO Oojiee HU3-
Ky10 BbIKMBaeMocTh (p=0.014) mo cpaBHEHUIO ¢ MallMEeHTaMu 6e3 MUKpOMeTacTa-
30B. ABTOpBI CUYMUTAIOT, UTO OIYyXOJEBBIC KJIETKU 0e3 MpoandepaTuBHON aKTUBHOC-
TH, BO3MOXXHO, IMOTU0AIOT, IMOO HaXOASTCS B MOKOSIIEMCsl cocTossHUU. Ho oGHapy-

KEHHME «aKTUBHBIX» MUKPOMETACTa30B HY>KHO paclieHMBATh KaK KJIMHUYECKOE Me-
TacTa3upoBaHUE.

Ecimm oGHapyXeHUe ¢IMHWYHBIX OITyXOJIEBBIX KJIETOK B KOCTHOM MO3Te, KPOBH,
JuMdoysiax He BIUSET Ha CTaAMPOBaHUE B MEXIYHApOIHOU KIaccupUKalMU, TO 00-
HapyXeHHe KJIETOK paka B aCLIUTUYECKOM XUIKOCTH paclieHuBaeTcs Kak M 1. Cuura-
eTCsI, YTO HanboJiee BEPOSITHO TMOIagaHue OTYXOJIEBBIX KJIETOK B CBOOOMHYIO OpIOII-
HYIO TIOJIOCTh TP ITpOpacTaHUU BCeil CTEHKM XXeJIyaKa, TO eCTh Ipu nHaekce T3 u T4.
BrisiBiIeHME KIIETOK paka B MEPUTOHEATbHON XXUAKOCTH Jaxe MpU OTCYTCTBUM MaKpo-
CKOITMYECKY BUAMMBIX METacTa30B Pe3KO yXyalraeT nmporuo3. Hanboee yacTo B Kitu-
HUYECKOM MPaKTHUKE BBISIBICHUE MUKPOMETACTA30B B OPIOLIHOM MOJIOCTA UCTIOIb3YeT-
csl 11 Ha3HauYeHUsI BHYTPUOPIOITHOW XMMHMOTEpANuu, a TakxKe Uil OLeHKU 3¢ dek-
TUBHOCTH TOCJIEIHEN.

Tak, Takuji Mori et al. [28] y 19 mauueHTOB ¢ pacrnpoCTpaHEHHbIM PaKOM XeJyaKa
(T3-4) ¢ momompto peakimu OT-TTLP onpenensinm MRNA pakoBo3MOpHOHAIBHOTO
aHTureHa. IlalMeHTHI Mojiydaau MpeAorepallMOHHYI0 BHYTPHMOPIOLIHYIO XUMHUOTepa-
nuto. B 8 ciyyasx HabaoganM CHUXKEHUE SKCIPECCUM aHTUTeHa, B S — cTa0WIU3alluIo,
B 6 — IOBBIIIEHUE SKCIIPECCUU ITOC/IE XUMUOTEPAIIMU. B 1epBoii IpyIiiie XUBLL B IIPO-
1ecce HaOJIIOAEHMS BCe MAllMeHTHl, KpOME OMHOrO. B rpymrie ¢ moBslllIeHUEM 3KCIIpec-
CHM aHTUIeHA yMepJIu 5 OT pelra1Ba paka v TOJbKO OIUH XUB B TeUeHUE 22 MeCSLIEB.
ABTOpBI CUUTAIOT, UTO MOJIOKUTEJbHBIE 3HaUeHUsI MRNA pakoBoAMOpHOHAILHOTO aH-
TUTeHA J1aXKe B OTCYTCTBUE IIUTOJIOTMYECKU OIPEEIIEMbIX METACTa30B SIBJISTFOTCS TIOKa-
3aHMEM K BHYTPUOPIOIIHON XUMUOTEPANMU. Y MALIMEHTOB ¢ MUKpOMeTacTa3aMu (LIMTO-
snornyeckoe uccienosaHue u OT-TILP) o 6prolHo# MoJoCTH B TPOBEAEHHOM UCCJIE-
JIOBaHUM He ObUIO CHMXKeHMSsT aKcrpeccun MRNA gaxe rocie coueTaHHOUW BHYTpUO-
PIOIIHOM Y CUCTEMHON XMMUOTEPAIInu.

IIporHocTyeckoe 3HaUYeHUE OOGHAPYKEHUST MUKPOMETACTa30B B CBOOOIHOM OPIOIITHOMN
mosioctu BeIsIBUTT Takke Kodera Y et al. [20], moka3aBiuii BaXXHOCTh BBISIBIICHUSI MRNA
PaKOBOSMOPHUOHAILHOTO AaHTUTEHA B YCTAHOBJIEHUH TIEPUTOHEATbHON TMCCEMUHAIIAM.

BrissBnenue MRNA MertaionpoTeasbl-7 B CBOOOAHOI OPIOLIHOM MOJIOCTU B COYETAa-
HUM C IUTOJIOTUYECKUM aHAJIM30M TTOBBICHUJIO YYBCTBUTEIBLHOCTh METONA B TIPOTHO3E
6O0JIBHBIX B paboTte Yonemura Y et al. [42].

C.Sakakura et al. [30] usyyan skcnpeccuio MRNA nomanekap6okcuiassl (dopa
decarboxylase — DDC) u pakoBo3MOPHMOHAJbHOTO aHTUTEHA B IEPUTOHEATbLHOM
xunkoct y 112 6onpnbix P2K. Tpeamnocsiikoii nis paboTsl 6bUT0 00HApYXKEeHUE T10-
BoIIeHKME 3Kkcnpeccuu TeHa DDC (¢ momMolibio microarray aHaianu3a) B IEPUTOHEAb-
HbIX MakpoMmeTactazax P2K. DDC saBnsiercs ¢pepMeHTOM, OTBETCTBEHHBIM 3a CUHTE3
nodaMuHa, ¥ TIOBBIIIIEHHAst 9KCIIpeccus reHa oOHapyXeHa Mpu HelipobiractoMe y nie-
Teil ¥ IpU MEJIKOKJIETOYHOM pake Jierkoro. BeisiBenne DDC gBuiIoCh 9yBCTBUTEb-
HBIM M clieLIU(UUYHBIM METOAOM B IMPOTHO3€ MEPUTOHEATbHON TMCCEMUHALIMU Y He-
KOTOpPBIX 601bHBIX P2K, 0fTHaKO aBTOPHI 3aTPYIHUIUCH 1aTh OLIEHKY OMOJIOTUYeCKOTO
CMBICIA 3TOTO (haKTa.

Hcnonb3oBaHue nocTuxXeHU GyHIaMeHTaTIbHON MEIUIIMHBI BEIET, C OJHOM CTO-
POHBI, K CTAaHAAPTU3ALIMU JIeUeHUST OOJbHBIX B Pa3BUTHIX CTpaHaX, C IPyro — K UH-
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IUBUIyaTU3allMKM Moaxoaa. B aToM HeT MpoTUMBOpEUMsI, MOCKOJbKY «CTaHIapThI»
JIAIG OYIyT TIPUMEHSIThCSl Ha GoJiee BBICOKOM YpOBHe. JleueHWe OHKOJOTMYECKOTO
0OJILHOTO B HEeJaJIeKOM OyIyIleM, BO3MOXHO, OYIeT MPUMEHSITHCS C YIETOM MOJIEKY-
JISPHO-TEHETUYECKOTO «IaclopTa» IallMeHTa M <«IaclopTa» OImyxoju. JleueHue
00JIbIIONM rpynnbl 00JbHBIX P2K mociie pagykaabHBIX onepaluii mpenapatoM S-1 1mo-
Kazajio CBoe MPEeNMYIIIECTBO 10 CPABHEHUIO C TPYIIION KOHTPOJISI. AHaJIM3 HabIoe-
HUS TT0Ka3aJl, YTO CHU3WIOCH YMCIIO TUMMOTEHHBIX U ITEPUTOHEATbHBIX METaCTa30B,
a yacToTa reMaTOTeHHbBIX METaCTa30B MPaKTUUYECKU He U3MeHMIach. BeposaTHo, Mu-
KpoMeTacTa3bl B pa3IMIHBIX OpraHaxX 00JIafaoT pa3TuIHOW OMOJOTMIeCKON aKTHUB-
HOCTBIO U CBOUM OCOOCHHBIM (DEHOTUIIOM. MOXET OBITh, KTO-TO U3 MAlIMEHTOB I10-
JlydaJl XMMUOTeparnuio HarpacHo. BeimeneHue rpyrmnbl pucka Ha OCHOBE OOHapykKe-
HUSI MUKPOMETACTa30B SIBJSETCS MEPCNEKTUBHBIM HalpaBJleHUEM MHIWBUIYyaIU3a-
1y JedeHus. JJuarnocTuka MUHUMAaJIbHOM pe3uayaabHOM 601e3HU He JOJIKHA Bec-
TH K co3epliaTeJIbHOI MOoJUTUKe. B HacTosIee BpeMsl KOHCTaTalus (pakra MUKpPO-
METacTa30B TaKXe MOXET CYMTAThCS HEIOCTaTOUYHOM, HeoOXxoauma (GyHKIIMOHAIb-
Hasl OlleHKa OIyXOJIEBBIX KJIOHOB. Pe3yIbTaThl 1Mo ucciie1oBaHUIO (haKTOPOB IIa3MM -
HOTeHa, COCYIUCTOTO (paKTopa pocTa, aKTUBHOCTH METAJIIONpOTea3, MHIeKca Mpo-
Judepaly B MUKpoMeTacTa3ax paka XXejayaKa IMOoKa3blBaloT, YTO MOUCKOBbIE pabo-
Thl MO TIIATEJbHOU (PYHKUMOHAIBHOU OLIEHKE MOXHO CYUTATh NMPUOPUTETHBIMU.
XUMHUOTepanus U iydeBas Teparust MAaKPOCKOITMYECKMX METaCTa30B U peliuanBa pa-
Ka Xenyaka Majo addekTuBHa. Bo3aMoXHO, 11T 3MIMMUHAIIUY MUKPOMETACTa30B 00-
nee 3¢ (GHEKTUBHBIMU OKaXYTCsI OMOJIOrMYEeCKUEe METOIbI JeueHus. MapKkepbl JeTeK-
LMY MUKPOMETACTa30B MOTYT OBITh «<MUIIEHSIMU» TAPTeTHOM Tepanuu. AHAJIN3 JINTE-
paTyphl TOKa3bIBaeT, YTO ITOTCHLMAJbHBIMU "MUIICHSIMH' B KPOBU MOTYT OBITh
CD46v6, PODA, MUCI, B koctHoM Mo3re — VEGE, CD31, B tumdoysiaax — PDA,
MUCI1, MUC2, B nepBuyHoii onyxonu — E-cadherin, MMP-2, VEGF, MMP7,
B aCIIMTUYECKOM Xuakoctu — PODA, MMP7.

Takum obGpazoM, paHHSISI IMAarHOCTUKA PEIUAMBA paka XeJylaKa WIM oOHapyXeHHe
MMKPOMETACTa30B Ha paHHUX CTAAMUSIX MOTYT ObITh 3(PDEKTUBHBIM CPEACTBOM IS Jieue-
HUSI MUHUMAJIBHOM pe3uayaIbHOM OOJIE3HM U YIYUIICHUS BBKUBACMOCTH.
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Die Jubiliumszeitschrift ist dem sechzigsten Geburtstag von Prof. M.I. Davidow,
Mitglied der Russischen Akademie der medizinischen Wissenschaften, gewidmet. Wir
bemiihten uns dabei, uns auf das aktuelle onkologische Problem — minimale
Restkrankheit beim Karzinom — zu konzentrieren. Die Zeitschrift wurde in
Zusammenarbeit mit unseren deutschen Kollegen vorbereitet. Prof. B. Brandt (Hamburg,
Deutschland) ist liebenswiirdig auf den Vorschlag eingegangen ein Ehrenredakteur dieser
Nummer zu sein. Die Artikel geben die Thematik der Vortrige der 4. Russischen
Konferenz (mit internationaler Teilnahme) "Immunologie der Himopoese", die am 6.
Juni 2007 stattgefunden ist, wieder. Gemass dem Wunsch unserer deutschen Kollegen
wird die Zeitschrift zum erstenmal dreisprachig (Russisch, Englisch, Deutsch) verof-
fentlicht.

Wir hoffen, dass die verdffentlichten Artikel ein méchtiger Anreiz zur weiteren
Entwicklung der aussichtsreichen Richtung der klinischen Onkologie — immunologisch-
er Karzinomstadiumfeststellung — sein werden.

Chefredakteur der Zeitschrift "Immunologie der Himopoese",

Leiter des Labors fiir Immunologie der Himopoese, des Russischen Onkologischen
wissenschaftlichen N.N. Blochin-Zentrums der Russischen Akademie der
medizinischen Wissenschaften (staatliche Einrichtung),

Dr. med., Prof. N. N. Tupizin

Prof. Davidow, Michail Iwanowitsch ist 60 Jahre alt!

Am 11. Oktober 2007 wurde Prof. Davidow, Michail Iwanowitsch, grésster Chirurg,
hervorragender Gelehrte-Onkologe, Mitglied der Russischen Akademie der
Wissenschaften und der Russischen Akademie der medizinischen Wissenschaften,
Direktor des Russischen Onkologischen wissenschaftlichen N.N. Blochin-Zentrums der
Russischen Akademie der medizinischen Wissenschaften, Prisident der Russischen
Akademie der medizinischen Wissenschaften, 60 Jahre alt.

Die Redaktion der Zeitschrift "Hiamopoeseimmunologie" sowie das Kollektiv des
Labors fiir Himopoeseimmunologie des Russischen Onkologischen wissenschaftlichen
N.N. Blochin-Zentrums der Russischen Akademie der medizinischen Wissenschaften
gratulieren dem Jubilaren vom ganzen Herzen dazu und wiinschen ihm gute Gesundheit,
weitere Erfolge in seiner aufopferungsvollen Schlacht mit bosartigen Tummoren und hof-
fen, dass er als endgiiltiger Sieger aus dieser Schlacht hervorgeht.

Moge dieses Heft, Threm Jubildium gewidmet, unser bescheidenes Geschenk und ein
Kornchen des Beitrages in die Hauptsache Thres Lebens — Kampf gegen Krebs — sein!

Redaktion der Zeitschrift "Himopoeseimmunologie”
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Vom Redakteur
N. N. Tupizin

HAMATOGEN DISSEMINIERTES OPERIER-
BARES KARZINOM FRUHER STADIEN ALS
EINES DER WICHTIGSTEN
ONKOLGIEPROBLEME.
IMMUNOLOGISCHE STADIUMFESTSTELLUNG
VON TUMOREN

Russisches Onkologisches wissenschaftliches N.N. Blochin-Zentrum der Russischen Akademie der
medizinischen Wissenschaften (staatliche Einrichtung), Moskau, Russische Foderation

ZUSAMMENFASSUNG

Die Diagnostik der himatogenen Verbreitung der Epitheltumoren auf friihen Stadien ist ein
der wichtigsten Probleme der Onkologie. Fiir seine Losung ist die Standardisierung der
Knochenmarkuntersuchungen und der quantitativen Schitzung einzelner isolierter metasta-
tischer Zellen notwendig. Im Artikel wird der Algorithmus der Knochenmarkuntersuchung
zur Erkennung der Karzinommikrometastasen angefiihrt; der gestattet die quantitative
Schitzung zu standardisieren und die Loésung durch peripheres Blut zu vermeiden. Die
Membran- Hyperexpression HER2/neu auf den Mammakarzinomzellen kann man mit
Luminiszenzverfahren und Durchfluiizytometrieverfahren untersuchen.

Schliisselworter: Mikrometastasen, Knochenmark, Standardisierung.

Die bosartigen Epitheltumoren sind schon auf frithesten operierbaren Stadien bei 20—
40 % der Patientinnen himatogen disseminiert [7].

Chirurgische Tumorentfernung mit der Lymphodissektion hat den Hohepunkt erreicht.
Die Ideologie und Technik der Ausfiihrung der Radikaloperationen bei den Tumoren ver-
schiedener Lokalisation sind glinzend vom Prof. M. 1. Davidow, Mitglied der Russischen
Akademie der medizinischen Wissenschaften, entwickelt (Davidow—Schule). Als
Ergebnis wird bedeutende Erniedrigung der Karzinomrezidive beobachtet.

Doch ist das Problem des Tumorwiederwachstums bei den "radikal operierten”
Patientinnen nicht geldst. Man hat es eigentlich als Problem bisher noch nicht formuliert.
Und es liegt auf der Hand, und seine Selbstverstiandlichkeit ist ganz entmutigend — das
Prozess fingt wieder aus bosartigen Zellen, die vor der Operation aus dem Primértumor,
wenn auch der sehr klein ist, mit dem Blutfluss ins Knochenmark migriert haben, an.
Diese Zellen kénnen sich im "schlimmernden" Ruhezustand befinden (dormant cells) und
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sich nach vielen Jahren bzw. Jahrzehnten nach der Radikaloperation aktivisieren und ein
metastasisches Wachstum verursachen.

Die Tumoraussaaten im Knochenmark kénnen wie einzelne isolierte (solitire) Zellen
oder ihre Gruppen — Mikrometastasen! — aussehen. Diese Zellen werden auch im
peripheren Blut — zirkulierende Tumorzellen — gefunden. Morphologisch werden
einzelne Tumorzellen nicht gefunden: es ist die Anwendung hochempfindlicher immunol-
ogischer Verfahren notwendig.

Die Chemo- und Hormontherapie ist bei der Vernichtung isolierter disseminierter
Tumorzellen nicht genug effektiv. Die Immunotherapie (Herzeptin) ist ein
Auswahlverfahren in Her2/neu-positiven Fillen. Im ganzen gibt es keine Verfahren der
Eradikation von Karzinommetastasen. Die Bildung effekiver immunologischer
Programme und Priparaten mit der Wirkungsgebundenbheit fiir die Vernichtung isolierter
disseminierter Tumorzellen muss als eine der vorrangigen Aufgaben der Onkologie betra-
chtet werden.

Um die Wirkungseffektivitit der Priparaten auf die Metastasen zu priifen, muss man in
erster Linie die quantitative Schitzungsverfahren fiir isolierte disseminierte Tumorzellen
standardisieren. Es geht um eine immunologische Karzinomstadiumfeststellung.

Fir die Standardisierung verwendet man eine "Gebundenheit" entweder an
Leukozytenanzahl oder an Blutvolumen, in dem eine bestimmte Anzahl der
Tumorzellen beobachtet wird, was ausfiihrlich in den Artikeln von Prof. B. Brandt
(Immunozytologie) und O. B. Bshadug mit Mitautoren (Durchflusszytometrie) in
diesem Heft beschrieben wird.

Ich mochte nur einige Erwidgungen iiber die Standardisierung der
Knochenmarkuntersuchungen &ussern, weil es in der Fachliteratur ein volles
Durcheinander iiber diese Frage gibt.

Der Knochenmarkuntersuchungsalgorithmus der Erkennung einzelner isolierter
Tumorzellen ist folgend.

1. Die Entnahme eines minimalen Knochenmarkvolumens (maximal 0,5 ml). Es ist
iiberzeugend bewiesen, dass bei der Entnahme iiber 0,2 ml Knochenmark eine
Musterlésung durch peripheres Blut moglich ist [8]. Es ist technisch ziemlich kompliziert
0,2 ml zu entnehmen. Deswegen empfehlen wir 0,5 ml zu entnehmen (Abbildung 1). In
der Fachliteratur werden die Angaben iiber die Entnahme als Regel bedeutend grosserer
Knochenmarkvolumen angefiihrt [4], was unvermeidlich mit der Losung durch peripheres
Blut verbunden ist. In Féllen der Knochenmarklésung durch peripheres Blut ist es schon
unmoglich zu schitzen, ob die Tumorzellen im Blut bzw. Knochenmark gefunden wurden
oder nicht.

2. Die Ziahlung der Zelligkeit des Knochenmarkes und die Vorbereitung der
Standardknochenmarkabstriche fiir die Myelogrammanalyse. Auf der Grundlage der
Myelogrammzusammensetzung und der Musterzelligkeit zieht man einen Schluss

1 Fir Klarere Fassung wird der Fachausdruck "Mikrometastasen” in diesem Artikel auch beziiglich einzelne

solitare Tumorzellen verwendet werden.

Abb. 1. Probierrohrchen Vacutainer (Firma BD, USA), mit ithylendiaminotetraazetat
bearbeitet, mit den Knochenmarkmustern. Adiquate Mustermenge in den Probierrohrchen
Nr. 2 und 3 (Zihlung von links nach rechts)

dariiber, dass das Knochenmark durch peripheres Blut nicht gelost wurde. In den Artikeln
gibt es als Regel keine solche Angaben.

3. Der Lysinzusatz zu den Erytrozyten und Ausscheidung einer mononuklearen
Knochenmarkzellenfraktion im Fikolldichtengradienten.

4. Die Vorbereitung der Zentrifugepriparaten (von 0,5 bis 1 Mio. Zellen pro Priparat),
Abbildung 2. In den Fillen der Zellenfraktionierung wird das Myelogramm wieder nach
den Zytopriparaten fiir die Bestimmung des Anreicherungsgrades der mononuklearen
Fraktion gezidhlt; es st fiir die Erhaltung der Angaben beziiglich
Myelokariozytenausgangskonzentration notwendig.

5. Die immunologische Fiarbung der Zytopridparaten mit monoklonalen Antikérpern
(MKA) zu Epithelantigenen. Es ist wichtig die Antikorper, die mit den himopoetischen
Knochenmarkzellen nicht reagieren, zu verwenden. Deswegen passen MKA zu EMA
(Epithelmambranenantigen), DF-3 und 115D8 fiir die Erkennung der Mikrometastasen
nicht [5]. Wir verwenden MKA KL-1 und CAMS.2. Fiir Visualisierung der Tumorzellen,
die mit den Antikérpern gebunden sind, passt sowohl die Luminiszenz- [6] als auch die
Immunofermentfirbung. Wir ziehen die Luminiszenzfirbung mit direkten
Konjugaten MKA mit FITC vor, weil es in den Fillen der Immunoperoxidasefiarbung bes-
timmte Schwierigkeiten mit voller Blockierung endogener Myeloperoxidase der himopo-
etischen Zellen gibt; bei der Anwendung des Alkaliphosphataseverfahrens ist eine nicht
spezifische Reaktion der Plasmazyten mit der Alkaliphosphatase moglich [2].

6. Die Zihlung der Tumorzellenanzahl unter von 1 bis 10 Mio. Myelokariozyten des
Knochenmarkes. Die Zihlung muss von einem qualifizierten Morphologen ausgefiihrt werden.
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Abb. 2. Zytozentrifugen- Knochenmarkpriparaten. Polymorphes Knochenmark

Die Verwendung dieses Verfahrens hat interessante Ergebnisse gegeben, die die
Verbindung der Erkennung der Mikrometastasen ins Knochenmark und des
Mammakarzinonstadiums, Rezeptorenstatus des Tumors, Zustandes des himopoetischen
Knochenmarkgewebes betreffen [1] (s. Artikel von O. W. Krochina in diesem Heft).

Eine der wichtigsten Fragen, die mit der Mikrometastasenheilungstaktik verbunden ist,
ist die Bestimmung der Expression (Hyperexpression) Her2/neu von metastatischen
Zellen [3]. Besondere Bedeutung fiir weitere Therapie hat die Bestimmung der
Membranenexpression des Rezeptors.

Wir haben dazu das Heilungsmittel Trastuzumab fluoreszenzmarkiert und die Reaktion
mit den Mammakarzinomzellen auf den frisch gefrorenen Schnitten mit der
Durchfflusszytometrie geschitzt (Abbildung 3, auf der Seite 3 des Umschlages).

Die Ergebnisse der Fluoreszenzfirbung stimmen vollstindig mit den immunohisto-
chemischen Angaben iiberein. Was die Méglichkeit der Erkennung der Hyperexpression
Her2/neu auf isolierten metastatischen Knochenmarkzellen mit der Durchflusszytometrie
anbetrifft, sind fiir die endliche Schlussfolgerung zusitzliche Untersuchungen und
Speicherung der Materialien notwendig.
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I. EINLEITUNG

Die hidmatogene Disseminierung von Tumorzellen, besonders bei Brust- und
Prostatakrebs, scheint ein frither und hoch selektiver, nicht zufilliger Prozess zu sein,
welcher hauptsichlich durch eine spezifische aberrante Genexpression charakterisiert
wird. Mikrometastatische Zellen sind im Knochenmark (KM) oder peripheren Blut (PB)
von 20-90% der Patienten nachweisbar, selbst wenn kein Lymphknotenbefall oder klinis-
che Anzeichen von Metastasierung des Tumors nachweisbar sind. Diese Zellen kénnen
eine adjuvante Chemotherapie iiberleben und viele Jahre in einem schlafenden Zustand
verbleiben ("latent dormancy”), bevor sie gegebenenfalls Knochenmetastasen oder
Metastasen in anderen sekunddren Organen ausbilden. Aufgrund dieses Sachverhaltes
haben wir Zellen epithelialen Ursprungs aus peripherem Blut isoliert und immunzyto-
chemisch analysiert. Die Isolierung der Zellen erfolgte mittels einer patentierten Methode
bestehend aus einem Dichtegradienten und einer anschlieBenden immunmagnetischen
Zellseparation.

a) Der prognostische Wert von zirkulierenden Tumorzellen (CTC) aus peripherem Blut
wurde fiir Brustkrebspatienten mittels einer Langzeitstudie evaluiert. Bei etwa 50% aller
Patienten ohne Metastasierung des Tumors wurden ca. 1-8 zirkulierende Tumorzellen im
peripheren Blut gefunden. Als Positivkontrolle diente Blut von metastasierten

Patientinnen, hierbei konnten in allen Fillen zirkulierende Tumorzellen nachgewiesen
werden. Bei gesunden Probanden und operierten Patienten mit nicht malignen
Krankheiten wurden keine CTCs gefunden. Der Nachweis und die Anzahl von HER2-
positiven zirkulierenden Tumorzellen korrelierte mit einem signifikant verkiirzten
krankheitsfreien itiberleben (DFS; p<0.005) und Gesamtiiberleben (OS; p<0.05).
Interessanterweise wurden bei 12 Patienten HER2-positive zirkulierende Tumorzellen
gefunden, obwohl der Primirtumor aufgrund immunhistologischen und FISH-
Untersuchungen fiir HER2 negativ war. Fiir Brustkrebs der Stadien I-III liefert diese
Studie ecinige Hinweise fiir eine prognostische Bedeutung von HER2-positiven
zirkulierenden Tumorzellen. In zukiinftigen Herceptin-Studien sollten HER2-positive
zirkulierende Tumorzelllevel untersucht werden, da es wahrscheinlich ist, dass die Anzahl
der HER2-positiven zirkulierenden Tumorzellen die Aktivitit des Tumors widerspiegelt
und daher ein Ansprechen auf Trastuzumab vorhergesagt werden kann.

b) Des Weiteren konnten wir aus dem peripheren Blut von Prostatakrebspatienten in
98% der Fille perioperativ PSA-positive zirkulierende Tumorzellen isolieren. Die
isolierten Zellen wurden durch Immunzytochemie unter Verwendung von Antikérpern
gegen Prostata-spezifisches Antigen (PSA), Mitose- (Mib-1, H1 und H3) und Apoptose-
assoziierten (M30, c-FasR) Proteinen und mithilfe von DNA-Farbungen (DAPI) charak-
terisiert. Die immunphinotypische und morphologische Charakterisierung von PSA-pos-
itiven aus der Prostata stammenden Zellclustern, die im peripheren Blut von
Prostatakrebspatienten gefunden wurden, zeigte zwei Hauptpopulationen von Zellen: (1)
Im Blut von 35% der untersuchten Patienten wurden Zellaggregate aus intakten poten-
tiellen Tumorzellen entdeckt, welche Proliferations-assoziierte, nicht aber Apoptose-
assoziierte Proteine exprimierten (2). In jeder Probe wurde eine grofie Anzahl zirkulieren-
der dysmorpher Zellcluster gefunden, die positiv fiir die Expression von apoptose-
assozierten Proteinen waren.

Von jedem Fokus eines multifokalen Prostatatumors wurde unter Verwendung einer
Multiplex-PCR, basierend auf einer Mikrosatelliten-Analyse ein genetisches Profil erstellt
(D7S522, D8S522, NEFL, D10S541, D13S153, D16S400, D16S402, D16S422 and
D17S855). In 85% der Prostatakrebsfille war das LOH-Muster der CTCs identisch mit
nur einem Fokus des Primirtumors. AuBlerdem deutet das LOH-Muster darauf hin, dass
kleine Foci, moglicherweise CTC abgeben. Interessanterweise wurde die grofite Anzahl
von LOHs beim Marker fiir das PTEN-Gen D10S541 (85%) beobachtet, welches weniger
hiufig im unifokalen Prostatakrebs (48%) vorkommt. Zudem ist der seltener auftretende
LOH im BRCAI Gen (38%), hauptsichlich bei Fillen vorgekommen, die innerhalb von
drei Jahren nach der Prostatatektomie ein biochemisches Rezidiv bekamen. Diese
Ergebnisse unterstiitzen daher die Hypothese, dass bei Prostatakrebs die CTCs von dis-
tinkten Foci des Primirtumors stammen. Die Grofle des Tumorfokus steht dagegen nicht
in Relation zur Disseminierung von Tumorzellen. Obwohl die Anzahl der in dieser Studie
untersuchten Fille gering war, kann die Aussage getroffen werden, dass LOH der Gene
PTEN und BRCALI, reprisentiert durch die Marker D10S541 und D17S855, mit hoher
Wahrscheinlichkeit sowohl mit dem Auftreten von CTCs im peripheren Blut von
Patienten, als auch mit einem frithen biochemischem Rezidiv assoziiert sind.
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Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die molekulare Charakterisierung von
CTCs im peripheren Blut von Patienten, die an soliden Tumoren leiden, das Potential hat,
spezifische Krebsdiagnostik fiir die Therapieprognose zu werden.

I1. Der prognostische Wert von HER2-positiven zirkulierenden Tumorzellen aus
dem peripheren Blut von Mammakarzinompatientinnen

Unsere Gruppe berichtete 1998 als erstes von der Isolierung zirkulierender HER2- pos-
itiver Tumorzellen in Zellclustern (¢cCTCs) aus dem peripheren Blut von
Brustkrebspatientinnen mit organbegrenzten Tumoren (Stadium I-11I). Diese Zellen wur-
den durch eine kombinierte Methode, bestehend aus einem Dichtegradienten und einer
immunmagnetischen Zellseparationstechnik, isoliert [1]. Vor dem Hintergrund das
Brustkrebspatientinnen mit Fernmetastasen zum Zeitpunk der Diagnose disseminierte
HER2-iiberexprimierende Epithelzellen im Knochenmark aufwiesen (2), wurde die
Hypothese aufgestellt, dass zum Zeitpunkt der primidren Behandlung zirkulierende
Tumorzellen, die den HER2-onkogenen Rezeptor exprimierten, moglicherweise
Zwischenstufen im metastasierenden Prozess darstellen. Diese Hypothese wird zusétzlich
gestiitzt durch die Assoziation zwischen Knochenmark Mikrometastasen und dem
Vorkommen von HER2-positiven Zellen.

HER2-positive ¢cCTCs wurden iiberwiegend im peripheren Blut von ca. 50% der
Stadien I-II1 Patientinnen detektiert. In den Proben, die positiv fiir cCTCs waren, war
die mittlere Anzahl der Cluster pro Probe 4 (Anzahl variierte zwischen 1-8). Die Cluster
bestanden aus 2 bis 30 Zellen. Tabelle 1 zeigt die Haufigkeit von HER2-positiven
cCTCs, die in den Proben detektiert wurden. Als Positivkontrollen dienten Patienten
mit metastasierten Krebserkrankungen (Stadium IV). Bei jedem dieser Patientinnen
konnten HER2-positive cCTCs nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle wurde Blut
von nicht an Krebs erkrankten Personen untersucht und keine HER2- positiven cCTCs
detektiert.

Der Nachweis HER2-positiver CTCs und Tumorstaging, Tumorgrading, Hormonrezeptorstatus
und immunhistochemischer HER2-Status

Der Nachweis HER2-positiver cCTCs ist signifikant assoziiert mit einer zunehmenden
Tumorgroie (pT Stadium), negativem ER Status, schlechter histologischer
Differenzierung und lymphovaskuldrer Invasion. Aufierdem wurde im Blut von allen
Patienten mit inflammatorischen Karzinomen des Stadiums M+, HER2-positive cCTCs
gefunden. Es wurden keine signifikanten Korrelationen mit dem Lymphknotenstatus (pN
Stadium), PR-Status oder der Proliferationsrate (Ki-67) gefunden. Allerdings konnten wir
einen signifikanten Unterschied zwischen der Hiufigkeit von HER2-positiven cCTCs und
dem HER2-Status des entsprechenden Primértumors feststellen: Bei 12 Patienten mit
HER2-positiven cCTCs zeigte der Primértumor eine negative Auswertung fiir HER2, was
darauf hindeutet, dass die Anzahl HER2-positiver Zellen im Primértumor bei weniger als
10% liegt. Wir konnten keine Korrelation zwischen HER2-positiven ¢cCTCs und der
EGFR Expression, p5S3 Mutation und bcl-2 Expression nachweisen.

Tabelle 1
Identifizierung und Anzahl von c-erbB2-positiven zirkulierenden Tumorzellen (einzelne vs.
in Clustern CTCs)

Einzelne c-erbB2-positive

CTCs Anzahl pro Probe Patienten n (%)
0 26 (74.3%)
1 3(8.6%)
2 3 (8.6%)
3 1(2.9%)
4 2 (5.7%)
Nein 26 (74.3%)
Ja 9 (26.5%)
In Clustern c-erbB2-positive
CTCs Anzahl pro Probe Patienten n (%)
0 18 (51.4%)
1 4 (11.4%)
2 2 (5.7%)
3 3(8.6%)
4 3(8.6%)
7 1(2.9%)
8 4 (11.4%)
0
1-4
>5
nein 18 (51.4%)
ja 17 (48.6%)

Die Detektion von zirkulierenden, sich in der aktiven Phase des Zellzyklus befindendlichen
Tumorzellen

Zirkulierende Tumorzellen der HER2-positiven cCTC Patienten wurden zusétzlich
immunzytochemisch mit dem monoklonalen Antikorper Ki-67 gefirbt, um Zellen in der
aktiven Phase des Zellzykluses nachzuweisen. Das Vorhandensein von Ki-67 wurde durch
Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie visualisiert, wie es in Abbildung 1 ersichtlich ist.
Sowohl Ki-67 als auch HER-2-positive Einzelzellen wurden in Proben von zwei Patienten
detektiert, nicht aber in Zellclustern. Daher kann man sagen, dass HER2-positive Zellen,
die sich in der aktiven Phase des Zellzyklus befinden im peripheren Blut von Patienten
vorhanden sind, allerdings muss davon ausgegangen werden, dass diese sehr selten
vorkommen.

Die Bedeutung des Nachweises von HER2-positiven ¢CTCs fiir die Prognose des
Mammakarzinoms

Eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorkommen und der Anzahl von HER2-
positiven cCTCs wurde sowohl mit einem verkiirzten krankheitsfreien iiberleben als auch
mit der Verminderung des Gesamtiiberlebens festgestellt. Die Ergebnisse von iiberlebens-
analysen in Beziehung zu HER2-positiven ¢cCTCs sind in Tabelle 2 zusammengefasst;
Abbildung 2 zeigt die dazugehorige Kaplan-Meier Kurve.



IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE

160

Uberleben in Beziehung zu zirkulierenden c-erbB2-positiven Tumorzellen

Uberleben in Beziehung zu zirkulierenden c-erbB2-positiven Tumorzellen

c-erbB2-positive DFS 0os
CTCs Monate (95% Cl) P Monate (95% Cl) P

Einzelzellen nein 112+9(94;130)  0.018 125+ 7 (110;139) 0.024
ja 46 + 14 (19;74) 89 + 15 (60;117)

Zellen in Clustern  nein 124 +7(110;139)  0.007 125+7(110;139) 0.024
ja 60 + 11 (38;83) 80 + 15 (60;117)
0 124 £7(110;139)  0.003 0.021
1-4 72 +13 (46;97)
>5 32+ 16 (1;62)

Tabelle 2

@ Logrank-Test

Abb. 1. Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie-Analyse von CTCs aus Blut einer Patientin
(links) und SKBR3-Zellen (rechts). Durchlichtmikroskopische Aufnahmen (A, B), HER2
(C, D) und Ki-67 (E, F) Firbungen sind zusitzlich abgebildet. Die CTC und die als
Positivkontrolle fungierende SKBR3-Zelle zeigten ihnliche Expressionsmuster des nuk-
learen Proliferationsproteins Ki-67. Der Grofienmarker entspricht 10pum

Folglich korreliert die Detektion von HER2-positiven ¢cCTCs signifikant mit der
Inzidenz von Fernmetastasen und mit dem durch die Krebserkrankung verursachtem Tod
der Patientinnen. Im Besonderen wurden HER2-positive cCTCs im Blut von allen vier
Patientinnen detektiert, die anschlieBend Knochenmetastasen entwickelt haben. Um den
unabhingigen prognostischen Wert von HER2-positiven ¢cCTCs fir DFS und OS zu
evaluieren, wurde eine multivariate iiberlebensanalyse durchgefiihrt. Das Vorhandensein
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Abb. 2. iiberlebenskurven von Patientinnen mit priméirem Brustkrebs. Berechnete Kaplan-
Meier-Kurve fiir krankheitsfreies iiberleben (DFS) und Gesamt?berleben (OS) in Bezug auf
den Nachweis und die Anzahl von zirkulierenden HER2-positiven Tumorzellen im peripheren
Blut. Die schwarze gestrichelte Linie stellt die Patientinnen dar, bei denen keine HER2-pos-
itiven Tumorzellen detektiert wurden. Die graue Kurve zeigt das iiberleben der Patientinnen
mit zirkulierenden HER2-positiven Zellen

von HER2-positiven cCTCs (ja vs. nein), der pT-Status (pT1-2 vs. pT3-4), der
Lymphknotenstatus (pNO vs. pN+), histologisches Grading (G1 vs. G2-3), ER- und PR-
Status (positiv vs. negativ) wurden als Kovariablen erfasst. Das Vorhandensein von HER2-
positiven CTCs erreichte dabei annihernd statistische Signifikanz (p=0.060).

Das Vorhandensein von HER2-positiven cCTCs bei Patientinnen mit nicht metas-
tasierenden Brustkrebs konnte ein spezifischer Indikator fiir okkulte Metastasen sein. Im
Hinblick auf die hamatogene metastasenbildende Tumorzelldisseminierung werden prog-
nostische Marker benétigt, die die Identifizierung von Brustkrebspatientinnen fiir eine
individuelle risikoangepasste Therapie ermdglichen konnten. Die ¢cCTCs konnten ein
Surrogatmarker fiir einen metastatischen Krankheitsverlauf sein, bevor eine Metastase
lebensbedrohlich wird. AuBerdem kénnte der Nachweis von disseminierten Tumorzellen
(DTC) im Knochenmark nach der adjuvanten Behandlung ein schlechtes Ansprechen [3-
5] der systemischen Behandlung widerspiegeln. Da allerdings héufige
Knochenmarksaspirationen fiir die Suche von okkulten Tumorzellen unangenehm sind
und die Akzeptanz von ansonsten gesunden Patientinnen gering ist, konnte die
Probenentnahme von peripherem Blut, im Besonderen fiir Langzeitstudien, eher geeignet
sein. Seitdem unsere Technik HER2-positive ¢cCTCs nicht nur bei Patientinnen mit
metastasierender Krankheit hochsensitiv detektiert, sondern auch bei Krebspatienten der
Stadien I und II, kénnen die CTCs als Marker fiir die Prognoseeinschitzung dienen, da
diese eine unentdeckte Tumordisssemination reprisentieren [6; 7]. Weiterhin kénnte der



IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE 162

Nachweis von HER2-positiven cCTCs Behandlungsentscheidungen beeinflussen. Dieses
steht in iibereinstimmung mit Berichten, die darauf hinweisen, dass CTCs den Ausgang
einer Behandlung reflektieren [8]. Die Bestimmung des HER2 in Mammakarzinomen
wird benétigt, um die Entscheidung fiir die Therapie mit dem humanisierten monok-
lonalen Antikérper Trastuzumab zu treffen. Die Therapie verlidngert signifikant das
krankheitsfreie iiberleben und Gesamtiiberleben [9; 10]. Allerdings wird zurzeit die
Bestimmung des HER2-Status des Tumors durch die Immunhistochemie im Tumor ein-
malig durchgefiihrt. Der Nachweis von HER2-positiven cCTCs konnte niitzlich sein, um
eine "Echtzeit" Beurteilung des HER2-Status wihrend des Verlaufs der Krankheit zu
ermoglichen. Wir konnten eine Diskrepanz zwischen der Detektion von HER2-positiven
¢CTCs und dem HER2-Wert der dazugehérigen primiaren Tumoren feststellen: Bei 12
Patientinnen mit HER2-positiven ¢cCTCs hatte der Primirtumor einen HER2-Wert
weniger als +3 und/oder keine HER-2 Amplifikation, was durch FISH-Analyse ermittelt
wurde. Es wurde aulerdem berichtet, dass ein signifikanter Anteil der Patientinnen mit
HER2-neagtiven Primédrtumoren wihrend der Tumorentwicklung eine hohe
Konzentration an HER2 im Serum aufwies. Dieses legt die Mdoglichkeit nahe, dass die
HER2 Genamplifikation wihrend der Progression des Tumors erworben werden kann
[11]. Die Daten, die durch diese neue Methode gewonnen werden konnten, unterstiitzen
die Detektion von zirkulierenden HER2-positiven Tumorzellen und erlauben eine
Beurteilung des "Echtzeit" HER2-Status, sodass friilhe Anzeichen einer okkulten metasta-
tischen Krankheit iiberwacht und diese somit friihzeitig festgestellt werden kann.
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III. Nachweis und Immunphinotypisierung von Prostata-spezifischen
Zellclustern aus dem peripheren Blut von Prostatakrebspatienten

Eine provokante Diskussion iiber die Diagnose und Indikation zur Operation von
Prostatakrebs (PCa) wurde in der Literatur durch die Daten einer klinischen
Langzeitstudie ausgelost [1]. Eine Differenzialdiagnose zwischen PCa mit einer guten
Prognose und metastasierenden PCa ist nach wie vor schwierig. Deshalb wurden Studien
durchgefiihrt, um Tumorzellen im Blut von Patienten zu identifizieren, die mit dem Risiko
des Patienten fiir die Entstehung von Metastasen korrelieren.

Phinotypische Daten des Primértumors zeigen, dass dieser relativ heterogen beziiglich der
Expression von proliferationsasoziierten Markern (MIB-1) und Apoptose-induzierter DNA
Fragmentierung ist [2]. Dieses deutet auf ein asynchrones Wachstum von Prostatatumoren
hin, was die Schlussfolgerung zulisst, dass die Zellen, die in die Blutzirkulation gelangen
moglicherweise unterschiedliches Metastasierungspotential haben. Diese Hypothese wird
zusitzlich durch die Tatsache gestiitzt, dass die Anzahl der Abberationen, die durch
Mikrosatelliten-PCR  bestimmt werden konnen, mit Fortschreiten der Krebserkrankung
ansteigt. Die Zunahme der Mutationen im Primértumor erhoht moglicherweise auch die
Heterogenitit der disseminierten Tumorzellen und beeinflusst das iiberleben der Patienten]|3].

Um zusitzlich die Lebensfihigkeit der Zellpopulationen, die im peripheren Blut von
PCa Patienten gefunden wurden zu evaluieren, haben wir immunzytologische Farbungen
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Table 3

Anzahl der Patienten mit Zellcluster und die Anzahl von aus dem Blut isolierten

Zellclustern, die positive fiir Prostata-spezifisches Antigen und Zytokeratin waren, enthal-
ten in 11 EDTA- Blut von 68 Patienten mit Prostatakrebs

Zellcluster-Typ DC DC einschlieBlich IC IC cCTC
Anzahl der Patienten mit Zellclustern o o o, o
(% von 76) 70 (92%) 50 (66%) 25 (33%) 74 (98%)
Mittlere Anzahl der Cluster
+ Standardabweichung 814 + 946 80 + 151 11+36 825+ 954
Spannweite der Anzahl von Clustern 20-5400 3-1080 1-193 1-5400

pro Cluster-positiver Patient

DC = Zellcluster die nur aus dysmorphen Zellen bestehen; IC = Zellcluster von schmalen, runden, intakten Zellen; cCTC = alle Arten von
zirkulierenden aus der Prostata stammenden Zellclustern

mit Antikérpern sowohl gegen die Proliferationsmarker Mib-1 (Ki-67) und H1/H3 [10],
als auch gegen die Apoptose-assozierten Marker c-Fas Rezeptor und M30 (apoptose-
assoziertes Zytokeratinfragment, Leers 1999) durchgefiihrt [4]. Dadurch stellte sich her-
aus, dass ein kleiner Anteil der selten vorkommenden Population von intakten Zellclustern
positiv fiir die Proliferationsmarker Mib-1 und H1/H3 waren. Keine der intakten
Zellcluster, die wir untersucht haben, waren positiv fiir den c-Fas Rezeptor oder M30.
Durch die Firbung gegen den c-Fas Rezeptor und M30 konnten wir nachweisen, dass die
dysmorphen Zellcluster (DC) apoptotisch sind.

IV. Das asynchrone Wachstum von Prostatakrebs spiegelt sich in den zirkulieren-
den Tumorzellen im peripheren Blut wieder

Prostatakarzinome wachsen in 70 bis 80% multifokal. In 50-76% der Fille muss deshalb
der Tumor chirurgisch mit einer radikalen retropubischen Prostatatektomie (PRP) behan-
delt werden. Die klinische und prognostische Signifikanz der Multifokalitit ist weiterhin
unklar. Verschiedene Foci des Prostatakarzinoms kénnen sich in ihrer Histologie unter-
scheiden, was nahe legt, dass separate Foci eines bestimmten Prostatakarzinoms
moglicherweise auch eine unterschiedliche Tumorbiologie aufweisen [1]. Primédre Tumore
zeigen vielmehr heterogene Expressionsraten von proliferations-assozierten Markern wie
Ki-67 und apoptose-induzierter DNA Fragmentierung, was auf ein asynchrones
Wachstum des Prostatatumors hinweist (siche oben). Basierend auf Mikrosatellitenstudien
von mikrodissektiertem Geweben konnten Bereiche im Primértumor mit verschiedenen
Alterationen identifiziert werden, die mit einer bestimmten Zelldifferenzierung in der
Histologie und damit mit einem unterschiedlichen Gleason Score assoziiert waren [2; 3;
4].

Wir haben multifokale Prostatatumore und PSA-positive CTCs aus dem peripheren
Blut von 20 Patienten mittels Multiplex-PCR untersucht, von diesen Patienten konnten
zwischen 55 und 5400 cCTCs aus 50 ml Blut isoliert werden. Neun polymorphe
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Abb. 3. Topographische Karte der Prostata eines Patienten, beinhaltend die verschiedenen
Foci des Tumors, Form, Multifokalitit und Verhiiltnis zur Kapsel und Operationsr?nder
(rechte Seite) genauso wie die durch Hiimatoxylin-Eosin gef?rbten Bereiche der untersuchten
Foci: 1: Focus 6 Gleason 3+3, Focus 9 Gleason 3+4, Focus 24 Gleason 4+4 (Vergrosierung
10x). Darstellung der durch Mikrosatteliten-PRC ermittelten LOHs des PTEN-Markers

Mikrosattelitenmarker wurden fiir den Vergleich von LOH- Mustern von verschiedenen
Tumorfoci und zirkulierenden Tumorzellcluster (¢cCTC) verwendet. Die hochste Anzahl
von LOH im primiren Tumor (PT) und cCTCs wurden fiir den Marker D10S541 (PTEN,
92% bzw. 85%), gefolgt von D13S153 (82% bzw. 76%) und D16S422 (86% bzw. 71%)
gezeigt. Der Marker D17S855 (BRCA1, 39% bzw. 39%) wies die geringste LOH Frequenz
auf. Weiterhin wurde in 4 von 5 Fillen, die ein biochemischen Rezidiv innerhalb von 3
Jahren bekamen, ein LOH des Markers D17S855 sowohl fiir die cCTCs als auch fiir den
PT nachgewiesen werden. Die hochste Anzahl von LOHs wurde in Foci entdeckt, die
nicht identisch mit dem genomischen Muster der cCTCs waren. Die grofiten
Unterschiede zwischen PT und cCTCs zeigte der Marker D8S258, der nicht dissemi-
nierende Focus des Primirtumors wies mehr als 50% héaufiger einen LOH auf als die
cCTCs (79% PT vs. 50% cCTC). Zwei Foci eines PT zeigten nur in einem Fall identische
LOH-Muster, verglichen mit denen der cCTCs. In einem weiteren Fall besa3 keiner der
zwei Tumorfoci ein identisches Alterationsmuster mit den CTCs. Die untersuchten
Tumorfoci waren in 9 Fillen annidhernd gleich grof3, wohingegen in 11 Féllen die Grofie
sehr unterschiedlich war. Der kleinste Focus wies nur ein Volumen von ungefihr 0.2 cm3
auf. Eine Korrelation zwischen der Anzahl der cCTCs sowie dem t-PSA-Level, dem
Tumorstaging ebenso wie der Differenzierung konnte nicht aufgezeigt werden. Ein bio-
chemisches Rezidiv trat in dieser Studie nur in Féllen mit niedriger Anzahl von CTCs
(55—750 CTCs pro 50 ml; Mittelwert: 330) auf. Unserer Studie legt zum einen nahe, dass
die cCTCs hochstwahrscheinlich nur von einem distinkten Fokus abstammen und zum
anderen, dass die anderen Foci desselben Tumors manchmal iiber zusitzliche LOH verfii-
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gen. Nur in einem der untersuchten Fille zeigten beide Foci identische LOH Muster,
wihrend es in einem anderen Fall nicht méglich war, den disseminierenden Fokus im
Primiartumor zu identifizieren. Interessanterweise konnten Qian et al. (5) durch
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) zeigen, dass kleine Foci des Primartumors
metastasieren konnen und dass gewoéhnlich einer oder mehrere Foci dieselben
Chromosomenaberrationen mit der entsprechenden Metastase gemeinsam haben. In der
Tat konnten wir in 6 Fillen zeigen, dass in multifokalen Tumoren ein kleiner Fokus von
nur 0.2 cm3 GroBle, hochstwahrscheinlich der Ursprung fiir die Dissemination der cCTCs
war, und nicht der gréBere Fokus. Interessanterweise wurde die hochste Anzahl von LOH
beim Marker D10S541 (85%) festgestellt, das PTEN-Gen, welches in monofokalen
Prostatakrebs (48%) weniger hiufig betroffen ist. Zudem trat das selten auftretende LOH
im BRACA1 Gen (38%) in 4 von 5 Fillen auf, die ein biochemisches Rezidiv innerhalb
von 3 Jahren nach der Prostatatektomie bekamen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass unsere Daten die Hypothese eindringlich
unterstiitzen, dass die cCTCs bei Prostatakrebs von distinkten Foci des Primértumors
stammen. Die Grofie des Tumorfokus steht nicht in Beziehung zur Anzahl der dissemi-
nierten Zellen, die in das Blutsystem gelangen. Sogar kleine Foci, kleiner als 0.2 cm3
GroBe, zeigten eine signifikante Abgabe von cCTCs. Obwohl die Anzahl der Fille, die
wir in der Studie untersucht haben, gering war, deuten die Ergebnisse darauf hin, das
LOH bei distinkten Markern wie D10S541 und D17S855, welche die Gene PTEN und
BRCALI reprisentieren, moglicherweise mit dem Auftreten von cCTCs im peripheren
Blut von Patienten und ebenso einem frithen biochemische Rezidiv assoziiert sind. Die
Sequenzierung des PTEN- und BRCA1-Gens bei Prostatakrebs, die ein LOH besitzen,
konnte einen neuen Marker fiir die frithe Detektion eines Rezidivs identifizieren.
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V. Die Detektion von zirkulierenden Tumorzellen aus peripheren Blut von metas-
tatisierten Brustkrebspatientinnen mithilfe des halb-automatischen CellSearch®
Systems

Die viel versprechenden klinischen Ergebnisse zum Nachweis von CTCs haben bislang
nicht in die klinische Routine Eingang gefunden. Es fehlten standardisierte automatisierte

Methoden und Gerite. Der Nachweis der CTC wurde mit aufwendigen manuellen
Probenaufarbeitungsmethoden durchgefiihrt, was zu grolen Schwankungen der
Ergebnisse, sowohl in verschiedenen Laboratorien als auch innerhalb eines Labors, fiihrte.
Weiterhin wurden verschiedene Reagenzien und Methoden fiir die Farbung und
Evaluierung der immunzytochemisch priparierten Zellen bei der Suche nach diesen sel-
tenen Ereignissen im Blut und Knochenmark verwendet, was zu Unterschieden in der
Spezifitdt und Sensitivitit fithrte. Obwohl Blut aufgrund der einfachen Probenentnahme
letztlich eine ideale Quelle fiir die Detektion von CTCs darstellt, ist die klinische
Signifikanz von CTCs im peripheren Blut weniger erhértet als fiir DTCs im Knochenmark.
Ein wichtiger Fortschritt in diesem Gebiet entstand durch die Entwicklung eines automa-
tisierten Anreicherungs- und immunzytochemischen Detektionssystems fiir CTCs
(CellSearch; Veridex; 1). Dieses System besteht aus einem CellSave-Probengefifd
(Immunicon, Huntingdon Valley, PA) zur Aufbewahrung und zum Transport der
Blutproben, dem "CellSearch Epithelial cell kit" (Veridex), welches alle Reagenzien und
Verbrauchsmaterialien enthélt, um einen Test durchzufiihren, die CellSearch-
Kontrollzellen (Veridex), um tdglich oder fiir jeden Ablauf eine einwandfreie
Durchfiihrung zu sichern, ein automatisiertes Gerit, um die Reagenzien hinzuzugeben
und die Zellen zu waschen (AutoPrep; Veridex), und ein halbautomatisches Mikroskop
zum Auslesen und Auswerten der Ergebnisse (CellSpotter Analyzer; Veridex).

Durch die Verwendung dieses Systems, zeigten Cristofanilli et al. in einer vorausblick-
enden Studie, dass die CTC-Detektion signifikante prognostische Informationen fiir
Patienten mit metastasierenden Brustkrebs liefert (2, 3). Die evaluierte Detektion der
Anzahl von CTCs im peripheren Blut bei metastasierendem Brustkrebs, ist begleitet von
einem verkiirzten krankheitsfreien iiberleben und Gesamtiiberleben, dhnlich wie fiir das
Knochenmark. Es gibt weiterhin einige Berichte iiber die Detektion von CTCs bei
Patientinnen mit primaren Brustkrebs, allerdings meistens mit niedriger Anzahl an CTCs
und unterschiedlichen Ergebnissen sowohl betreffend der Anzahl der positiven
Patientinnen als auch der Anzahl der CTC eines einzelnen Patienten (4-8). Demnach
konnte die Bestimmung des CTC-Levels ein erhebliches Potential fiir die
Therapiepradiktion beim Mammakarzinom haben und die therapeutischen Strategien in
der Zukunft beeinflussen. Fiir diesen Zweck wird eine zuverlissige Methode dringend
benoétigt, die in unterschiedlichen Laboratorien sowohl einfach durchzufiihren als auch
reproduzierbar ist. Weiterhin ist die Standardisierung und Automatisierung dieser
Methode entscheidend, um hohe Durchsatzzahlen als eine Voraussetzung fiir klinische
Anwendungen und multizentrische Studien sicher zustellen.

Das CellSearch-System wurde von der U.S. Food and Drug Administration fiir klinische
Routinearbeiten bei Brustkrebspatientinnen fiir die klinische Diagnostik zugelassen,
obwohl eine unabhingige Validierung dieser neuen Technologie fiir Routinearbeiten fehlte.
Eine kiirzlich abgeschlossene multizentrische Studie zeigte durch eine hohe iibereinstim-
mung der Instrumente die Zuverldssigkeit des Systems und belegte dadurch, dass das
System ein brauchbares Gerit fiir Routineanwendungen von therapeutischer Effizienz fiir
metastasierende Brustkrebspatientinnen ist. Des Weiteren wird durch die Daten gezeigt,
dass die Proben bei Raumtemperatur verschickt werden kénnen, und dass die Anzahl der
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CTCs bis zu 75 Stunden stabil bleibt. Diese Tatsache macht sowohl die Probenbearbeitung
an zentralen Laboratorien als auch den Transport an entfernte Standorte moglich.

Die Untersuchung von Blutproben nach CTCs mithilfe des CellSearch-Systems ist fiir
klinische Versuche mit multizentrischen Vorraussetzungen moglich. Das System ist auf3er-
dem fiir klinische Laboratorien ein solides Gerit fiir Routinebestimmungen bei
Brustkrebspatientinnen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Bei durchschnittlich 30-35% der Patientinnen mit Brustkrebs wurden Mikrometastasen
im Knochenmark diagnostiziert. Fiir die Bestimmung des Tumorbefalls im Knochenmark
werden verschiedene Forschungsmethoden — zytologische und histologische — angewandt,
immunozytichemische Untersuchung, polimerase Kettenreaktion, Durchflufzytometrie
und Zellenkulturen. In dieser Studie wurden bei 50 Patientinnen mit Brustkrebs
Knochenmarkuntersuchungen mit Hilfe einer zytologischen, histologischen und
immunozytochemischen Methode durchgefiihrt. Die Mehrzahl der Patientinnen (74%)
hatten einen metastasischen Verlauf. Bei 19 Patientinnen (38%), die an der Untersuchung
teilnahmen, wurden Knochenmarkmetastasen entdeckt. Die Kombination unter-
schiedlicher Diagnosemethoden erhohte die Wahrscheinlichkeit der Entdeckung von
Tumorzellen im Knochenmark nicht wesentlich. Andererseits konnten mit histologische
und immunozytochemische Methoden Tumorzellen im Knochenmark ausreichend fest-
gestellt werden. Die Mikrometastasen im Knochenmark hatten keine klinischen
Entwicklung; gleichzeitig wurde bei Blutuntersuchungen, statistisch belegbar, eine
Beschleunigung der Blutsenkungsgeschwindigkeit und Senkung des Himoglobin-Spiegels
festgestellt.

Schliisselworter: Mammakarzinom, Knochenmark, Mikrometastasen

Bei verschiedenen bosartigen Tumoren ist das Entdecken einzelner Tumorzellen im
Knochenmark von grofler Bedeutung, da subklinische Mikrometastasen Indikatoren fiir
Tumordissemination und Vorginger von Fernmetastasen sind. Im Laufe von 5 Jahren
bricht nach einer chirurgischen Behandlung der Metastasen bei fast der Hilfte der
Patientinnen ein Mammakarziom aus. Sogar bei 1/3 der Patientinnen ohne Metastasen in
den regionalen Lymphknoten wurde spiter eine Prozessdissemination festgestellt. Mit
dem ersten Riickfall zeigen sich bei 23% Patientinnen Tumorherde im Knochenmark mit
Hilfe von standardisierten diagnostischen Prozeduren, wobei dieses Ergebnis bis zu 80%
18 nach einer Autopsie der verstorbenen Brustkrebspatientinnen steigt.
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Die erste Nachricht iiber den Fund von Knochenmarkmetastasen ist im Jahr 1834 belegt;
damals bekam dieser Zustand den Name "Tumordiathese” 1 . 1908 charakterisiert Ryall den
Tumorbefall des Knochenmarks als "Tumorinfektion".[26]. Seit 1980 legt man groBe
Aufmerksamkeit auf Kanziromatose, aber es besteht immer noch eine terminologische
Unklarheit. Wenn man iiber das Knochenmark spricht, werden verschidene Bezeichnungen
benutzt — Mikrometastasen, okkulte Metastasen, minimale residuale Krankheit, isolierten
Tumorzellen, disseminierte epitheliale Zellen. [4]. Uns scheint der Standpunkt der
Gelehrtengruppe um Paul Hermanek am akzeptabelsten (1999) 15 . Die Autoren schlagen
vor, Mikrometastasen und isolierten Tumorzellen auszuwihlen. Von Mikrometastasen wird
nur dann gesprochen, wenn eine Implantation von Tumorzellen in sogenannte "sekundéire
Organe" vorkommt und sich ein Bild von Extravasation, Zellenproliferation mit stromaler
Reaktion zeigt. Aber die Gréfle des Tumorherdes ist das wichtigste Kriterium. Im Fall von
Mikrometastasen ist die Clustergrésse im Unterschied zu isolierten Tumorzellen grofl genug,
aber nicht hoher als 2 mm. Eine Klirung der Terminologie ist fiir eine richtige Beschreibung
des Tumorprozesses und dementsprechend fiir eine richtige Therapie notwendig. Wenn wir
iber Tumorzellen im Knochenmark sprechen, wird dieser Zustand als MO(i+) oder
MO(mol+), je nach Untersuchungsmethode, Kklassifiziert, und der Tumorprozess kann
entsprechend nicht als IV. Krankheitsstadium eingeordnet werden. Hingegen werden die
Mikrometastasen im Knochenmark als pM1(mi) bezeichnet, und dementsprechend soll der
Tumorprozess als I'V. Stadium eingeordnet werden [15].

Nach Angaben verschiedener Autoren wurden die ITZ im Knochenmarkt bei ungefihr
30-35% Patientinnen mit Brustkrebs diagnostiziert [5; 6; 11; 14; 24].Wovon hingt die
Haufigkeit der Tumorzellenentdeckung im Knochenmark ab?

Wie Untersuchungsergebnisse von Krochina O.V. und Mitautoren zeigten (2002), gibt
es in verschiedenen Krankheitsstadien von Patientinnen mit Brustkrebs eine
Wahrscheinlichkeit der Metastasierung im Knochenmark [2]. Dabei steigt der
Prozentanteil der Metastasenentdeckung vom I. bis zum IV. Stadium. Der hochste
Prozentanteil der Mikrometastasen ist im IV. Stadium des Mammakarzioms (62,5); der
geringste Prozentanteil im IIla. Stadium, was sich wahrscheinlich durch eine geringe
Patientenzahl in dieser Gruppe erklirt.

Fernmetastasen werden zum grossten Teil mit dem Tumorbefall des Knochenmarks
assoziiert. Die Hiufigkeit des Knochenmarkbefalls hingt oft von der Lokalisierung der
Fernmetastasen ab. In einer Arbeit von M.Osborne (1994) wurden bei 38%
Brustkrebspatientinnen im IV. Stadium Mikrometastasen im Knochenmark entdeckt; bei
20% der Patientinnen Fernmetastasen, au3erhalb von Knochen und bei 10% Patientinnen
mit primidr operabeln Mammakarziom [21]. In der Arbeit von S. Braun und seinen
Mitautoren wurden bei der Untersuchung von 33 Patientinnen mit viszerale Metastasen
bei 13 Patientinnen Tumorzellen im Knochenmark entdeckt. Bei 18 von 19 Patientinnen
mit Metastasen in Knochen wurden ebenfalls Mikrometastasen im Knochenmark diag-
nostiziert, sowie bei 48 von 55 Patientinnen mit gleichzeitiger metastatischer
Skelettzerstérung und Viszeralorganen. [7].

In der nichsten Arbeit hat S. Braun (2005) eine Metaanalyse mit 9 der gréfiten
Untersuchungen durchgefiihrt, die insgesamt 4703 Patientinnen mit Mammakarziom

umfasst [9]. Der Vergleich von Patientinnen mit und ohne Knochenmarkzerfall, hatten
Patientinnen mit Mikrometastasen im Knochenmark den hochsten ausgedehnten
Tumorherd und meist einen niedrigen Differenzspiegel, sowie eine groBere
Wahrscheinlichkeit des Zerfalls der regionalen Lymphknoten und oft einen negativen
rezeptorischen Status des Tumors.

Fiir einen Nachweis des Tumorzerfalls im Knochenmark, konnen folgende
Untersuchungen durchfiihrt werden:

1. Bei weniger als 4% der Patientinnen lisst sich mit der zytologische und hisologische
Methoden Tumorzellen (nur bei ausreichend hoher Zahl) entdecken. Mit Hilfe der histol-
ogischen Methode werden echte Metastasen ofter entdeckt. Einzelne metastasische Zellen
kann man mit einem Lichtmikroskopie sehr schwierig oder gar nicht bestimmen [25]. Die
Steigung des  Sensibilititsnachweises von ITZ wird durch folgende
Untersuchungsmethode erreicht:

2. Immunozytochemische Methode griindet auf einem Knochenmarkabstrich mit Hilfe
von monoklonaler Antikérpern zu Antigenen, die zwar nicht fiir das himopoetische
Gewebe typisch sind, aber fiir Zellen mit soliden Tumoren [10; 24]. Fiir die
Immunodetektion von ITZ des Mammakarzioms im Knochenmark werden monoklonale
Antikorper zur epithelialen Membran des Antigen benutzt.(( EMA), Zytokeratin (CK),
tumorassoziirte Glykoproteine 12 ( TAG 12)). Bei dieser Methode, die auf der
Verwendung von monoklonalen Antikérpern zu Antigenen griindet, ist der Nachweis von
1-2 Tumorzellen pro 1 Mio. gesunder Knochenmarkzellen méglich. Die Sensibilitédt der
immunozytochemischen Methode wird durch den niedrigen Expressionspiegel von
Antigenen der Tumorzellen begrenzt. In diesem Fall ist die Nutzung der Antikorperplatte
fiir die Sensibilitdtserhohung der Methode folgerichtig. Aber dieses Herangehen fiihrt zur
Senkung der Sensibilitit der Methode, da bekannt ist, dass MKA zu EMA mit lymphoiden
und fritheren myeloiden Knochenmarkzellen kreuzarig reagieren, und CK-8 und CK-18
positiven Zellen kommen im Bereich von 2-5 von 1 Mio. im Knochenmark auch bei
gesunden Personen vor. Deshalb kann die immunozytochemische Methode pseudo-posi-
tive Ergebnisse bei 2-10% bei gesunden Personen ergeben. Es ist auch wichtig, dass heute
weltweit viele kommerzielle MKA mit verschiedener Sensibilitit und Spezifitit benutzt
werden, was keine Standardisierung der Methode erlaubt und den Vergleich der
Ergebnisse erschwert, die von verschiedenen Forschungsgruppen kommen.

3. Die Polymerasenkettenreaktion (RT-PCR) ist zum Nachweis von Mustergeweben fiir
Matritzen-RNA bestimmt. Diese Methode besteht in der Suche nach mRNA in einigen
Genen (Zytokeratine), die in metastatischen Zellen vorkommen, oder fiir die Suche nach
mRNA in Genen, die fiir Mutationen von Tumorzellen spezifisch sind (z.B. Gene ERB B2,
p53 und k-ras und andere). Einige Autoren meinen, dass PCR eine empfindlichere Methode
als IZC zum Nachweis von Mikrometastasen bei Mammakarziom ist. Ein weiterer Nachteil
von PCR ist die Bewertung der genetischen Information und nicht die Anwesenheit einzel-
ner lebender Zellen, die man bei einer Knochenmarkuntersuchung nach der
Chemotherapie bekommt; man muss sicher sein, dass die entdeckte RNA aus lebende
Zellen (und nicht aus abgestorbenen) Tumorzellen stammen. Auflerdem kann RNA nicht
immer aus Mustern extrahiert werden, was eine retrospektive Analyse erschwert.
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4. Fiir den Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark durch Durchflusszytometrie
wurde eine Tumorzellensuspension mit markierten Antikérpern zu Antigenen bearbeitet
und lisst sich durch ein Zytofluorimeter untersuchen, das die gefirbten Zellen automa-
tisch erkennt und zihlt. Mit dieser Methode kann eine Zelle in 10-100.000 normalen
Zellen des Knochenmarks entdeckt werden. Der grofite Nachteil der
Durchflusszytometrie ist die Notwendigkeit der Absonderung einer bedeutenden Zahl
lebender Tumorzellen aus dem Knochenmark (was nicht immer méglich ist). Auerdem,
ist die Spezifikation der Methode bis heute noch nicht ausgereift genug.

5. Bei der Knochenmarkuntersuchung werden Muster der Zellstrukturen, die aus der
Aspirationsbiopsie bekommen wurden, in Néhrboden gebracht. Die normalen
Knochenmarkzellen wuchern bei Abwesenheit der gewonnenen Mikroumgebung nicht.
Falls sich eine sekundire Kolonie in Milieu bildet, deutet dies auf ein Vorhandensein von
Tumorzellen im Knochenmark hin, die zu autonomem Wachstum fihig sind. Ein wichtige
Faktor, der die Nutzung der kulturalen Methode begrenzt, ist die technische Schwierigkeit
und der hohe Preis.

Zur Bestimmung eines diagnostischen Wertes des unterschiedlichen Tumorbefalls im
Knochenmark haben wir eigene Untersuchung durchgefiihrt.

MATERIAL UND METHODE

An der Untersuchung nahmen 50 Patientinnen mit Mammakarziom teil, die in der
regionalen onkologischen Gesundheitsfiirsorge von Uljanovsk behandelt wurden. Von der
Gesamtpatientenzahl wurden bei 37 Patientinnen (74%) metastasische Prozesse diagnos-
tiziert — bei 13 (26%) ortlich ausgebreitete. Das Knochenmark wurde mit Hilfe der zytol-
ogischer, histologischer und immunozytochemischer Methode (IZC) untersucht.
Material fiir die zytologische und 1ZC wurde durch eine aspirazionale Punktion mit 8-
10 ml Knochenmark aus dem oberen, hinteren Spina Iliaca beiderseits entnommen. Fiir
die histologische Untersuchung wurde zusitzlich an der gleichen Punktionsstelle die
Trepan-biopsie des Knochenmarks durchgefiihrt. Die 1ZC- Untersuchung des
Knochenmarks wurde im Labor die immunohistologische Diagnose des klinischen onkol-
ogischen Zentrum der Republik Tatarstan durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurden der
monoklonale Antikdrper zu Zytokeratine — "PAN", Klon MNF 116, DAKO benutzt. Das
Vorhandensein einer metastatischen Zelle pro 1 Mio. Myelokariozyten wurde als positive
Reaktion gesehen. Im Fall eines Nachweises von Mikrometastasen im Knochenmark mit
Hilfe der IZC Methode wurden ein zusitzlicher Rezeptorstatus und eine proliferative
Aktivitit mit Proliferationsmarker Ki-67, Klon BS6, Pharmingen bestimmt.

Fiir die mathematische Datenverarbeitung wurde das Standardpaket des Programms
Mikrosoft Excel 2000 benutzt. Als Kriterium fiir die Richtigkeit des Vergleichs der
Patientenzahl wurde 2 benutzt, und fiir den Vergleich des Mittelwertes wurde das T-
Kriterium (Stjudenta) benutzt.

ERGEBNISSE
Von der gesamten Patientenzahl, die an der Untersuchung teilnahmen, wurden bei 19
(38%) Patientinnen Mikrometastasen im Knochenmark entdeckt. Der Tumorbefall des

Knochenmarks wurde in den meisten Fillen mit Hilfe der IZC Methode diagnostiziert (12
von 19 Patientinnen). Die Mikrometastasen im Knochenmark wurden mit Hilfe der histolo-
gische Methode durchgefiihrt — bei 10 — und mit Hilfe der zytologische Methode — bei 5
Patientinnen. Die Kombination der verschiedenen Diagnostikmethoden hat iiberraschender-
weise, die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Mikrometastasen im Knochenmark nicht
erhoht — nur bei 2 Patientinnen (10,5%) wurde die Tumoraffektion sowie bei IZC, als auch
bei der histologischen Untersuchung entdeckt, bei 3 Patientinnen (15,8%) — gleichzeitig mit
Hilfe der zytologischen und immunozytologischen Methode, bei 2 Patientinnen (10,5%) —
mit Hilfe aller drei Diagnosemethoden. Die histologische und IZC Methoden zeigten unab-
hingig voneinander einen ausreichend hoéheren Informationswert. Mit Hilfe dieser
Methoden wurden Mikrometastasen im Knochenmark entsprechend bei 6 (31,6%) und 5
(26,3%) Patientinnen diagnostiziert.

Von 12 Patientinnen, bei denen die Mikrometastasen im Knochenmark mit Hilfe der
1ZC Methode entdeckt wurden, waren in allen Fillen die Tumotzellen Rezeptor-negativ
und hatten eine niedrige Expression des Antigen Ki-67.

Bei Patientinnen ohne Mikrometastasen im Knochenmark wurden Knochenmetastasen
bei fast der Hilfte der Patientinnen klinisch diagnostiziert (45%), wihrend eine
Skelettaffektion bei mehr als 2/3 der Patientinnen (76,5%) der Patientinnengruppe mit
Mikrometastasen festgestellt wurden. Es ist merkwiirdig, dass die Mikrometastasen im
Knochenmark bei 4 von 15 Patientinnen mit keinen Knochenmetastasen entdeckt wurden
(26,7%). Seltsamerweise (2 aus 19 Fillen) wurden bei Patientinnen mit einem 6rtlich-aus-
gebreiteten Mammakarziom Mikrometastasen im Knochenmark entdeckt.

Wihrend unserer Arbeit haben wir versucht zu klidren, ob die Mikrometastasen auf die
Knochenmarkfunktion wirken. Dazu wurde eine Analyse des peripheren Blut der
Patientinnen durchgefiihrt, welche an der Untersuchung teilnahmen.

Die durchgefiihrte Analyse hat gezeigt, dass metastasische Knochenmarkaffektion von der
Hemmung der Erytropodse begleitet wird (p 0,05) und nicht auf granulozytare und trom-

Tabelle
Die Werte der allgemeinen Blutanalyse bei Patientinnen mit und ohne Mikrometastasen
im Knochenmark

Die Werte KM(-) (n=31) KM(+) (n=19) p
. . 27(87,1%) 12(63,2%)
Hamoglobin, g/l Norm (115-145) Anamie (<115) 0,047
4(12,9%) 7(36,8%)
25(80,6%) 14(73,7%)
Leukozyten, Y410 in 9 /I Norm (4,0-8,8) Leukopenie (<4,0) 0,564
6(19,4%) 5(26,3%)
2(6,5%) 0
Trombozyten,410 in 9/| Norm (180-320) Trombozytopenie (<180) 0,065
29(93,5%) 19(100%)
o 20(64,6%) 2(10,5%)
Blutsenkungsgeschwindigkeit(BSG),mm/h <30 >30-39 <0,001
11(35,4%) 17(89,5%)
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bozytare Teile der Himopoese wirkt, was die Himoglobin-, Leukos- und Trombozyten-
Werte bestitigen. Die Andmie in der Mikrometastasengruppe trat fast 2 mal hiufiger auf, als
bei der Kontrollgruppe. Eine hochsignifikante Steigung der Blutsenkungsgeschwindigkeit bei
der Patientengruppe mit Mikrometastasen im Knochenmark (p 0,001) ist merkwiirdig. Der
Mittelwert der Blutsenkungsgeschwindigkeit in der Patientengruppe ohne Mikrometastasen
im Knochenmark war 23,5 mm/h (17,5 29,5), wihrend sie bei der Gruppe mit metastatis-
chen Knochenmarkaffektion bis 51,7 mm/h (44,2 59,2) (p 0,001) erreichte.

DISKUSSION

Aufgrund der vorgestellten Daten kann man sagen, dass sich Mikrometastasen im
Knochenmark hiufig bei Patientinnen mit Mammakarziom (38% der Fille) zeigen. Die
Wahrscheinlichkeit der tumorssen Knochenmarkaffektion steigt bis 59,1% bei einer
metastatischen Skelettaffektion.

Die 1ZC (63,2%) und histologische (57,9%) Methoden zur Bestimmung von okkulten
Metastasen im Knochenmark haben sich als informativste Methode bewihrt. Das heifit,
fiir die maximale Vergrosserung der Wahrscheinligkeit der Diagnostik von Metastasen im
Knochenmark ist es sinnvoll, gleichzeitig beide Methoden zu benutzen. Die Tripan-biop-
sie des Knochenmarks und die Durchfithrung einer histologische Untersuchung ist zur
Bewertung der Grofle des Tumorherds im Knochenmark notwendig und entscheidet
somit, ob die Mikrometastasen oder ITZ verantwortlich waren. Dies ist wichtig fiir die
richtige Klassifikation des Tumorprozesses und die Planung der weiteren Therapie.

Trotz fehlender klinischer #uflerungen der Mikrometastasen im Knochenmark wurde in
der allgemeinen Blutuntersuchung statistisch glaubwiirdige die Blutsenkungsgeschwindigkeit
und eine Minderung des Hiamoglobin-Wertes festgestellt. Damit kann gesagt werden, dass
genau diese Ergebnisse bei Patientinnen mit Verdacht auf tumordsen Knochenmaraffektion
die besten Sensibilitit haben.

Gleichzeitig, wie unsere Untersuchung gezeigt hat, haben die okkulten Tumorzellen,
die im Knochenmark entdeckt wurden, eine niedrige proliferative Aktivitit, d.h. sie
befinden sich im prodromalen Zustand.

Bei der Diskussion der Problematik iiber Mikrometastasen im Knochenmark wire es
nach dem Blick auf Daten der Fachliteratur und auf die eigenen Ergebnissen wiin-
schenswert, die gesamte Problematik der Metastasierung neu zu betrachten.

Das Problem der modernen Onkologie liegt nicht in der Behandlung des primiren
Tumorherds, sondern in der Therapie der Fernmetastasen, die hauptsichlich fiir den Tod der
onkologischen Patienten verantwortlich sind. Wihrend der 20 jahrigen Beobachtung starben
80% der Patientinnen mit Brustkrebs am allgemeinen Prozess, wobei Fernmetastasen eine
wichtigere Bedeutung als Todesursache hatten, als regionale Rezidive. Welche Rolle hat das
Knochenmark bei den Metastasierungsprozessen? Aus unserer Sicht — eine Schliisselrolle.
Und nicht nur im Fall der Knochenmetastasierung, sondern auch im Fall von nicht
Knochenmetastasierung. Auf welcher Basis griindet diese Vermutung?

Die Tumorzelle kann potentiell metastasieren sobald sie im primiren Herd die
Moglichkeit fiir Intravasation bekommt und in den Kreislauf kommt. Tumorzellen
reagieren im Blutsystem sensibel auf verschiedenen Abwehrreaktion des Wirtes, ein-

schlieBlich der Auflésung von Lymphozyten, Monozyten und natiirlichen Killerzellen.
AuBlerdem werden Tumorzellen bei Kreislaufstorungen und Thrombosen verletzt. Die
Untersuchungen mit Injektion von Tumorzellen, die mit Isotopen markiert wurden,
haben die Tatsache bestitigt, dass nur eine von tausend Tumorzellen, die die Blutbahn ere-
ichten, lebensfihig bleibt. Es iiberleben nur 0,1% der Tumorzellen, die durch das
Kapillarnetz anderer Organen aufgehalten werden und von dort die Entwicklung von
Fernmetastasen stimulieren. Die Lunge ist der erste Metastasierungsorgan. Dabei iiber-
windet der Grofteil der Tumorzellen diese Grenze. Dafiir spricht die hohe Zahl von
Knochenmetastasen ohne Lungenbeteiligung. Die nichste Barriere ist das Knochenmark.

1889 hat Stephen Paget ein Modell der Knochenmetastasen dargelegt und bezeichnet:
"Fiir mich ist es selbstverstandigt, dass bei Mammakarziom die Knochen auf speziellem
Weg geschidigt werden, der nicht nur mit einer Theorie der Tumorembolisation erkldren
werden kann." 22 . Er vermutete, dass die Eigenschaften der Gewebe (in denen sich die
Metastasen entwickeln), in diesem Prozess entscheidend sind. Damit hat er die heute sehr
populdren Theorie vom "Boden und Samen" begriindet.

Einerseits spielen bei der Metastasierung die Eigenschaften (Samen) eine bestimmte
Rolle, d.h. die Tumorzellen. Die Ergebnisse der Untersuchungen von japanischen
Wissenschaftler zeigten, dass die Zellenlinien des Mammakarziom und H-31, die prote-
olitische Stoffe wie Kollagenase, beta-3-Integrin herstellen kénnen, die die Schicht der
Osteozyten zerstoren und bei der Invasion der Tumorzellen in Knochen helfen 19;20 .

Anderseits bildet das Knochengewebe zusammen mit dem Knochenmark eine gute
Grundlage fiir die Tumorentwicklung. Es ist bekannt, dass die sinusoidale Struktur im
Knochenmark eher zur Bildung von metastasischen Herden passt, als das einfache arteri-
ovendse Kapillarnetz. Aber die Milz, die auch eine sinusoidale Struktur hat, wird nur in
seltenen Fillen von Metastasen geschiadigt. Somit hat das Milieu, das die Tumorzellen
umgibt, eine grole Bedeutung.

Knochen sind ein giinstige Umgebung, weil es dort viele Wachstumsfaktoren gibt, wie
transformierte Beta-Wachstumsfaktor (TGF-beta), insulindhnliche Wachstumsfaktoren
(IGFs), trombozytare Wachstumsfaktoren (PDGF), Fibroplasten WF(FGF), morpho-
genetischer Knocheneiweil (BMP), die mit kollagenen Fragmenten Tumorzellen
anziehen und beginnen im Knochenmark zu zirkulieren 12;13 . Ein Teil der Tumorzellen,
die sich im Knochenmark befinden, gibt den Beginn fiir die Knochenmarkbildung. Genau
deshalb sind Knochenmetastasen der erste Ort der Metastasierungsstruktur. Die anderen
Teile der Tumorzellen bleiben im Knochenmark in einem inaktiven Zustand, was die
niedrige Expression des Antigens Ki-67 zeigt. Die niedrige proliferative Aktivitit der
Tumorzellen im Knochenmark verstirkt die Situation noch mehr, weil solche Zellen auf
Chemotherapie sehr schlecht reagieren. Das fithrt zu Misserfolgen von adjuvanten und
auch hochdosierten Chemotherapien als Versucht der Eliminierung von Mikrometastasen
im Knochenmark 8;6;17 . Nach einer bestimmten Zeit (nach ein paar oder Dutzenden
Jahren) wandern die Tumorzellen aus dem Knochenmark in die Kreislaufgefisie und
fithren zu Metastasenbildung in anderen Organe.

Zum Schluss kann man sagen, dass das Knochenmark ein Depot fiir die Tumorzellen
bildet und eine Schliisselrolle bei den Prozessen von Fernmetastasierung spielt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Mit der SELEX-Methode und kombinatorischen RNS-Bibliothek mit einer ren-
domisierten Zone mit einer Linge von 30 Nukleotiden und der Komplexitit von 1015
Varianten wurde eine Selektion zu hlIL-6 in einem Puffer durchgefiihrt, der die
Salzzusammensetzung des Blutes imitiert,.

Es wurde fiir die Selektion mit der Affinchromatographie hIL-6 auf der BrCN-
aktivierten Sepharose immobilisiert, dabei hat hIL-6 eine native Konformation des
Bindungsteiles von Monoklonalantikorper B-E8 beibehalten, was mit der
Luminiszenzmikroskopie gezeigt wurde.

Nach 14 Selektionszyklen haben wir den RNS-Aptamer gewonnen, der speziell hIL-6
bindet. Die primire Aptamerstruktur wurde nach dem Sucker-Algorithmus bestimmt,
sowie eine mogliche sekundire Struktur prognostiziert. ArhIL-6.9 bindet spezifisch hIL-6
mit einer scheinbaren Dissotiationskonstante von 316 = 130 nM.

Schliisselworter:

Abkuerzungen:

IL-6 — Interleukin-6;

hIL-6 — humanes Interleukin-6;

OSM — Onkostatin M;

VEGF — Wachstumsfaktor des Gefilendothels;

bFGF — Hauptwachstumsfaktor der Fibroblasten;
ArhlIL-6 — RNS-Aptamer zum humanen Interleukin-6.

EINLEITUNG
Ein Ansatz zur Behandlung der minimalen Restkrankheit bei Tumoren ist die
Antizytokinotherapie, d.h. die Blockierung der Wirkung von Zytokinen und anderen

EinflussgroBen, die eine Wachstums- und antiapoptische Wirkung in Bezug auf die
Tumorzellen hervorrufen konnen. Ein klassisches Beispiel ist die Wirkung von Interleukin
6, das ein Hauptwachstumsfaktor fiir die Zellen des multiplesen Myeloms ist. Dieses
Zytokin ist nicht nur an der Progredienz des multiplesen Myeloms beteiligt, sondern auch
an einer Reihe von Epitheltumoren.

Die IL-6-Rezeptoren expressieren sich an der Mehrzahl von Zellentypen. Der spezifis-
che gp80-Rezeptor hat keinen zytoplasmatischen Teil. Das ist ein Membraneiweif3, das an
der Zellmembran exponiert ist oder in loslicher Form vorhanden ist. Der Universalrezeptor
fiir alle Zytokinen der IL-6 — gp130-Gruppe ist fiir die Signaliibergabe von IL-6 von der
Membran zum Zytoplasma der Zellen verantwortlich und mit der JAK-Kinase assoziiert
[1].

In der IL-6-Struktur werden drei Zonen Kartiert, die fiir die Wechselwirkung mit den
Rezeptoren verantwortlich sind: eine Kontaktzone mit gp80 und zwei Kontaktzonen mit
gp130. Nur in der Komplexzusammensetzung von gp80 kann IL-6 mit gp130 wirken [2-
3]. Der gp80-1L-6-Komplex wirkt mit gp130, dabei findet die Dimerisation zweier gp130-
Molekiile statt und bildet sich ein Hexamerkomplex, der aus zwei IL-6-Molekiilen, zwei
gp80-Molekiilen und zwei gp130-Molekiilen besteht. Die Komplexbildung aktiviert die
JAK-Kinasen, die die Thyrosinreste im STAT3-Faktor phospholirieren. Als Ergebnis
einer Reaktionskaskade findet die Aktivierung einer Reihe von Genen statt, die mit der
Wachstumsaktivierung und den antiapoptotischen Effekten bei verschiedenen
Krankheiten verbunden sind [3].

Bei dem multiplen Myelom ist die hiufigste Blockierungsmethode der Zytokinwirkung
die klinische Verwendung von Monoklonantikérpern. Darunter sind die effektivsten, in
der Klinik erlaubten Antikérper die von J.Wijdenes (Frankreich) entdeckten B-E8-
Antikorper. Diese Antikorper neutralisieren die biologische Wirkung von 1L-6. Am effek-
tivsten sind die Antikorper in der Elimination der Restzellen (Residualzellen) des multiplen
Myeloms. Moderne Therapieprogrammen des multiplen Myeloms schliefen die
Hochdosischemotherapie mit der Transplantation der himopoetinischen Stammzellen ein.
Gerade in der Kombination mit diesem Verfahren werden zur Zeit fiir die Therapiezwecke
MKA B-E8 verwendet. Das Wesen dieses Verfahrens besteht darin, dass nach der
Hochdosischemotherapie die Knochenmarkstromalzellen grole Mengen von Interleukin
6 produzieren. Dies iibt seinerseits die antiapoptotische Wirkung auf die von der
Chemotherapie (Melphalan) und Hormontherapie (Dexamethason) geschidigten
Tumorzellen aus. Diese Zellen iiberleben und machen den Therapieeffekt zunichte. Die
Antikorper neutralisieren IL-6 und seine antiapoptotische Wirkung und tragen dadurch
bei der Erreichung einer voller Remission der Kranken bei. Dieses Vorgehen wurde auch
im Russischen Onkologischen wissenschaftlichen N.N. Blochin-Zentrum der
Russischen Akademie der medizinischen Wissenschaften verwendet, doch ist es in
Frankreich verbreiteter.

Wir stellten uns die Aufgabe, ob man die Aptamers zu IL-6, die die Aktivitit von Zytokin-
Interleukin 6 blockieren, gewinnen kann.

Die SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) Methode ist ein
relativ neues, aber leistungsfihiges Verfahren zur Gewinnung der Aptamers von verschiedenen
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Targets [4—10]. Die Aptamers (lat. aptus — geeignet) sind Molekiile, die aus den kombina-
torischen Nukleinsiurebibliotheken selektiert wurden und eine hohe Affinitit und Spezifitit zu
den Targets haben. Die SELEX Methode wird breit zur Gewinnung von Aptamers zu ver-
schiedensten Stoffen verwendet. Es sind Aptamers zu Eiweille, Nukleinsiuren, Antibiotika,
Zucker und vielen anderen organischen Verbindungen gewonnen worden [11—20].

Man kann sagen, dass Aptamers das Funktionsanalogon zu monoklonalen Antikérpern
sind. Die Aptamerkomplexe mit ihren Targets sind mit den Antigen-Antikorper-
Komplexen der Festigkeit nach vergleichbar.

Aptamers fiir Eiweill ohne Bindung der Nukleinsduren zu bekommen ist eine schwierige
Aufgabe.

Es wurden AptamerRNS zu solchen Faktoren wie Hauptwachstumsfaktor von
Fibroblasten (bFGF) und Wachstumsfaktor von Endothel der Gefille (VEGF) gewonnen
[21-24]. Die Aufgabe wurde dadurch erleichtert, dass sie eine Heparin-verbundene Zone
haben. VEGF und bFGF sind ihrer Natur nach RNS von nicht-bindenden Eiweiflen und
enthalten Zonen, die eine potenziell hohe Affinitit zu den Polyanionen haben, darunter
RNS. Diese Besonderheit hat den Erfolg der SELEX Methode zu diesen Eiweiflen
vorhergesagt.

Ein anderer Wachstumsfaktor, zu dem die Aptamers auf der RNS-Grundlage gewonnen
wurden, ist Onkostatin M (OSM) [25]. OSM sowie 1L-6 sind keine Heparin bindende
EiweiBe, d.h. sie haben keine Ausgangsaffinitit auf Nukleinsiuren, wie auf Polyanionen.
Doch die fiir sie gewonnenen Aptamers haben eine ausreichend hohe Affinitit und
Spezifitit.

Ziel dieser Arbeit ist die Gewinnung der AptamerRNS zu humanen IL-6 (hIL-6). Die
Gewinnung der Aptamers zu hIL-6 erlaubt es, die Mechanismen der Wechselwirkung von
IL-6 und Rezeptoren, sowie die Signaliibergabesysteme effektiver zu untersuchen.

STOFFE UND METHODEN

Immobilisation von hIL-6 auf BrCN-Sepharose

Die Sepharose wurde mit 1 mM HCI-Sepharose gewaschen — ausgehend von 200 ml
Saure auf 1 g trockenes Bromzyan-aktivierte Sepharose (BrCN-activated Sepharose
4B, Amersham-Pharmacia), und dann mit einem Puffer zur Bindung von 20 mM
HEPES-KOH (pH = 7,6), | mM MgCl,,140 mM NaCl, 5 mM KCI gewaschen.
Danach wurde die Sepharose mit Doppelvolumen der hIL-6-Sepharose inkubiert —
ausgehend davon, dass die Konzentration von immobilisierten hIL-6 in der Sepharose
mindestens10 uM betrug.

Ein direktes Verfahren zur Ermittlung der hIL-6-Kapazitit der Sepharose ist die
Ermittlung der EiweiBmenge durch die Aminosiureanalyse. Die Probe enthielt 7,0—7,3
mkg Eiweill, was einer 100%igen Immobilisation entspricht. Die Eiweiflkapazitit der
Sepharose betrug 1 mkmol hIL-6/ml, ausgehend von einer IL-6-Molekularmasse von
21 kD.

Die Eiweikonzentration wurde mit Bradford—Verfahren mit Stierserumalbumin als
Standard bestimmt [26].

Bestimmung des Immobilisationsgrades

BrCN-aktivierte Sepharose mit auf ihr immobilisierten hIL-6 wurde in einem
Phosphatpuffer (PBS) inkubiert, der 1 % BSA und 0,01 % NaN3 enthilt,. Dann hat man
die monoklonalen Antikérper B-E8 (mit freundlicher Genehmigung von J. Wijdenes,
Frankreich, iiberlassen) zu hIL-6 bis zu einer Konzentration von 25 mkg/ml beigemischt.
Danach hat man mit FITC-markierten Antiserum gegen Ig von Miusen inkubiert (wis-
senschaftliches Produktionszentrum NPZ Medbiospektr, Moskau, Russische
Foderation), und bis zu einer Konzentration von 25 mkg/ml zugemischt. Die Fluoreszenz
wurde visuell im Feld des Mikroskops AXIOPLAN-2 (Carl Zeiss, Bundesrepublik
Deutschland) bei 520 nm und Bestrahlung mit Lichtwellenlinge 495 nm detektiert.

RNS — Bibliothek

Wir haben die Linge der randomisierten Reihenfolge 30 Nukleotiden gewihlt. Die
Unterschiedlichkeit der Moglichkeiten dieser Reihenfolgen betrug mindestens 430=1018
Varianten, was uns erlaubte die Aptamers-"Sieger" auszuwihlen. Ein Aptamer mit kurzer
Lange kann auBlerdem stabilere Struktur aufweisen. Das einfachste Strukturelement der
RNS ist ein Stift mit kurzem Stiel und kleiner Schlinge, es fordert zirka 10—20
Nukleotidenreste.

Die Ausgangsbibliothek von Einstrang-DNS, die eine degenerierte Reihenfolge enthilt
und mit Restriktionssiten und Primern flankiert wird, wird chemisch synthetisiert. Die
flankierten Teile haben eine Linge von 18 und 43 Nukleotidenreste.

Folgende Oligonukleotiden wurden mit einem Festphasenverfahren mit dem automa-
tischen Synthesator AP-380B (Applied Biosystems) synthetisiert. Es wurden geschiitzte 3-
Zyanithylphosphoramiditen der Nukleosiden (Pharmacia) verwendet. Die Trennung
wurde an den Spalten Waters HPLC syste durchgefiihrt.

Die Transkription wurde im Volumen 50—100 mkl im Puffer von 40 MM Tris-HCI
(pH=8,0), 6 mM MgCl,, 10 mM DTT, 100 mM NacCl, 2 mM Spermidin durchgefiihrt. In
die Reaktion wurden eingefiihrt: rATP, rGTP, rCTP bis Endkonzentration 2 mM, rUTP
bis zur Konzentration von 0,5 mM; 1,5—3 mkl [o-32P]-rUTP mit spezifischer Aktivitit
600 MBk/ml (Obninsk, Russische Foderation); 5—15 mkg DNS; 20—40
Aktivitdtseinheiten des Ribonuklease-Inhibitors (Fermentas, Litauen); 50—100
Aktivitdtseinheiten T7 RNS Polymerase (Fermentas, Litauen). Die Reaktion wurde im
Laufe von 3,5 Stunden bei einer Temperatur von 35°C durchgefiihrt.

Die RNS wurde im denaturierenden 8% Polyakrylamidgel (7 M Harnstoff) gereinigt. Die
RNS wurde mit der Autoradiographie detektiert. Die Zone, die einem Vollgrofeprodukt
mit der Linge von 80 Nukleotiden entspricht, wurde aus dem Gel eluiert und die RNS
wurde mit der Phenol-Chloroform-Mischung extrahiert und mit Alkohol abgeschieden.
Die RNS-Menge wurde spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt. Die spezifische
RNS-Markierung betrug 7—12 Tausend Impulse/Min/ pMol. Die RNS-Radioaktivitit
wurde nach Tscherenkow mit den Tracor Analytic- Zihlern (Frankreich) gemessen.

Die Riicktranskriptionsreaktion wurde im Volumen 30 mkl im Puffer, der 50 mM Tris-
HCI (pH = 8,3), 4 mM MgCl,, 50 mM KCl, 10 mM DTT, 0,2 M dNTP, 30 PkMol Primer
und 10 Aktivititseinheiten der Riicktranskriptase M.MulV I (Fermentas, Litauen) enthilt,
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im Laufe von einer Stunde bei einer Temperatur von 42°C durchgefiihrt. Als Matrize
diente RNS, von der Sepharose eluiert.

Die Polymerisationskettenreaktion wurde im Puffer, der 50 mM Tris-HCI, (pH = 8,8),
2 mM MgCl,, 0,1 mM DTT, 0,2 mM dNTP, 0,7 mkM Primer, 0,1 % BSA, 10 PikoMol
zu DNS und 20 Aktivitdtseinheiten der Taq-Polymerase (Fermentas, Litauen) enthilt,
durchgefiihrt. Die Amplikation wurde mit einem Thermozykler Perkin Elmer Cetus im
Laufe von 25 Zyklen nach folgendem Schema durchgefiihrt: Denaturation — 30 s, bei
einer Temperatur von 95°C, Gliithen von Primern — 30 s, bei einer Temperatur von 65°C,
Elongation — 30 s bei einer Temperatur von 72°C.

Selektion

Die Sepharose der radioaktivmarkierten RNS mit einer Konzentration von 1 mkM
(300—800 pkMol) wurde bei einer Temperatur von 95°C im Laufe von 2 Min denaturiert
und im Eis gekiihlt. Die Bindung wurde mit hIL-6 durchgefiihrt, immobilisiert in der
Sepharose mit einer Konzentration von 10 mM/ml der Sepharose. Die Mischung wurde
bei Raumtemperatur im Laufe von einer Stunde inkubiert, die Sepharose wurde durch
Zentriefugierung abgeschieden. Sepharose wurde mit 50—1000 mkl Puffer fiir die
Bindung 4—5 mal gewaschen. Die gebundene RNS-Menge wurde mit dem radioaktiven
Zihlverfahren nach Tscherenkow bestimmt. Die gebundene RNS wurde mit einer
Sepharose von 7 M Chloridguanidin eluiert, durch Extraktion mit der Mischung
Phenol/Chloroform gereinigt und mit Alkohol abgeschieden. Die gesamte RNS-Menge
wurde in KDNS mit der Riicktranskription iiberfiihrt. Dann wurde die Hilfte der
Reaktionsmischung der Riicktranskriptionsreaktion als Matrize bei der Amplikation von
der Polymerisationskettenreaktion verwendet. Die amplifizierte DNS wurde fiir die
Gewinnung von RNS fiir folgenden Selektionszyklus verwendet. So wurden 14
Selektionszyklen durchgefiihrt.

Fiir die Schitzung der Affinitit des angereicherten RNS-Zwischenpools oder einzelner
Aptomers zu hIL-6 hat man die Komplexbildung in der Sepharose im Volumen 200 mkl
durchgefithrt. RNS (50 nM) wurde mit Eiweil im Laufe von einer Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die mit Eiweil gebundenen RNS-Molekiilen wurden mit
Ultrafiltration auf den Nitratzellulosemembranen (Hybond-C Amersham) getrennt. Der
Bindungsgrad wurde mit dem radioaktiven Zihlverfahren nach Tscherenkow bestimmit.

Klonung der angereicherten RNS — Aptamer—Fraktion

Die angereicherte RNS-Aptamer-Fraktion wurde in die Zweistrang-DNS mit
Polymerisationskettenreaktion iiberfiihrt, mit Restriktasen Sma I, Hind III bearbeitet und
in die Legierungsreaktion mit Plasmide pUC19, die mit gleichnamigen Restriktasen vor-
bereitet wurde, eingefiihrt.

Die Ligasemischung bestand aus 100 ng Vektor, 10mal-Moliiberschuss der Fragmente,
Puffer fir T4 DNS Ligase (66 mM Tris-HCI pH=7,5, 5 mM MgCl,, 10 mM DTT
(Dithiotreptol), 10 mM ATP (Adenosintriphospaht), 4 Aktivititseinheiten T4 DNS
Ligase (Fermentas, Litauen). Das Endvolumen der Mischung betrug 20 mkl. Das
Legieren wurde im Laufe von 16 Stunden bei einer Temperatur von + 4°C durchgefiihrt.

Die Zellen E. coli des IM109-Stammes, mit Plasmide transformiert, wurden bei einer
Temperatur von 37°C im Medium LB mit Ampizillin im Volumen 5 ml im Laufe von 16
Stunden bei intensivem Vermischen geziichtet. Dann wurden die Zellen vom
Kulturmedium mit der Zentrifugierung (9000 Umdrehungen/Minute, 5 Minuten) getren-
nt und zerstort. Plasmide wurde mit High Pure Plasmid Isolation Kit (FirmaRoche)
abgesondert.

Bei der Gewinnung kompetenter Zellen und bei der Durchfiihrung der Transformation
wurden die Standardprotokolle der Firma Life Science verwendet. Die Zellensuspension,
mit Ligasemischung transformiert, wurde auf Petrischalen mit Agaragar und Ampizillin in
der Konzentration 100 mkg/ml durchgesiebt. Die Petrischalen wurden im Laufe von16
Stunden inkubiert. Einzelne Klons wurden nochmals durchgesiebt. Aus ihnen wurden die
Plasmiden abgetrennt. Dann wurde die Analyse mit der Polymerisationskettenreaktion —
auf Vorhandensein eines Einsatzes — durchgefiihrt, dabei wurden die Primer zu den kon-
stanten Bibliothekzonen verwendet.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Priparat von physiologisch aktiven humanem Interleukin hIL-6 wurde uns mit fre-
undlicher Genehmigung von J. Wijdenes (Diaklon, Frankreich) iiberlassen.

Fiir die SELEX Durchfiihrung wurde hIL-6 auf BrCN-aktivierten Sepharose nach
der Standardmethode immobilisiert. Die aktiven Sepharose gruppen, die nicht in die
Reaktion getreten sind, wurden durch Bearbeitung mit der Sepharose 1 M Tris-HCI
(pH = 7,6) blockiert.

Fiir die Bestimmung des Immobilisationsgrades von hIL-6 auf Sepharose wurde die
Immunodetektion mit indirekter Immunofluoreszenzreaktion durchgefiihrt. Die Sepharose
suspension wurde mit monoklonalen Antikdrpern B-E8 zu hIL-6, die die Wechselwirkung
von hIL-6 mit Rezeptor blockieren, bearbeitet. Dann hat man die Bearbeitung mit FITC-
markierten F(ab)2' Fragmenten der Antikérper zu Immunoglobulinen von Miusen
durchgefiihrt. Fiir die Kontrolle wurde Ausgangs Sepharose ohne immobilisierten hlL-6B
mit blockierten aktiven Gruppen verwendet. Sepharoseteilchen beobachtete man unter
Mikroskop sowie in Durchlicht als auch in der Luminiszenz bei der Lichbestrahlung mit der
Wellenlinge 495 unm im Fluoreszenzmikroskop. Intensive Fluoreszenz der
Sepharosesteilchen mit immobilisierten hIL-6B und farblose Kontrollteilchen zeigten qual-
itativ, dass die Immobilisation durchgefiihrt ist (Abb. 1).

Fir die quantitative Bestimmung der kapazitit nach hIL-6 wurde die Bradford-
Reaktion verwendet. Nach der Immobilisation wurde Eiweill in Supernatant nicht fest-
gestellt. Bei der Immobilisationsausbeute 90 % musste der Eiweiigehalt im Supernatant
2,5 mkg betragen, was an den Empfindlichkeitsgrenzen dieses Verfahrens liegt. Das
bedeutet, dass die Eiweilimmobilisation auf Sepharose quantitativ durchgefiihrt wurde.
Als Ausgangsbibliothek wurde die kombinatorische RNS-Bibliothek, die von Ellington,
einem der Fiihrer auf dem SELEX — Gebiet empfohlen wurde, gewéhlt [27]. Auf Abb. 2
ist ihre Primérstruktur ersichtlich. Die Bibliothek wurde auf dem automatischen
Synthesator mit der Verwendung dquivalenter Mengen von vier Sintonen fiir Synthese der
rendomisierten Zone synthetisiert. Die Bibliothek enthielt rendomisierte Zone aus dreif3ig
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Abb. 1.

a) Sepharose teilchen im Mikroskopenfeld in Durchlicht;

b) Fluoreszenzfirbung mit Antikorpern der Sepharosekugel mit "angenihtem"
Interleukin -6. Die Pfeile zeigen fluoreszierende Sepharoseteilchen

Nukleotiden, die an den Réndern durch zwei Gebiete mit fixierter Primérstruktur begren-
zt ist — rechts — 26 Nukleotiden, links — 24 Nukleotiden.

Fiir die Amplikation der Polymerisationskettenreaktion wurden die Primer, die komple-
mentdr den konstanten Bibliothekteilen sind, verwendet (Abb. 2). Der 3'-Endprimer
enthielt Promotor der RNS-Polymerase des T7-Phagen fiir die RNS-Transkription.

3-
CTATTATGCTGAGTGATATCCCTTACCTAGGTGTAGATGCTT
AAGnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnAAGTGACGTCTGAAC
TGCTTCGAA-5’
5-
GAtaatacgactcactatagggAATGGATCCACATCTACGAATTCnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnttCACTGCAGACTTGACGAAGCTT-
3 9

Abb. 2. Primérstruktur der Bibliothek und Selektionsschema

Die Auswahl des Puffers fiir die Selektion hingt davon ab, fiir welche Ziele und zu
welchem Target die Aptamers gewonnen werden. Im Fall von RNS-nicht bindenden
Eiweillen wurde die Pufferzusammensetzung ausgehend von der Mediumzusammensetzung
gewihlt, in der Eiweif3-Target funktioniert. Deswegen wurde als Puffer fiir Selektion von
RNS zu hIL-6 ein Puffer gewihlt, der der Salzzusammensetzung des Blutes entspricht. Der
Puffer enthielt 20 mM HEPES-KOH (pH=7,6), 1 mM MgCI2, 140 mM NaCl, 5 mM KCL

"Die Strenge" der Selektion der RNS-Aptamer zu hIL-6 wurde durch dnderung des
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Verhiltnisses Eiweifs / RNS geregelt. Im ersten Selektionszyklus betrug dieses Verhéltnis 4:1.
In weiteren Selektionszyklen war dieses Verhéltnis noch kleiner: die Zyklen 2—5 wurden im
Verhiltnis Eiweify / RNS = 2:1 durchgefiihrt. In der Tabelle 1 sind die Bindungsbedingungen
und relative Mengen von RNS aufgefiihrt, die in der Sepharose immobilisierten hIL-6 gebun-
den ist.

Tabelle 1
Selektionsbedingungen der RNS-Aptamers zu hIL-6 Die RNS-Konzentration betrigt
1 mkM

Zyklusnummer Verhéltnis Eiweil / RNS Bindungs %
1 4:1 0.2
2 2:1 1,5
3 2:1 1,34
4 2:1 1,0
5 2:1 1,0
6 1:1 0,7
7 1:1 0,8
8 1:2 0,8
9 1:2 2,0
10 1:4 21
11 1:4 2,7
12 1:6 0,9
13 1:6 1,2
14 1:8 11

Die Wahl dieser Verhiltnisse wurde dadurch vorbestimmt, dass es im ersten
Selektionszyklus optimaler ist weniger strenge Bindungsbedingungen als in weiteren
Selektionszyklen zu verwenden — um die Reprisentation fiir alle Bibliothekvarianten
beizubehalten.

Es ist aus der Tabelle ersichtlich, dass mit dem iibergang zu strengeren Bedingungen
(kleinem Verhiltnis Eiwei3/RNS ) die Menge der RNS, die in der Sepharose gebunden ist,
etwas kleiner wurde. Beim konstanten Verhiltnis Eiwei8/RNS wurde bei der Selektion eine
kleine VergroBerung des Anteiles von RNS beobachtet, die in der Sepharose gebunden ist.

Wichtige Kriterien der Selektionsstrenge sind aulerdem das Volumen und die Anzahl
der Waschungen, mit denen schwach gebundene RNS-Molekiilen getrennt werden.

In drei letzten Zyklen wurde keine VergroBerung der Bindung beobachtet. Man hat
deshalb die RNS-Fraktion des 14. Zyklusses (RNS-14) auf die Bindung mit Eiweif} in der
Sepharose mit Standardverfahren — Filtration auf Nitratzellulosefilter — gepriift .

10 pkmol RNS (50 nM) wurde mit 50-maligem iiberschuss von hIL-6 im Puffer fiir die
Selektion inkubiert — fiir Kontrolle ohne hIL-6 und mit Stierserumalbumin. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 2 gezeigt.

Hoher Sorptionsgrad der rendomisierten RNS auf den Nitratzellulosemembranen ges-
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Tabelle 2
Die Bindung der summarischen Fraktion von RNS-14 mit hIL-6
Muster Bindungsgrad, %
~hiL-6 10,3
+hIL-6 15,0
BCA 10,0

0,25 o

0,20

0,15

i,

0104

tattet nicht die Bindung von RNS-14 mit hIL-6 direkt zu zeigen. Das Ergebnis war aber
reproduzierbar, d.h. die Bindung beim Vorhandensein von hIL-6 hoher als die Bindung
von RNS mit Nitratzellulose in der Kontrolle war. Es wurde deswegen eine Analyse der
Fraktion RNS-14 durchgefithrt. kDNS-14 wurde in pUC19 — WVektor nach
Restriktionssiten HindIII und Smal kloniert. Fiir die Analyse wurden 39 zufillige Klone
(darunter enthielten 24 die Einlage in Vektor-DNS) gewidhlt. Das Vorhandensein der
Einlage wurde durch Polymerasekettenreaktion mit den Primern zu konstanten
Bibliothekteilen identifiziert. Fiir die Bestimmung der Fihigkeit von RNS dieser Klonen
mit hIL-6 zu binden wurden 15 RNS gewihlt. Beim 50-maligen iiberschuss von Eiweil3
hat mit ihm nur Aptamer aus Klon Nr. 9 (arhIL-6.9) gebunden. KDNS arhIL-6.9 wurde
mittels Polymerasekettenreaktion sequiniert, das Fragment der Reihenfolge ist auf der

UCCACAUCUACGAAUU_UAGUGGAUUGGUGUUUGAGGGCGUCUCAUU
UUCACUGCAG-3°
5’GGGAAUGGAUCCACAUCUACGAAUUCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNUUCACUGCAGACUUGACGAAGCUU-3’

Abb. 3. Fragment der primiren Struktur von arhIL-6_9 und der Ausgangsbibliothek.
Mitgrauer Farbe sind Nukleotiden des konstanten Bibliothekteils markiert

Abb. 3 sichtbar.

Die primire Struktur des konstanten Teils von arhIL-6.9 fillt mit der Struktur der
Ausgangsbibliothek — mit Ausnahme der Deletion des letzten Nukleotiden im linken kon-
stanten Bibliothekteil — zusammen. Die Deletion entstand wahrscheinlich im
Amplikations- oder Riicktranskriptionsstadium. Die Bildung dieser Mutation bei der
Selektion hat wahrscheinlich zur Erscheinung der RNS-Molekiilen mit erhéhter Affinitét zu
hIL-6 und Anreichung der Bibliothek gerade durch diese Variante gefiihrt. dhnliche Effekte
wurden von Autoren in den Artikel [28; 29] beschrieben. Fiir die Schitzung der Spezifitéit zu
hIL-6 hat man den gewonnenen Aptamer mit Stierserumalbumin gebunden. Sogar beim 50-
malen iiberschuss des Stierserumalbumins wurde keine Bindung festgestellt.

Man hat die Isotherme der Bindung von arhIL-6.9 mit hIL-6 im breiten Bereich der

0054

000 T T 7 - T T

[IL-6],

Abb. 4. Die Isotherme der Bindung von hIL-6 mit arhIL-6_9

Eiweilkonzentrationen gebaut (Abb. 4).

Die Angaben der Bindung wurden in Scatchard-Koordinaten linealisiert. Nach dem
Tangens von Neigungswinkel der Gerade hat man eine scheinbare Konstante der
Dissoziation von Komplex des Aptamers mit hIL-6 geschitzt, sie betrug 316 £ 130 nM.

Man hat mit der Verwendung von Zucker-Algorythmus (RNAstructure 7.0 Programm)

U A UGG 30 .U GGCrG“UI

I S o o S S e 1 T 5 S

A CAUCU- -C-C LrGeg '3 ooy, U
A-G g . U -G i s

Energie — 13,6 kd/Mol

Abb. 5. Modell der vermutlichen sekundiiren Struktur von RAhIL-6."9 — Aptamer

das Modell der sekundiren Struktur von arhIL-6.9 vorgeschlagen (s. Abb. 5).

Es ist interessant die Stabilitit der vermutlichen sekundéren Struktur des gewonnenen
Aptamers mit den Parameter irgendwelcher natiirlicher RNS mit annghrend &hnlicher
Struktur, die Eiweif3 bindet, zu vergleichen. So ist das Zwischenzistronengebiet S12 — S7
str von Operon E. coli durch RNS mit der Lange 103 Nukleotiden vorgestellt und kann
eine Stiftstruktur mit freier Energie cirka 30 kJ/Mol haben, was mit dem Wert 13,6
kJ/Mol, den man fiir arhIL-6.9 erhalten hat, vergleichbar ist. Man kann deshalb darauf
hoffen, dass der Aptamer eine ausreichend stabile Struktur fiir weitere Untersuchung sein-
er Eigenschaften hat.

Zur Zeit wird die Fihigkeit des Aptamers gepriift, die Wirkung von IL-6 in der
Zellkultur des multiplesen Myeloms zu inhibieren. Erste Ergebnisse zeigen, dass die



IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE 188

189 IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE

Aptamer die Dimerisation von gp130, die von 1L-6 induziert wird, inhibiren konnen.

Die Arbeit wird von Grants POPH Nr. 05-04-49750, PODHU-opu Nr. 07-04-12221
unterstiitzt.

Die Autoren bedanken sich bei Herren Golowin A.W. fiir die Hilfe bei der Ausstattung dieses
Artikels.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zirkulierende Tumorzellen (ZTZ) werden bei 41,3% Patienten mit dem disseminierten
Mammakarzinom im Schnitt nicht weniger als 1 Zelle pro Mio erfasst. Die Zahl der ZTZ ist
von der Lokalisation und der Zahl der Metastasen , sowie vom rezeptorischen Status des
primdren Mammakarzinoms nicht abhingig. ZTZ werden bei den Patientinnen in der
Menopause hiufiger erfasst, als in der Premenopause(47,8% und 26,7% p=0,044). Bei den
Patientinnen mit dem infiltrierten Karzinom des Brustdriisenléppchens werden die ZTZ sich-
er hiufiger erfasst, als bei den Patientinnen mit dem infiltrativ-duktalen Mammakarzinom
(69,2% und 31%,p=0,02). Das Vorhandensein der Knochenmarkmikrometastasen hat keinen
Einfluss auf die Haufigkeit der Sichtbarmachung von ZTZ. Die Zellen werden mit gleicher
Héufigkeit vor und nach der Behandlung ermittelt (41,3% und 45,5%). Das Faktum der ZTZ-
Entdeckung wirkt auf die allgemeine und rezidivfreie iiberlebensfihigkeit der Patienten mit
Stadien des Mammakarzinoms nicht. Beim Bewerten der Dynamik der ZTZ -Zahl vor und
nach der Durchfuhrung einer systematischen antiblastomatosen Chemo- und
Hormontherapie ergab es sich, dal3 bei den Patientinnen mit der Zahlsenkung der ZTZ eine
langere Zeit bis zur Krankheitsfortschreitung ist , als bei den Patientenen mit Zahlerhhung
der ZTZ nach der Behandlung (14 und 8 Monaten, p=0,0127). Die Dynamik der Zahl der
ZTZ nach der durchgefiihrten spezifischen antitumor Behandlung kann als ein neues objek-
tives Kriterium der Bewertung auf die Behandlunsreaktion und als ein informativer
Prognosefaktor bei den Patienten mit disseminierten Mammakarzinom benutzt werden. Die
ZTZ bei den Patienten mit MK sind nach Expression der Molukiile des Hauptkomplexes der
histologischen Vertréglichkeit heterogen. Bei den Patienten mit MK wird nach der
Behandlung die doppelte Senkung der Proportion der positiven-HLA-DR und der positiven
CD?95 zirkulierender Tumorzellen (ZTZ) im Blut festgestellt.

Schliisselworter: Duktale Zytofluorimetrie, zirkulierende Tumorzellen, Mammakarzinom

Die Morbilitit des Mammakarzinoms nimmt in Russland, sowie auch in anderen
Landern zu. Das Mammakarzinom nimmt stindig den 1. Platz in Morbilitaetsstruktur ein,
dabei wird bei 37,3% der ersterkrankten Frauen gleich das I11. oder IV. Stadium diagnos-
tiziert. Die Morbilitaetszunahme des Mammakarzinoms in Russland betrug von 1999 bis
2004 10,6%. Die Therapieergebnisse der MK-Kranken bleiben unbefriedigend. (die
Zunahme der standartisierten Mortalititskennziffer betégt 2,9%).

In der letzten Zeit wird besonders auf die bessere Stadiumfeststellung der Krankheit,
sowie auch auf die Verbesserung der medikamentosen Therapie des MK geachtet. Die
grofle Bedeutung wird der Untersuchung der biologisch bedeutsamen Charakteristik der
Erkrankung beigelegt, die bei der Auswahl der effektivsten Therapiemethodiken niitzlich
sein kénnten.

Die Entwicklung der modernen Technologien ermoéglichte es die Bestimmung der
einzelnen Tumorzellen ( Mikrometastasen) in der Knochenmarkbiopsie, sowie im periph-
eren Blut (6). Es wurde nachgewiesen, daB die Feststellung der Mikrometastasen bei der
Diagnostik auf die Linge des rezidivfreien Intervals und insgesamt auf die Lebensdauer bei
den Patienten mit MK wirkt.

Die klinische Bedeutung der immunologischer Erkennung der im peripheren Blut
zirkulierenden Tumorzellen (ZTZ) bleibt bis jetzt nicht ganz voll klar (4,5,10,11,14). Wie
bekannt, sind die Mammatumoren bei Immunophenotype heterogen (3). Es gibt in der
Fachliteratur die Hinweise auf den Zussamenhang zwischen dem Immunophenotyp der
Mammatumoren, dem Kklinischen Verlauf, der Prozessverbreitung, dem Charakter der
immunologischen Reaktion und der Krankheitsprognose. Es gibt alle Griinde zu vermuten,
dal3 die Heterogenitit des Immunophenotyps des MK sich auf die Ungleichartigkeit der
Population der TZ auswirken kann, die im peripheren Blut zirkulieren. Somit kann sich der
Krankheitsverlauf nicht nur durch Auffinden der Tumorzellen in der peripheren Blutbahn,
sondern auch durch qualitative Zusammensetzung dieser Zellen bestimmt werden. Die
Untersuchung des Immunophenotyps der ZTZ hilft wahrscheinlich die Kenntnisse iiber
Metastasierungswege und medikamentose Resistenz des bosartigen Tumors zu erweitern.

In diesem Zussamennhang scheint die Untersuchung der quantitativen und der qualita-
tiven Zusammensetzung der TZ, die im peripheren Blut der Patienten mit disseminierten
MK zirkulieren aktuell.

DIE PATIENTENCHARAKTERISTIK UND

DIE UNTERSUCHUNGSMETHODEN

Von 2001 bis 2003 wurde in der Untersuchung 65 Patientinnen mit dem lokalverbreiteten
(primaer nicht operablen) und dem metastatischen MK untersucht. Bei der Mehrzahl der
Patientinnen (87,7%) wurde das IV Sadium des MK festgestellt (n=57); davon wurde bei
45,6% (n=26) die Erkrankung erstmalig festgestellt, bei 54,4% Patientinnen (n=31) wurde
das Rezidiv der Erkrankung nach unterschiedlichen Arten der Tumortherapie festgestellt.
Bei 8 Patientinnen (12,3%) wurde ein lokalverbreitetes nichtoperables MK fesgestellt.

Das durchschnittliche Alter war 53 Jahre (26—75).

Im reproduktiven Alter waren 16 Patientinnen (24,6%), in Menopause — 47
Patientinnen (72,3%), bei 2 Patientinnen war die ovarial-menstruale Funktion nicht
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bekannt. In der Untergruppe der Patientinnen mit dem lokal ausgebreiteten MK waren
62% in Postmenopause und 37,5% Patientinnen in Pre-Menopause. In der Untergruppe
der disseminierten Patientinnen waren auch iiberwigend die Patientinnen in Post-
Menopause (73,7% gegen 22,8%). Bei 2 Patientinnen war der menstruale Status nicht
bekannt.

Bei der Mehrzahl der Patientinnen wurde die Diagnose histologisch werifiziert (72.4%),
bei 27,7% Patientinnen wurde die Diagnose des bsartiges Tumors zytologisch festgestellt.
Am haufigsten kam die infiltrativ-duktale Form (63,8% der Patienten) vor, lobares infil-
tratives Karzinom wurde bei 27,6% Patienten festgestellt, die anderen Karzinomformen
bei 8,5% der Kranken.

Die Ermittlung von Rezeptoren der Steroidhormonen wurde hiufiger mittels der histo-
chemischen Methode, teilweise -bei manchen Patienten — mittels einer biochemischer
Methode durchgefiihrt. Die Untersuchung des Rezeptorenstatuses des MK wurde fiir 43
Patienten durchgefiihrt. Bei 18 Patienten (41,8%) enthielten Tumorgewebe keine dstro-
gen- und Progesteron -Rezeptoren (RE- RP-), bei 25 Patienten (58,13%) wurde min-
destens 1 Rezeptor der Steroidhormonen ermittelt (RE+RP+; oder RE+RP-; oder RE-
RP+). Die beiden Rezeptoren wurden bei 10 Patienten ermittelt (23,25%).

Systembehandlung

Bei der Mehrzhal der Patientinnen wurde die Chemotherapie durchgefiihrt (80%), 13
Patientinnen wurden hormonell behandelt (20%). Alle 8 Patientinnen mit dem lokal- ver-
breiteten MK wurden chemotherapeutisch behandelt. Alle Patientinnen, die eine
Hormontherapie bekomen haben, hatten die Fernmetastasen.

Chemotherapie nach FAC -Schema. Bei der Mehrzahl der Patientinnen wurde eine
Chemotherapie nach FAC Schema durchgefiihrt. Zur dieser Gruppe zihlen die Paientinnen,
welche nur eine Chemotherapie nach FAC- Schema bekommen haben (n=32), sowie die
Patientinnen, welche als erste Behandlugsetappe die Chemotherapie nach FAC- Schema
bekommen haben mit der spiteren Hormontherapie mit Tamoxiphen (n=11).

Chemotherapie mit Taxanen. (Paklitaxel 175 mg/m?2 einmal pro 21 Tage oder Dozetaxel
74mg/m2 ein mal pro 21 Tage) wurde bei 6 Patientinnen (10.9%) durchgefiihrt: zweien
davon -im Zusammenhang mit der Progredienz des MK nach adjuvanten Chemotherapie
einschlieflich der Antrazykline, bei vier davon — als zweite Chemotherapielinie (nach der
ersten Hemotherapielinie mit Antrazyklinen).

Andere Regime der Chemotherapie. Zwei Patientinnen waren in die Untersuchung auf-
grund der Progredienz des MK nach 2 Linien der Chemotherapie eingeschlossen. Als
dritte Chemotherapielinie hat eine der Patientinnen Kapezitabin 2000 mg/m?2 per os ab 1.
bis zum 14. Tag + Navelbin 25 mg/m2 am 1. und am 8. Tag des 3-wéchigen Zyklus bekom-
men. Die zweite Patientin bekam als dritte Therapielinie Kapezitabin 2500mg/m? per os
ab 1. und bis zum 14. Tag. Bei einer Patientin mit dem erstentdeckten disseminierten MK
wurde aufgrund der Nebenerkrannkungen, Ablehnung von der intravenoesen
Chemotherapie, des hoheren Alters ein nichtstandartes Chemotherapieschema mit
Zyklofosfamid+ Metotreksat+Zelebrex anngeordnet.

Hormontherapie wurde bei 13 Patientinnen durchgefiihrt.In der Regel wurde

Tamoxiphen (20mg pro Tag) bei den Patientinnen mit giinstiger Prognose (Patientinnen in
Menopause, mit positiven Rezeptoren der Sexuallhormonen, mit einem langen rezidi-
vfreien Intervall) angeordnet. Die Therapie mit Tamoxiphen wurde bei 10 Patientinnen
durchgefiihrt. Letrosol 2,5 mg pro Tag wurde einer Patientin anngeordnet, welche
Tamoxiphen adjuvant bekommen hatte, und bei zwei Patientinnen als zweite Linie der
Hormontherapie nach der Krankheitsprogredienz begleitet von Tamoxiphen Einnahme.

In der Patientinnengruppe mit dem disseminierten MK wurde die Chemotherapie bei
44 Paientin (77,2%) durchgefiihrt, davon ein Teil der Patientinnen hat nach der
Durchfiihhrung von 6 Kursen Chemotherapie auch eine Hormontherapie bekom-
men(21,1%).

Erkennungsmethoden von Tumorzellen im peripheren Blut und im Knochenmark

Bei allen Patientinnen war die immunologische Untersuchung des peripheren Blutes
und Knochenmarkes durchgefiihrt, das Ziel dabei war die Erkennung von einzelnen TZ
vor und nach der Bechandlung( nach 6 Chemotherapiekursen oder nach 3 Monaten der
Hormontherapie) oder bei der Krankheitsprogredienz.

Die immunologische Untersuchung des Materials wurde im Labor der Immunologie
der Hiamopoese der Zentralisierten Klinischen Laborabteilung des wissenschaftlichen
Institutes der Hauptverwaltung des ROZ namens N.N. Blochin der RMWA.

Fiir die Bewertung der Tumorzellenzahl im peripheren Blut wurde die Blutentnahme von
10ml des peripheren Blutes aus der Ellenvene ins Heparinrorchen durchgefiihrt. Danach
wurden die Zellen auf dem Dichtergradient von Fikolverographin (Standartmetode) oder
mit der Erythrozytenlysismethode, sowie die Knochenmarkzellen, abgesondert.

Bei der Bewertung der zirkulierenden Epithelzellen im peripheren Blut haben wir direkte
Konjugaten der monoklonalen AK benutzt. Es wurden monoklonale AK der Firma Bekton
Dickenson benuzt (USA). Die MAK HEA-125 wurden von G. Moldenhauer (Germany)
zur Verfiigung gestellt, die fluoreszente Markierung der AK wurde durch R. Jones ( HMDS,
Leeds UK) durchgefiihrt. Im bestimmten Féllen wurden FITC markierte MAK KL-1
benutzt (von J. Bronchier, Montpellier, France zur Verfiigung gestellt)!.

Bei der Zihlung der TZ wurde eine doppellte fluoreszente Markierung benutzt. Die
Zellen wurden mit MKA im Vergleich zu AG CD45 mit FITC markierte und MKA zu
epitheliale AG Egp34 (HEA 125), Per CP oder PE gefirbt. Bei der Benutzung von CD45-
PerCP wurden die epitheliale Marker mit FITC markierten MKA gefirbt. Der
Unterschied in Fluorochromsensibilitit wurde nicht festgestellt. Niveaus der nichtspezi-
fischen Bindung wurden entsprechend den isotypischen Kontrollen mit ensprechender
Fluorochrommarkierung bewertet.

Die Platte von MAK fiir die Zahlbestimmung der Epithelzellen, die im peripheren Blut
bei MK zirkulieren:

1. IgG1 PerCP

2.CD45PerCP/IgG1FITC

3.CD45PerCP/HEA 125 FITC oder CD45PerCP/Ber EP4-FITC

Bei der Musterprobesammlung auf Zyto-Strémungsmesser wurde maximal mogliche Zahl
der passierten Zellen in den Grenzen der negativen Zellenfraktion mit dem niedrigen Spiegel
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der seitlichen Lichtstreuung (Abb. 1A) akkumuliert. Dabei flossen duch den Detektor nicht
weniger als 1 Mio, moglicherweise mehr als 1 Mio passierten Zellen (Abb. 1B).

Das Zytogramm 1A zeigt die Auswahl des Analysegebictes nach Expression von AG
CD 45. Die Ordinatenachse zeigt den Kennwert des Zellkornigkeitspiegels (SSC), die
Abszissachse (FL-3-Detektor) zeigt die Expression des PerCP markierten AG CD45.
R1 -Gebiet — sind CD45-negative Zellen, einschliesslich der ZTZ.

Auf dem Zytogramm 1B wurden nur die Zellen des R1- Gebietes vorgestellt, unter
denen ist eine deutliche Population von Zellen mit merkwiirdiger Expression von AG
Egp34 vorhanden, die mit FITC-markierten MKA HEA 125 festgestellt werden kénnen.
Die Zahl der HEA125+ Zellen in dieser Probe betrug 27 Zellen pro 1 Mio aller
Probezellen, ausgenommen 1 Zelle aus R2 Gebiet nach der isotopischen Kontrolle.

Die Erkennung der ZTZ im Blut von MK-Patientinnen mittels der Methode der
Stromungszytofluorometrie. Doppelte fluoreszente Markierung.

i) [iv)
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Abb. 1. Die Erkennung der ZTZ im Blut von MK-Patientinnen mittels der Methode der
Stromungszytofluorometrie. Doppelte fluoreszente Markierung

Im Falle der Subpopulationsbestimmung von ZTZ wurde eine dreifache fluoreszente
Markierung benutzt. Dabei wurden auf die Platte die monoklonalen AK zu den AG CD95
und HLA-DR hinzugefiigt.

Die MKA Platte sah bei der Bewertung der Subpopulation so aus:

1.1gG1 PerCP

2.CD45 PerCP/IgG1FITC

3.CD45 PerCP/HEA 125 FITC/IgG1 PE

4.CD45 PerCP/HEA125 FITC/CD95 PE

5.CD45 PerCP/HEA 125 FITC/HLA-DR PE

Bei der Analyse der Zusammensetzung der Subpopulation der TZ wurden auch die
CD45-negativ passierte Zellen akkumuliert, nachher wurde das Gate der TZ (R2 auf der
Abb.1B) ausgewihlt und in diesem Gate wurde der Prozentgehalt von HLA-DR+ und
CD95+ Zellen bewertet. Es sei erwidhnt, dafl bei der Populationsbewertung sehr wichtig

195 IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE

ist, soviel wie moglich passierter Zellen im Gebiet der TZ zu erhalten, was moglicherweise
nur unter der Voraussetzung sehr héheren Zelligkeit der Probe oder beim ausgeprigten
metastatischen Prozess maoglich ist.

Zytomorphologische und immunologische Untersuchung des Knochenmarkes

Die Knochenmarkzelle (KMZ) wurden im Laufe der Sternalpunktion im
Brustbeinbereich bekommen. Das Volumen des KM-Punktates betrug normalerweise von
0,3 bis 0,7 ml (beim grosseren Volumen ist die Verdiinnung der Probe mit peripheren Blut
moglich).

Zytimorphologische Untersuchung

Aus den KM -Aspirat wurden sofort nach der Punktion die Aufstrichen mit rutiner
Methode vorbereitet, sie wurden nach Romanovski—Gimse Methode gemacht und das
Myelogramm abgerechnet.

Die Vorbereitung von zytozentrifugen Priparaten, die immunale Firbung wurden in
den Artikeln von N.N. Tupizin und O. V. Krochina und von den Verfassern in diesem
Nummer beschrieben. Fiir die TZ -Erkennung wurden MKA KL-1 zu den
Panzitokeratinen benutzt, von J. Brochier ( France) zur Verfiigung gestellt.

Die Zahlbestimmung der TZ wurde auf eine 1 Mio der Myelokariozyte der KM bei
jeder Patientin zweimal durchgefiihrt. Unter Beriiksichtigung der einzigen AG -positiven
Zellen, sowie der Komplexe AG-positiven Zellen.

Die statistische Bearbeitung der gewonnenen Daten

iiberlebensfihigkeit von Patientinnen (die Zeit vor der Progredienz und allgemeine
iiberlebensfihigkeit) wurde nach Kaplan-Meier Methode analysiert und nach Long-rang
Test verglichen.

Fir den Vergleich der Qualititsmerkmale wurde y2 Test mit Jetz -Korrektur auf
Kontinuitit bei den Konjugationstabellen 2 x 2 oder das direkte Fischer,s-Kriterium bei
kleinen Stichproben. In allen Fillen wurde das 95% Konfidenzintervall und doppelseit-
iges P angewendet.

DIE ERGEBNISSE

Die Erkennung von MK Mikrometastasen im peripheren Blut nach der
Durchfluizytofluorimetrie Methode

Mit dem Ziel der Entdeckung von ZTZ wurde bei 85 immunologischen
Untersuchungen des peripheren Blutes bei 65 Patientinnen durchgefiihrt.

Die Rausfindung und Bestimmung der Tumorzellenzahl im peripheren Blut wurde nach
der Durchfluzytofluorimetrie Methode mit monoklonalen AK zu epithelialen AG (MKA
Egp34, BerEP4).

Da es keine Meinungseinheit in der modernen Fachliteratur tiber die Bedeutung von
ZTZ im peripheren Blut von Patientinnen auf verschiedenen Etappen der
Systembehandlung und iiber den Zusammenhang dieses Kennwertes mit bekannten mor-
phologischen, klinischen und prognostischen Charakteristiken des MK gibt, haben wir
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uns darauf entschieden, die detaillierte quantitative Analyse der erhaltenen Werte
durchzufiihren.

Es wurde die verschidene Sensibilitit der Methode der immunozytofluorimetrischen
Ermittlung der ZTZ verglichen: 1 Zelle pro 1 Mio Leukozyten und 1 Zelle pro 100 000
Leukozyten. Bei der Analyse mit Genauigkeit 1 Zelle pro 1 Mio Leukozyten betrug die
Héufigkeit der ZTZ- Erkennung 47,6%, bei der Analyse mit Genauigkeit 1 Zelle pro 100
000 Leukozyten betrug die Hiufigkeit der ZTZ- Erkennung 41,3%.

Fiir die Genauigkeitserhohung der Untersuchung und zum Zweck des Ausschlusses der
einzelnen zufilligen Ereignisse, wurde es entschieden, die Zahl der AG- positiv Zellen ?10
pro 1 Mio Leukozyten als negatives Ergebnis anzunehmen d.h. der Gruppe der positiven
Patienten wurden nur die Patientinnen mit offenkundig positiven Ergebnissen der
Untersuchung zugerechnet (mehr als 10 ZTZ pro 1 Mio Leukozyten).

Die Hiufigkeit der Erkennung der ZTZ betrug 41,3% vor der Behandlung und 45,5%
nach der Behandlung.

Bei den Patientinnen mit lokal ausgebreitetem MK und bei den Patientinnen mit den
Fernmetastasen wurden die ZTZ nach Angaben der Durchfluf3zitometrie etwa mit gleich-
er Hauhfigkeit ermittelt: die ZTZ wurden bei 3 aus 7 Patientinnen mit lokalausgebreiteten
MK und bei 21 aus 51 Patientinnen mit metastasierenden MK ermittelt, was 42,9% und
b.z.w. 41% betrigt.

Die Tabelle 1 zeig Patientinverteilung in Abhaegigkeit von den Zahl der mit Hilfe von
drei monoklonale AK den ZTZ.

Wie man aus der Tabelle 1 sieht, in der Gruppe der AG-positiven Patienten, werden in
meisten Fillen (69,2%) die ZTZ in der erméBigten Menge (von 11 bis 100 ZTZ pro 1 Mio
Leu) ermittelt, bei 30,8% Patientinnen werden mehr als 100 ZTZ pro 1 Mio Leu ermittelt.

Tabelle 1
Die quantitative Analyse der ZTZ bei Patientinnen mit MK vor der Beginn der
Systembehandlung

Untersuchungsgruppen (die Zahl Insgesamt nach 3
der AG-posiiv Zellen/Mio BerEP-4_+ZahI (%) HEA—12§+ZahI(%) KL-1+_ZahI(%) AG
n=32 n=21 n=10 _
Leukozyten) n=63
1 Gruppe(0-10 Zellen) 18(56,3%) 11(52,4%) 8(80%) 37(58,7%)
2 Gruppe(11-100 Zellen) 8(25%) 8(38,1%) 2(20%) 18(28,6%)
3 Gruppe(>100 Zellen) 6(18,75%) 2(9,5%) — 8(12,7%)

Am haufigsten wurden die ZTZ bei den Patientinnen mit Metastasen nur in die innere
Organe ermittelt (51,9%). Bei denselben Patientinnen wurde ein hoher Gehalt der ZTZ
(>100 pro 1 Mio Leu) am haufigsten festgestellt — in 15% von Fllen. In der Patientengruppe
mit ausschliesslich Knochenmetastasen und bei Patienten mit Metastasen in Knochen und
auch in die innere Organe werden die ZTZ mit gleicher Hiufigkeit ermittelt — 31,3%( bei 5
aus 16 Patientinnen) und 30,8% ( bei 4 aus 13 Patientinnen).

Die immunozytologische Untersuchung zeigt, dal bei den Patientinnen mit
Tumorzellen im Knochenmark die Héufigkeit der ZTZ — Ermittlung 22,7% (5 aus 22)
und bei den Patientinnen ohne Mikrometastasen im Knochenmark — 44,5% (8 aus 18)
betrug . iibrigens war der Zusammenhang zwischen den Merkmalen (Kontingenz, %2)
nicht statistisch relevant (p>0,05).

Die ZTZ wurden bei den Patientinnen zumindenst mit einem der Rezeptoren der
Steroidhormone im Tumorgewebe (RE+ oder RP+,n=24)- ofter bestimmt, als bei den
Patientinnen mit negativen Rezeptorstatus (RE- und RP, n=18) — 45,8* und b.z.w.
22,2%. Aber der Zusammenhang zwischen den Merkmalen (Kontingenz, x2) war statis-
tisch nicht relevant (p=0,11).

Bei Kranken in Post-Menopause (n = 46) wurden die TZT ofter (47,82%), als bei den
Patienten in Pre-Menopause (26,7%, n = 15) ermittelt. Der Zusammenhang zwischen
den Merkmalen (Kontingenz, x2) ist statistisch relevant (p = 0,045).

Bei den Patienten mit dem infiltrativen lobuliren MK wurden die TZT ofter als bei
Patientinnen mit dem duktalen infiltrativen MK (69,2% und 31%) ermittelt. Der
Zusammenhang zwischen den Merkmalen (Kontingenz, y2) war statistisch relevant (p=0,02).

Dynamik der ZTZ bei den Patientinnen mit lokal-disseminiertem Mammakarzinom

Die immunologische Untersuchung der ZTZ wurde in Dynamik bei 21 Patientinnen
durchgefiihrt, (23 Untersuchungen, weil es bei zwei Patientinnen jeweils 2 wiederholte
Analysen duchgefiihrt worden war: gleich nach der Therapie und bei der
Krankheitsprogredienz). Die Analyse wurde in meisten Fillen nach der
Systembehandlung durchgefiihrt. Bei zwei Patientinnen wurde die Untersuchung auf-
grund der Krankheisprogredienz durchgefiihrt. Die ZTZ-positive Fille betrugen vor der
Behandlung 45,5%(n=10) in gesamter Gruppe. Die Haufigkeit der ZTZ-Ermittlung nach
der Behandlung betrug auch 45%.

Auf solche Weise, bei den meisten Patienten zirkulieren die Tumorzellen nach der
Durchfiithrung der Systemantitumortherapie im peripheren Blut weiter.

Der antitumor Effekt war bei 19 Patienten aus 21 bestimmt. Bei den 12 Patientinnen
(75%) mit 210 ZTZ auf 106 Leu stimmte die Dynamik der ZTZ -Zahl (vor- und nach der
Behandlung) mit der klinischen und réntgenologischen Beurteilung der Krankheit iibere-
in: d.h. bei der Krankheitsprogredienz stieg die Zahl der ZTZ, und senkte sich bei der
Stabilisierung der Krankheit oder partieller Regression im Vergleich zum Ausgangsniveau.

PR, TR-Voll- und Teilregression, ST-Stabilisation, PK-progressive Krankheit,
Schwingungen in den Grenzwerten weniger als 10 ZTZ auf 1 Mio LEU werden als ZTZ-
Mangel ausgewertet.

Einfluss der ZTZ auf MK Prognose

Um abzuschitzen, ob die Ermittlung der ZTZ die Prognose bei den Patientinnen mit
dem erweiterten MK vor der Behandlung beeinflusst, wurde die Zeit vor der Progredienz
und die allgemeine Lebensdauer der Patientinnen untersucht.

Die durchschnittliche Periode der lebenden Patientinnen betrug 21,7 Monaten (von 2
bis 51 M.) Die Mediane der allgemeinen Lebensdauer betrug 20,5 Monate.
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Tabelle 2

Die Tabelle 2 zeigt die TZT-Menge bei den Patientinnen mit MK vor und nach der

Therapie, sowie den Behandlungseffekt, bewertet nach klinischen und rontgenologischen
Daten

Ne Zahls:r:aznzi\g;r der Zahl dBZrhiﬁéS:;h der ZTZ -Dynamik Behandlungseffekt
1. 10 2 1 ST
2. 3 104 VR
3. 37 500 ST
4. 20 2 3 ST
5. 56 7 I3 ST
6. 7 4* = PR
7. 0 48 VK
8. 0 0* = TR
9. 418 204 1 ST
10. 21 10 l TR
11. 234 50 \ ST
12. 167 0 2 TR
13. 7 27 TR
14. 0 5* = ST
15. 0 8* = ST
16 0 409 PK

Das Vorhandensein der ZTZ hat keinen Einfluf3 auf die Zeitdauer der Progredienz und
die allgemeine Lebensdauer der Patientinnen gehabt. Die Zahl der ZTZ hat die Dauer der
Periode vor der Progredienz des MK auch nicht beeinflusst. Mediane der allgemeiner
Lebensdauer der Patientinnen mit erhohtem ZTZ Spiegel ( mehr als 100 Zellen/1 Mio)
war weniger, als in den Fillen des Vorhandenseins 10—100 ZTZ (15 und b.z.w. 21 Mon.),
iibrigens sind die Unterschiede statisch nicht plausibel.

Wie bekannt, ist die Lebensdauer der Patientinnen mit erweitertem MK von der
Lokalisation von Metastasen (viszerale oder nur Knochenmetastasen), und auch von der
Menge der Schadenbereciche abhingig. Es wurden auch die Spitergebnisse der
Behandlung in den Untergruppen der Patienten mit verschiedener Lokalisation von
Metastasen analysiert. Es stellte sich heraus, dass der Vorhandensein der TZT vor der
Behandlung keinen Einfluss auf die Zeit der Progredienz hatte (p=0,7), hat aber die all-
gemeine Lebensdauer (p=0,06) nur in der Untergruppe der Patientinnen mit der metas-
tatischen Knochenaffektion beinflusst. (mit giinstigsten Prognosen in der Untergruppe der
Patientinnen mit disseminiertem MK ). Bei diesen Patientinnen war die Mediane der all-
gemeinen Lebesdauer fast doppelt niedriger als bei den Patientinnen ohne ZTZ. Die
Ergebnisse der Zeitanalyse vor der Progredienz und der allgemeinen Lebensdauer in der

Gruppe der Patienten mit verschiedener Metastasenlokalisation sind in der Tabelle 3
vorgestellt.

Tabelle 3

Die Zeit vor der Progredienz und die allgemeine Lebensdauer der Patientinnen mit ver-

schiedener Metastasenlokalisation je nach dem Vorhandensein oder der Abwesenheit der
ZT7Z vor der Behandlung

Metastasenlokalisation Vorhandensein der Mediane P-value MedianeAZ,Mon P-value
ZvP,Mon
) _ + 7 11 _
Metastasen nur in Knochen (n=14) B 8 P>0,05 215 P=0,06
Metastasen in die Knochen und + 6,5 15,5
innere Organe (n=13) - 5 P>0,05 13 P>0,05
Metastasen nur in innere Organe * 8 P=0,26 27 P=0,1
urin 9 - 75 =0 13,5 =0

Mit den Patientinnen mit Metastasen in inneren Organe hatten die ZTZ im peripheren
Blut keinen Einfluss auf die unrezidive Intervalldauer vor der Behandlung (p=0,26) und
auf allgemeine Lebensdauer (p=0,1) gehabt. Wahrscheinlich, hatten in dieser Gruppe der
Patientinnen andere bekannten Faktoren den Einfluss auf ungiinstige Prognose gehabt
(Metastasenlokalisation, Rezeptorenstatus, Alter etc).

Bei der Untersuchung der allgemeiner Lebensdauer und der Zeit vor der Progredienz (
abhingig vom Vorhandensein der ZTZ nach der Systembehandlung) war die ganze
Gruppe (wegen weniger Patientenzahl) in 2 Untergruppen unterteilt: ZTZ -positive
Gruppe (mehr als 10 ZTZ auf 1 Mio Leu) und ZTZ- negative Gruppe. Es stellte sich her-
aus, daB3 die Zeitmediane vor Progredienz in der ZTZ-nagativer Gruppe nach der
Systembehandlung 2 Mal héher war, als in der ZTZ-positiver Gruppe nach der
Behandlung (die Unterschiede sind statistisch nicht zuverléssig p = 0,31)

Bei den Patientinnen aus ZTZ-negativer Gruppe wurden auch Vorteile in allgemeiner
Lebensdauer festgestellt. (Die Unterschiede sind statistisch nicht zuverlissig, p=0,89).
Die festgestellten Ergebnisse zeigt die Tabelle 4.

Mit dem Ziel der Beantwortung der Frage, ob das Effektivititsmonitoring der
Chemie/Hormontherapie mit Hilfe der quantitativen Analyse der ZTZ moglich ist, haben

Tabelle 4
Die Zeit vor der Progredienz und allgemeine Lebensdauer der Patientinnen mit dissemi-
niertem MK, in Abhiingigkeit vom Vorhandensein der ZTZ nach der Systembehandlung

ZTZ-negative Gruppe

ZTZ-positive Gruppe

Zeitmediane vor der Progredienz,

15

75

Mon (n=20) (n=12) (n=8) P=0,31
Uberlebenheitsmediane, Mon 23,5 17,5 P=0.89
(n=20) (n=12) (n=8) -
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wir die Behandlungsergebnisse bei den Patientinnen in Abhingigkeit von der ZTZ-
Dynamik vor und nach der Behandlung bewertet.

Die Dynamik der ZTZ-Menge wurde bei 19 Patientinnen bewertet, davon bei 16 wur-
den auch die iiberlebensfihigkeitswerte bewertet.

Bei den Patientinnen mit der Reduktion der ZTZ-Zahl nach der Behandlung wurden
die Vorteile in der Zeitdauer vor der Krankheitprogredienz (p = 0,0126, Log-rank test) im
Gegenteil zu den Patientinnen mit konstanter oder zunehmender ZTZ-Zahl ermittelt.

Die Zeit vor Krankheitprogredienz bei den Patientinnen mit MK in Abhingigkeit von
der Erh6hung oder Senkung des ZTZ nach Durchfithrung der Antitumortherapie

Die Erhohung oder die Erniedrigung der ZTZ-Zahl nach der Behandlung hatte keine
Wirkung auf die Lebensdauer.
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Abb 2. Die Zeit vor Krankheitprogredienz bei den Patientinnen mit MK in Abh:ingigkeit
von der Erhohung oder Senkung des ZTZ nach Durchfiihrung der Antitumortherapie

Immunoligische Detektion der epithelialen Zellen im Knochenmark

In Rahmen dieser Untersuchung wurde 53 immunozytologische Untersuchungen der
Knochenpunktate bei 42 Patientinnen mit ZTZ durchgefiihrt. Der Knochenmark wurde
nach der Methode der immunozytologischen Fluoreszenzmikroskopie mit Hilfe von MKA
zu Panzytokeratine KL-1 untersucht. Gleichzeitig wurde eine Myelogrammberechnung in
erhaltenen Abstrichen des Knochenmarks durchgefiihrt.

Die einzelnen Tumorzellen wurden in 26 Reaktionen aus 53 (49%) festgestellt. Die Zahl
den epithelialen Tumorzellen, die immunozytologisch bestimmt wurde, variiert von 1 bis
464 auf 1 Mio Myelokariozyten: von 1 bis 10 Zellen wurde in 70,4% positiven Reaktionen
ermittelt (19 aus 26), von 11 bis 100 Zellen- in 15,4% (4), mehr als 100 Zellen — in 11,5%

(3). Bei Standardzytologischer Untersuchung wurden die Metastasen im Knochenmark
bei 5 Patientinnen mit dissemenierten MK entdeckt. (11,9%)

In der Patientengruppe mit dem metastasierenden MK (Gruppe 1) wurde die immunol-
ogische Untersuchung des Knochenmarks bei 36 Patientinnen durchgefiihrt. KL-1-posi-
tive Zellen wurden bei 21 Patientinnen (58,7%) ermittelt: von 1 bis 10 Tumorzellen wurde
bei 16 Patientinnen, von 11 bis 100 Zellen -bei 4 Pat., mehr als 100 Zellen- bei 2 Pat.
ermittelt.

In der Patientengruppe mit lokal-verbreitetem MK (Gruppe 2) wurde die immunologis-
che Untersuchung des Knochenmarks vor dem Therapiebeginn bei 6 Patientinnen
durchgefiihrt, KL-1 positive Zellen wurden bei 2 Patientinnen ermittelt. (33,3%). In
einem Fall wurde 12 Tumorzellen auf 1 Mio Knochenmarkzellen, in anderem Fall — 1
Zelle ermittelt. Bei der zytologischen Untersuchung wurden die Metastasen ins
Knochenmark bei diesen Patienten nicht entdeckt. Nach der Behandlung (6 Kursen FAC
und PME) wurde die immunologische Untersuchung des Knochenmarks bei den beiden
Patientinnen durchgefiihrt- es wurde keine Tumorzellen festgestellt.

Die Haufigkeit der Entdeckung der Mikrometastasen ins Knochenmark war von der
Lokalisation der Fernmetastasen nicht abhingig: bei der Patientinnen mit Metastasen
nur in die innere Organe betrug diese 63,3% und bei Patientinnen nur mit
Knochenmetastasen — 61,5%. Bei der Mehrzahl der Patientinnen wurden von 1 bis 10
Tumorzellen entdeckt.

Die immunologische Untersuchung des Knochenmarks wurde nach der Beendigung die
Systembehandlung bei 11 Patientinnen durchgefiihrt. Solitire Tumorzellen wurden in
27,3% Fillen (bei 3 Patientinnen) ermittelt. Die Tabelle 5 zeigt die Dynamik des Gehaltes
der Tumorzellen im Knochenmark.

Die Tabelle zeigt, dass bei allen Patientinnen mit der effektiven Behandlung (teilweise
oder volle Tumorregression), und auch bei der Krankheitstabilisation wurde die Zahl der
AG-positiven Zellen im Knochenmark entweder gesenkt oder unverindert blieb, d.h. das
trifft mit der Bewertung des Behandlungseffektes mit Hilfe der objektiven Methoden
zusammen.

Die Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der Zeitanalyse vor der Progredienz und die allge-
meine Lebensdauer in der Gruppe der Patientinnen mit (ohne) Knochenmarkmetastasen
nach Angaben der immunologischen Untersuchung, sowie in der Gruppe der
Patientinnen mit zytologisch verifizierten Knochenmarkmetastasen. Die allgemeine
Lebensdauer wurde bei 39 Patientinnen bewertet (bei 33 Patientinnen — IV MK Stadien,
bei 6 Pat. — III B); die Zeit vor der Progredienz wurde bei 37 Patientinnen bewertet ( bei
31 war das disseminierte MK, bei 6 Patientinnen — lokal-ausgebreitetes MK).

Die Tabelle 6 zeigt, dass bei der immunozytologischer Ermittlung der
Mikrometastasen im Knochenmark unterschieden sich die Kennziffer der Zeit vor
Progredienz und der allgemeinen Lebensdauer zwischen der positiven und der negativen
Gruppe nicht wesentlich. Es gibt die Vorteile bei der Gruppe der Patientinnen ohne
Mikrometastasen gegniiber der Gruppe mit Metastasen im KM (nachgewiesen mit zytol-
ogischer Methode) — die Zeitmediane vor der Progredienz ist bei denen auf 4 Monate
héher. (p=0,03). Abb. 3.
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Tabelle 5
Der Gehalt der AG-positiven Zellen im Knochenmark bei den Patientinnen mit MK und

nach systematischer Antitumorbehandlung
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Tabelle 6

Die Zeit vor der Progredienz und die allgemeine Lebensdauer von Patientinnen mit MK,
in Abhéingigkeit von der Ermittlung der Mikrometastasen im Knochenmark nach Angaben
der immunologischen und zytologischen Untersuchungsmethoden

Patientinnen ohne KM
Metastasen (KL-1=0/Mio)

Patientinnen mit KM
Metastasen (KL-121/Mio)

Patientinnen mit zytologisch
verifizierten KM Metastasen

Zeitmediane vor der 11 10,5 7
Progredienz, Monate (n-17) (n=15) (n=5)
Zeitmediane der allg. 19,5 21 11
Lebensdauer, Monate (n-17) (n-17) (n=5)

TZ-Zahl
N Art der Behandlung Effekt der Behandlung
Vor der Behandlung Nach der Behandlung
1. 12 0 Nach 6 FAC Kursen VE
2. 0 0 Nach 6 FAC Kursen ST
3. 0 0 Nach 6 FAC Kursen R
4. 1 0 Nach 6 FAC Kursen und OP VR
5. 0 0 Nach 3 Monate nach 6 FAC PK
Kursen
6. 1 0 Nach 6 FAC Kursen R
7. 416 418 Nach 3,5 Mpnate Tamoxiphen ST
Einnahme
8. 50 0 Nach 8 FAC Kursen R
9. 2 4 Nach 5 FAC Kursen R
10. 5 5 Nach 6 FAC Kursen ST
11. 2 0 Nach 8 FAC Kursen R

Die Zeit vor Progredienz X
100 —u . Ohne KK Mikrometastasen

90- | (immunozytologische Methode), n=20

-4 Mit KK Metastasen (zytologisch) n=5

% der iiberlebenden
3]
=)
[

o

Monate

Abb. 3. Die Zeit vor Progredienz bei den Patientinnen mit KM Metastasen, mit der zytol-
ogischen Methode nachgewiesen und bei den Patientinnen ohne Mikrometastasen (nach
Angaben der immunozytologischer Untersuchung)

Die Zeit vor Progredienz bei den Patientinnen mit KM Metastasen, mit der zytologis-
chen Methode nachgewiesen und bei den Patientinnen ohne Mikrometastasen (nach
Angaben der immunozytologischer Untersuchung)

Subpopulation der TZ, die im peripheren Blut der Patientinnen mit MK zirkulieren

Viele Erforschungen sind der Untersuchung des Phenotyps der KM
Mikrometastasen gewidmet. Es ist bekannt, dass die solitdire TZ im KM die AG des
Hauptkomplexes der Histokompatibilitit der 1 Klasse, Adhisiomolekule EpCAM,
Rezeptoren erb-B2 und Transferin-Rezeptoren, Proliferation Marker ( Ki-67, p-120),
Gene MAGE (8,12,15,16) expressieren . Die Mitteilungen iiber Charakteristik der
ZTZ sind nicht zahlreich.[5].

In unserer Arbeit wurden die ZTZ bei 17 Patientinnen zwecks der Expression des
Molekiils des Hauptkomplexes der Histokompatibilitdat (MHC) I1 Klasse-HLA-DR und
des Molekiils CD95 aus Fas-Fas L -System fiir die Bestimmung des Zellapoptosis unter-
sucht. Bei 6 Patientinnen wurde die subpopulative Zusammensetzung der ZTZ im periph-
eren Blut in Dynamik der Systemtherapie bewertet.

In meisten untersuchten Fillen war die ZTZ- Zahl deutlich ausgeprigt und nur bei 3
Patientinnen aus 17, war diese Zahl niedriger als 10 AG+ Zellen pro Mio. der bewerteten
Zellen, Tab.7.

Expressionshiufigkeit der HLA-DR Molekiile pro ZTZ betrigt 82% (bei 14 aus 17
Patientinnen). Mittleres Prozent HLA-DR+ ZTZ betrigt 31,616,4% bei der Mediane
26,2% und einer deutlichen Streuung von 0,0 bis 81,8%.

Die Expressionshiufigkeit der Molekille CD95 pro ZTZ betrigt 33%.
Durchschnittliches Prozent CD95+ZTZ — betrigt 14,845,73%, bei Mediane 3,3,% und
bei der Streuung von 0 bis 66%. Bei den 4 aus 15 Fillen (26%) betrug die Expression von
AG auf den ZTZ von 20 bis 50% und nur in 1 Fall war der Expressionsspiegel Cd95 auf
den ZTZ mehr als 50% (66,6%).

Nach der Chemotherapie wurde die Subpopulationstusammensetzung der ZTZ bei 6
Patientinnen bewertet. In allen 6 Fillen wurde die Expression auf ZTZ (HEA-125+) der
Hauptkomplexmolekiile der Histokompatibilitit der II. Klasse (HLA-DR) und des
Rezeptors CD95 untersucht. Tab.8

Wie man aus der Tabelle 8 sieht, war die Zahl der ZTZ bei den Patienten aus dieser
Gruppe in meisten Fillen ausreichend ausgepriagt und war hoher als 10 Zellen pro Mio.
Leu des peripheren Blutes. Die Subpopulationale Zusammensetzung der ZTZ war ver-
schiedenartig, aber es gab keine Fille mit der Expression der AG auf mehr als 50% TZ in
dieser Patientengruppe.
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Tabelle 7
Subpopulation der ZTZ bei Patientinnen mit MK vor dem Beginn der systematischen
Behandlung

1 63 22,0 36 14 2
2 30 727 0,0 22 0
3 18 262 122 5 8
7 7 33,0 66,0 2 5
5 76 52,0 0,0 0 0
6 38 53 0,0 2 0
7 92 8.1 4,0 8 4
8 5 423 0,0 2 0
9 20 545 440 11 9
10 160 0.0 22,0 0 35
K] i 42,0 0,0 2 0
12 11 81,8 — 9 -
13 23 0.0 30 0 1
14 135 00 0,0 0 0
15 307 114 12 35 3
16 13 64,0 22,0 8 3
17 167 235 - 39 -

Im Vergleich zu den Angaben vor der Behandlung (sieh die Tab. 7) war durchschnit-
tliches Prozent der ZTZ mit dem Immunophenotyp HLA-DR+HEA125+ praktisch dop-
pelt niedriger und betrugt 15,246,33%. Die Mediane war auch wesentlich niedriger und
betrug 10,8%, bei der Kenndatenstreuung von 3,0 bis 44,6%.

Durchschnittliches Prozent der ZTZ mit Immunophenotyp CD95+HEAI125+ war
auch wesentlich niedriger, als in der Gruppe mit der Patientinnen vor der Behandlung und
betrugt 5,3+1,53. Aber die Kenndatenmediane unterschied sich praktisch nicht von dieser
vor der Behandlung und betrugt 5,0%. Die Kenndatenstreuung in dieser Gruppe war
unbedeutend — 0,0—11,3%.

Tabelle 8
Z.TZ Subpopulationen bei den Patientinnen mit MK nach der systematischen Chemotherapie
Ne ZTZ Zahl/Mio. Leu %% HLA-DR+ZTZ ;Ia'ﬁ_/ai:ﬁ;ﬁ %% CD95+ ZTZ CD95+ZTZ/Mio. Leu

1. 10 44,6 5 11,3 1
2. 17 6,0 1 6,0 1
3. 27 15,7 4 3,8 1
4. 50 3,0 2 0,0 0
5. 204 17,0 35 6,9 14
6. 409 5,0 21 4,0 16

Beachtenswert ist auch der Fakt, dal bei der groferen ZTZ -Menge (beim dissemi-
nierten MK) oder bei der VergroBerung der ZTZ- Zahl im peripheren Blut (z.B. bei
Krankheitsprogredienz) reduziert die TZ- Zahl, welche die beide AG (HLA-DR und
CD?95) expressiert und die negativen Zellen dominieren. Das erlaubt zu vermuten, dass
beim Verlust durch die TZ der AG HLA-DR und CD?95, erwerbt sie grofieres metastatis-
ches Potential, weil sie "unsichtbar" fiir die Zellen des Immunsystems (CD4 T-Zelle) wird
und kann durch CD95-abhingige Apoptose nicht zerstért werden.

Die in unserer Arbeit vorgestellten Daten zeigen die Notwendigkeit der weiteren
Untersuchung der subpopulativen Zusammenhang der ZTZ mit dem Ziel die Kenntnisse
iiber die Metastasierungsmechanismen und medikamentdse Resistenz des bosartigen
Tumors zu erweitern.

Perspektiv betrachten wir auch die Forschung der Dynamik des ZTZ-Gehaltes wihrend
der Chemotherapie, weil nach unseren Daten ist die VergréBerung des ZTZ -Gehaltes bei
der Therapie ist ein statistisch signifikantes Zeichen, das von einer ungiinstigen Prognose
zeugt.

SCHLUBFOLGERUNGEN

1. Die ZTZ (im peripheren Blut) sind bei 41,3 Patientinnen mit disseminierten MK auf
Grund des Vorhandenseins von membranpanepithelialen AG (Egp34, BerEp4) bei fehlen-
der Expression entdeckt; sie zeichnen sich durch niedrige Werte der Granulation und sind
nach der Grofie heterogen.

2. Die Zahl von ZTZ variiert von minimaler (1 Zelle pro Mio. Leu) bis ausgeprigter
Menge (100 oder mehr Zellen pro Mio. Leu).

3. Die ZTZ, die im peripheren Blut zirkulieren, sind heterogen nach Expression der
Molekiile des Hauptkomplexes der Histokompatibilitit 1I. Klasse (HLA-DR) und des
Rezeptors CD95. In meisten Fillen wurde ausgeprigte Proportion HLA-DR-negativer
und CD95 positiver Zellen gemerkt, was von der Unfihigkeit der Prisentation der tumor-
assoziirten Peptide CD4+ den T-Lymphozyten und von der Unméglichkeit der
Realisierung des Zelltodes durch CD-95 -Apoptose zeugt.

4. Das Vorhandensein der ZTZ beeinflusst nicht die Intervalldauer ohne Progredienz
und die allgemeine Lebensdauer von den Patientinnen mit MK III und IV Stadien.

5. Die TZ -Ermittlung im peripheren Blut hat keine direkte Assoziation mit den
Mikrometastasen im Knochenmark, die mittels der immunozytologischen Methoden
ermittelt werden kénnten

6. Die Mikrometastasen im KM vor der Behandlung wurden bei 54,8% Fillen von
MK in III und IV Stadien entdeckt. Das Vorhandensein von Mikrometastasen im KM
beeinflusst nicht die Dauer des unrezidiven Intervalls und die allgemeine Labensdauer in
dieser Patientengruppe.

7. Dynamik des Gehaltes der ZTZ wihrend Chemotherapie trifft am o6ftesten mit klin-
ischer Bewertung des Behandlungseffektes zusammen. Bei der ZTZ -Steigerung (oder
beim Fehlen der Senkung) wurde trotzt eines positiven klinischen Effektes (vollige oder
partielle Regression des Tumors) die Krankheitsprogredienz in kurzer Zeit nach der
Beendigung der antitumor — Therapie gemerkt, .
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8. Dynamik des Gehaltes der ZTZ wihrend der Chemotherapie ist ein Erginzendes
objektives Kriterium des Behandlungseffektes. Bei den Patienten mit der Senkung der
ZTZ nach der Polichemotherapie beobachtet man eine plausibel lingere Intervalldauer
ohne Progredienz, im Vergleich zu den Patientinnen, bei welchen in der Dynamik eine
Spiegelerhohung der ZTZ festgestellt wurde, p=0,026.
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INDIVICON, EIN ANSATZ ZUR QUALIFIZIERTEN
INDIVIDUALISIERTEN KOMPLEMENTAREN
ONKOLOGIE

INDIVICON, Deutschland

ZUSAMMENFASSUNG

INDIVICON, die Gesellschaft fiir individualisierte komplementéire Onkologie wird in
diesem Artikel vorgestellt. Neben einem iiberblick die Gesellschaft selbst betreffend, wer-
den Beispiele fiir eine neue Herangehensweise in der Onkologie gegeben. Diese Beispiele
sollen verdeutlichen, inwiefern sich der Ansatz der INDIVICON von den bisher iiblichen
Diagnose- und Therapieformen unterscheidet. Die Vorteile sowohl fiir Patienten als auch
fiir Mediziner werden verdeutlicht.

Schliisselworter: Disseminierte Tumorzellen, Metastasen, Immuntherapie, INDIVICON

Die "Gesellschaft fiir individualisierte komplementire Onkologie e.V." (INDIVICON)
ist eine 2006 gegriindete gemeinniitzige Vereinigung, die das Ziel verfolgt, neue Wege der
Diagnostik und Behandlung zusitzlich zu den vorhandenen Méglichkeiten zu etablieren.

Die Idee sich auf neue und zusitzliche Maoglichkeiten in diesem Gebiet zu konzentri-
eren basiert auf der Beobachtung, dass viele Patienten von einer differenzierteren
Diagnose und — damit zusammenhingend — einer intensiveren komplementiren
Behandlung profitieren wiirden. INDIVICON hat sich auch zum Ziel gesetzt, die zur Zeit
bestehenden Liicken in der Betreuung von Tumorpatienten zu fiillen. Dies wird z.B. iiber
die Metastasenfriiherkennung erreicht, die Patienten mehr Sicherheit gibt, dass der
Primirtumor erfolgreich behandelt worden ist.

Im Folgenden werden die verschiedenen Gebiete in denen INDIVICON sich betétigt
vorgestellt und Beispiele gegeben, die den Ansatz von INDIVICON von den bisher
iiblichen unterscheidet.

1. BETATIGUNGSFELDER DER INDIVICON

Die Gesellschaft fiir individualisierte komplementire Onkologie konzentriert sich vor-
wiegend auf vier Bereiche, die in diesem Artikel ausfiihrlicher vorgestellt werden:

o die Etablierung neuer Verfahren zur Krebsdiagnose und -behandlung

o die Fortbildung in neuen Verfahren zur langfristigen klinischen Patientenversorgung

o der Qualititssicherung durch Fortbildung von #rzten und anderen medizinischen

Angestellten

o Angewandte klinische Forschungsprojekte
1.1 Etablierung neuer Konzepte der Krebsdiagnose und -behandlung

Basierend auf Forschungen, die von Mitgliedern der Gesellschaft (z.B. Prof. Burkhard
Brandt) durchgefiihrt wurden, kann INDIVICON auf umfassende Erfahrung in Diagnose
und Behandlung bei folgenden Krebsarten zuriickgreifen:

o gynikologische Tumoren: Brust- und Ovarialkarzinome

o Kolonrektale Karzinome

e Karzinome und ihre Vorstufen im Mund- und Rachenraum (z.B. Leukoplakien)

o Lungenkarzinome

o Prostatakarzinome

Der Unterschied zwischen der etablierten Vorgehensweise und dem Ansatz von INDIVI-
CON bei der Diagnose und Behandlung sei hier am Beispiel einer Brustkrebspatientin
erldutert. Das etablierte Verfahren basiert auf der klinischen Diagnose (TNM), einer histo-
morphologischen Evaluation (G) und einer immun-histochemischen Analyse der
Hormonrezeptoren und des HER2 Onkoproteins. Der Nachteil dieser Vorgehensweise ist die
fehlende Aussagekraft der Hormonrezeptoranalyse in Bezug auf tatséichliche Aktivitit der
Rezeptoren. Um die Rezeptoraktivitit zu analysieren muss nach ein stoffwechselabhingiges
Protein, das nur durch einen aktiven éstrogenrezeptor entsteht, bestimmt werden.

Fiir diesen Zweck ist das Marker-Protein pS2 (TFF1) am besten geeignet. Abbildung 1
verdeutlicht, dass ein aktiver 6strogenrezeptor einen Stoffwechselprozess anstofit, an
dessen Ende pS2 produziert wird. Ohne ein positives Ergebnis auf pS2 kann der Rezeptor
als nicht aktiv bezeichnet werden.

Dieses Ergebnis hat wichtige Implikationen fiir die Einschitzung der weiteren Prognose
des Patienten und beeinflusst infolgedessen die Wahl der adjuvanten Therapieoptionen.
Am Beispiel eines konkreten Falles wird im Folgenden gezeigt, dass der
Behandlungsnutzen der Patientin héchstwahrscheinlich mit einem nicht funktionieren-
den §strogenrezeptor zusammenhéngt.

In Tabelle 1 sehen Sie den Fall einer 52-jihrigen Patientin. Sie hatte ein
Mammakarzinom mit 17 mm Durchmesser. Es sind keine Lymphknoten betroffen. Die
Klassifizierung (Grading) ist drei, was auf eine niedrige Differenzierung des
Tumorgewebes vom normalen Mammagewebe hindeutet.

Die linke Spalte beschreibt die empfohlenen Analysen, die beim St. Gallen Consensus
Meeting 2007 festgelegt wurden. Diese wiirden sich nur auf die 6strogen- und
Progesteronrezeptoren beschrinken und in diesem Fall fiir beide zu einem positiven
Testergebnis kommen. Das Ergebnis wiirde auf ein mittleres Risiko fiir die Patientin hin-
deuten und eine Anti-Hormontherapie mit Tamoxifen oder Aromatasehemmern indizieren.

Durch die Verwendung weiterer Parameter, wie sie in der zweiten Spalte beschrieben
sind, erhilt man ein vollstindigeres Bild des Ist-Zustandes: Z.B. das negative Ergebnis fiir
pS2. Letzteres deutet darauf hin, dass eine Anti-Hormontherapie der Patientin keinen
Vorteil bringen wiirde, da die Hormonrezeptoren nicht aktiv sind.
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Abb. 1. pS2 als stoffwechselabhiingiges Protein der dstrogenrezeptorfunktion

Dieser und die anderen Parameter fithren zu der Einschitzung, dass die Patientin tat-
sichlich zur Hoch-Risiko-Gruppe gehort. Die empfohlene Therapie wihre hier eine

Chemotherapie und hierbei  aufgrund des erweiterten Topo-II-Alpha  vorzugsweise
eine anthrazyklinhaltige Therapie.

Die empfohlene Chemotherapie wihre daher FEC (5-FU Epirubizinzyklophosphamit),
da dies nicht nur eine giinstige, sondern im Vergleich zu teureren Chemotherapeutika eine
gleichermafien effektive Option ist (Ergebnis einer Chemosenstestung von Taxan-haltigen
Therapien).

AbschlieBend ldsst sich also feststellen, dass die Patientin eine adidquatere Therapie
bekommen wiirde und infolge dessen eine erhohte Heilungswahrscheinlichkeit hitte.

1.2. Klinische Behandlung von Patienten nach adjuvanter Therapie

INDIVICON konzentriert sich sowohl auf die Beurteilung des individuellen
Metastasierungsrisikos des einzelnen Patienten als auch auf die nicht-invasive Behandlung
von Patienten mit hohem Metastasierungsrisiko mit dem Ziel, die krankheitsfreie Zeit zu
verlingern bzw. das Gesamtiiberleben zu verbessern.

1.2.1. Disseminierte Tumorzellen

Die Gefahr, nach einer adjuvanten oder sogar neoadjuvanten Behandlung eine
Metastasierung des Primartumors zu erleiden kann durch Analysemethoden auf dissemi-
nierte Tumorzellen im peripheren Blut erkannt werden. Dieser Test sollte zusitzlich zu
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Vergleich von Standard- und neuer Prognose

Tabelle 1

Patientin, 52 Jahre alt, post-menopausal, invasives ductuales Mammakarzinom, pT1c; pNO (0/22); G3

Standardlaborparameter
(Empfehlungen St. Gallen 2007)

Verwendung neuer Prognosefaktoren

Erlauterungen

Ostrogenrezeptor positiv

Progesteronrezeptor positiv

Ostrogenrezeptor positiv
Progesteronrezeptor positiv
pS2 negativ

uPA and PAI normal
Topo-ll-alpha erweitert

S-Phase gesteigert
Aneuploider DNA-Index

Erb B-1, c-myc normal
p53 nicht mutiert
erb B-2 erweitert

Funktionsgestérte Hormonerezeptoren,
keine Reaktion auf die Hormontherapie

Bei Miterweiterung mit erb B-2 bessere
Wirkung von anthracyclinhaltigen
Therapien

Auswahl erb B-2 erweiterter
Tumorzellen im Fall einer
Antihormontherapie mit Tamoxifen

FEC-, EDoc- and EPac-sensitiv;
CMF resistent

Chemosensitivitatstestung

Durchschnittliches Risiko ,Hohes Risiko”

Antihormontherapie

(Tamoxifen) Chemotherapie FEC

den bereits etablierten Tumormarkern durchgefiihrt werden. Die Tumormaker sollten
jedoch strikt nach Indikationsstellung eingesetzt werden, da sonst durch ihre Unspezifitit
falsch-positive Ergebnisse erzielt werden, die zu einer Verunsicherung des Patienten und
einer moglichen iiberdiagnostik und iibertherapie fithren, die dem Patienten schaden.

Grundregel ist, Tumormarker nur in der Nachsorge einzusetzen bei Patienten, die pra-
operativ erhohte Werte der Marker im Serum hatten. Patienten, die prioperativ keine mit
ihrem Tumor assoziierten Markererhéhungen hatten, sollten in der Nachsorge keine
erneuten Bestimmungen bekommen. Dariiber hinaus sollte bei wiederholtem
Markeranstieg abgeklirt werden, welche gutartigen Erkrankungen vorliegen konnten, die
zu einem Markeranstieg gefiihrt haben konnten. Beispiele sind ein CEA-Anstieg bei
Cholestase oder ein CA 15-3-Anstieg bei Bronchitis. Die organspezifischen
Indikationsfelder der Tumormarker sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Mikrometastasen, die im Blut durch ihre Ausbildung gewebespezifischer Antigene, wie
z.B. Zytokeratine nachgewiesen werden konnen, sind héchstwahrscheinlich Vorstufen von
Metastasen. In Abbildung 2 ist wiedergegeben, wie man sich die Dissemination von
Tumorzellen aus dem Primértumor ins Blut vorstellen kénnte, die in einer spiteren Phase
Lymphknoten- und Fernmetastasen verursachen kénnen.

Die Tauglichkeit disseminierter Tumorzellen als Indikator fiir die Beobachtung der
Krankheit ist in folgender Abbildung (abb.3)verdeutlicht.

Abbildung 3 zeigt, dass disseminierte Tumorzellen im peripheren Blut — dann
zirkulierende Tumorzellen (CTC) genannt — die systemische Entwicklung eines



IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE 212

213 IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE

Tabelle 2
Tumormarkerindikationen!
. B-2-| CA| CA | CA | CA Cyfra | Cyfra | erbB-2 | HC p53
Karzinom | Typ | APP | "y | 195 [ 153 | 19.9 | 724 | CFA| 2141 | 818 | ptos | 6 | NSE | PSA| autonk | S€C
Blase . .
HNO .
®Seminom .
Hoden ®Nonsemin + .
om ) el
Kolon/
Rektum I
® HCC 9
Leber : cee 3 .
M ) el
® NSCLC .
Lunge | o sciC N P T
Lymphom .
(NHL)
Magen 9 | e+
Mamma Pl ot o+ L
Nieren 9
(Osophagus o 5
® serds
Ovar ® muzinds 9 P)
® Keimzell ) 9
Pankreas - 9
Prostata J
@ Corpus .
® Endometr.
Uterts | g 7oy ° 9 J
® Chorion °
9 = Marker 1. Wahl (Marker mit hoher Sensititvitat bei hoher Spezifitat)
o = Marker 2. Wahl (Marker mittlerer Sensitivitat bei hoher Spezifitat)
+ = Marker 3. Wahl (Marker niedriger Sensitivitat bei hoher Spezifitat)
+ = als komplementarer Marker zu d empfohlen
AFP = a-Fetoprotein, R-2-M = B-2-Mikroglobulin, CEA = Carcinoembryonales Antigen, Cyfra = Zytokeratinfragmente, erbB-2 = Proteinfragment
des Onkogens Her-2/neu/c-erbB-2, HCG = humanes Choriongonadotropin, NSE = Neuronenspezifische Enolase, PSA = Prostataspezifisches
Antigen, p53 Auto-Ak = p53 Autoantikérper, SCC = Squamous Cell Carcinoma Antigen (TA-4)

Brustkrebses widerspiegeln. Eine Epirubicin-Monotherapie, die einer unter Metastasen
leidenden Brustkrebs-Patientin gegeben wurde, senkte die Anzahl an CTCs (graue Linie:
Zytokeratin-positive Zellen; schwarz: Zytokeratin- und HER2-positive Zellen). Nach
Absetzen der Therapie wurde wieder eine spezielle Subpopulation der CTCs im periph-
eren Blut nachgewiesen, die das HER2 (erbB-2) Onkoprotein exprimieren. Die Patientin
starb einige Monate spiter an Gehirnmetastasen.

Dieser Fall zeigt, daB die Menge und die Eigenschaften disseminierter Tumorzellen im
Blut eng mit dem Fortschreiten der Erkrankung korreliert sind und unterstreicht die
Anwendbarkeit dieses Parameters fiir die iiberwachung der Patienten und als Indikator fiir
den Therapieerfolg.

1.2.2. Immuntherapie

In der Tumornachsorge konzentriert sich INDIVICON nicht nur auf die Beurteilung
des Metastasierungsrisikos eines Patienten, sondern hat auch das Ziel, eine
Metastasierung zu verhindern oder zumindest ldngstméglich hinauszuzégern.

Abbildung 4 zeigt ein stark vereinfachtes Schema, dass die Regulation des

Lymph Node Metastasis

N+ 1
Distant Metastases, M i

4 Isolated Tumour Cells, Mi,
\ Micro-Metastases
Inactive (GO)

Primary Tumor

Abb. 2: Mikrometastasen als iibergangsstufe der Metastasierung
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Abb. 3. iiberwachung der systematischen Entwicklung eines Brustkrebses durch
zirkulierende Tumorzellen

Immunsystems darstellt.

Im Zentrum des Immunsystems bestimmen die regulatorischen T-Zellen (Treg) spezi-
fische Immunreaktionen, indem sie Einfluss auf die anderen Immunzellen ausiiben. Die
Treg-Zellen sind also verantwortlich fiir die Anti-Tumor-Reaktion des Immunsystems.

Wie in Abbildung 5 vereinfacht dargestellt, versucht ein Tumor immer, die Kommunikation
zwischen den Treg-Zellen und den anderen Immunzellen zu verhindern und so den regula-
torischen Einfluss der Treg-Zellen zu unterbinden. Infolgedessen bekdmpft das
Immunsystem die Tumorzellen nicht. Mithilfe einer adiquaten Immuntherapie kann dieser
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Abb. 4. Vereinfachte Darstellung des Immunsystem
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Abb. 5. Der Tumor behindert Immunzellen in seiner Umgebung

Prozess aufgehalten oder eventuell sogar das Immunsystem neu aktiviert werden.

(1) Indem man die Madglichkeit einer Analyse des Immunstatus nutzt, kann man
beurteilen, ob das Immunsystem in seiner Regulation durch den Tumor inhibiert ist und
dann Mafinahmen zu seiner Stirkung ergreifen und so die Immunantwort auf die
Tumorzellen reaktivieren.

1.3 Qualitiitssicherung durch Weiterbildung von irzten und anderem medizinis-
chen Personal

Mit der Absicht neue Entwicklungen im Bereich komplementéirer Onkologie fiir eine
grofle Zahl von Patienten zuginglich zu machen, organisiert die INDIVICON regelméfig
Fortbildungsveranstaltungen fiir drzte. Die Seminare sind allen interessierten Medizinern
offen. Mitglieder der Gesellschaft verpflichten sich, mindestens zweimal jihrlich daran
teilzunehmen, um die hochstmoglichen Standards zu gewihrleisten. Die Veranstaltungen

sind durch die drztekammern zertifiziert.
1.4. Klinische Forschung

In bezug auf klinische Forschung hat INDIVICON das Ziel, neue Herangehensweisen
in zweifacher Hinsicht zu etablieren:

(2) Zum Zeitpunkt der Therapieentscheidung nach vorheriger (operativer) Behandlung
werden neue Genexpressionsprofile verwendet, um die metastatische Aktivitit des
Primirtumors einzuschitzen und somit die Wahrscheinlichkeit, die effektivste Therapie
anzuwenden, erhoht.

(3) Das Profil kann ebenfalls auf formalinfixiertes in Paraffin eingebettetes Gewebe und
daher auch noch Jahre nach der Erstbehandlung des Krebses angewandt werden.

Dies eroffnet die Mdoglichkeit, Therapieentscheidungen ex-post zu evaluieren und die
Therapie den neuesten Entwicklungen in der Krebsbehandlung und den letzten komple-
mentédren und unterstiitzenden Therapien anzupassen.

Eine neue Diagnostikmethode, die INDIVICON etabliert, ist die Bestimmung eines
14-Genexpressionsprofils. Fiir die Analyse muss lediglich ein Gewebeschnitt aus dem
Tumor entnommen werden. Die Methode fithrt dann zu einem zihlbaren Messwert, der
das Metastaserisiko des Patienten fiir die nachsten 5 bis 10 Jahre angibt.

2. GESELLSCHAFT FUR INDIVIDUALISIERTE KOMPLEMENTARE
ONKOLOGIE

2.1. Die Gesellschaft

Die Gesellschaft fiir individualisierte komplementire Onkologie wurde aus mehreren
Griinden ins Leben gerufen: Zuerst einmal war es notwendig, ein Konstrukt fiir die
Aktivititen in den Bereichen Forschung, Fortbildung und Nachsorge zu schaffen.

iiberdies ermdoglicht die Gesellschaft die aktive Teilnahme von Medizinern, die mehr
iiber komplementire Onkologie lernen wollen. INDIVICON gewihrleistet eine hohe
Qualitit aufgrund der Tatsache, dass ihre Analysemethoden und Behandlungsvorschlige
kontinuierlich weiterentwickelt und verbessert werden.

IINDIVICON unterstiitzt die Weiterverbreitung der individualisierten und komple-
mentiren Onkologie indem sie regelméBig Projekte initiiert und Vortragende einlddt, die
in diesem Feld eine groBe Expertise haben.

Ferner will die Gesellschaft im 6ffentlichen wie auch privaten Sektor Einfluss nehmen,
um die Vorteile der neuen Analyse- und Behandlungsverfahren fiir eine moglichst grofie
Patientenzahl verfiigbar zu machen.

2.2. Fachkompetenz
INDIVICON will seinen Mitgliedern helfen, im Bereich individualisierte komplementére

Onkologie professionelle Fachkenntnisse zu erlangen. Teilnehmende Mediziner kénnen sich
mittels der regelméBigen Fortbildungen Spezialwissen aneignen und ihre praktischen
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Erfahrungen durch die Anwendung komplementirer Diagnostik und Behandlung vertiefen.

Die Gesellschaft stellt die technische Infrastruktur bereit indem sie die entsprechenden
Labore und Mediziner zusammenbringt. INDIVICON macht den drzten auBerdem die
Analyse- und Therapieprozesse verfiigbar und gibt ihnen Kriterien an die Hand, die fiir die
Entscheidungsfindung notwendig sind.

Die Gesellschaft vereinigt Experten in den Bereichen Diagnostik und Behandlung, die
fir das Qualititsmanagement verantwortlich zeichnen, um die bestmogliche
Implementierung in der Praxis sicherzustellen. Um Analyse und Behandlung weiter zu
dokumentieren und zu verbessern geben die Mitglieder der INDIVICON regelméBig
Riickmeldung.

2.3. Dienste fiir Mitglieder

Alle INDIVICON-Mitglieder haben Zugang zu einer Vielzahl von Diensten, die die
Gesellschaft anbietet. Das Ziel, den Mitgliedern die Moglichkeit zu einem kontinuier-
lichen Aufbau von Spezialwissen zu geben wird mit Angeboten wie Fortbildungsseminaren,
einer Kommunikationsplattform im Internet und telefonischer Beratung verfolgt.

Jedes Mitglied verpflichtet sich, mindestens zweimal jdhrlich an einer
Fortbildungsveranstaltung teilzunehmen, um das Wissen iiber neue Entwicklungen stindig
zu erweitern und bereits gelerntes zu festigen.

Die Internetprisenz der INDIVICON (www.indivicon.org) soll sowohl Informations-
als auch Kommunikationsplattform sein. Mitglieder haben die Mdoglichkeit, zusitzliche
Informationen in allen wichtigen Bereichen zu erlangen und sich mit anderen
Mitgliedern, die dieselben Interessen haben, auszutauschen.

Um teilnehmenden drzten bei eventuellen Fragen zur Seite zu stehen, bietet INDIVI-
CON telefonische Beratung an. Mitglieder, die Fragen zu Analysen oder
Behandlungsméglichkeiten haben kénnen akademische sowie praktisch titige Experten
kontaktieren, die ihre Fragen beantworten.

UDK 618.19-006.6-033.2:616.419-076.5:57.083.3

O. W. Krochina, W. P. Letjagin, N.N. Tupizin, W. N.Blindar, W. D. Ermilowa

IMMUNOZYTOLOGISCHE DIAGNOSTIK DER
MAMMAKARZINOMMIKROMETASTASEN
INS KNOCHENMARK

Russisches Onkologisches wissenschaftliches N.N. Blochin-Zentrum der Russischen Akademie der
medizinischen Wissenschaften (staatliche Einrichtung), Moskau, Russische Foderation

ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungszweck: die Bestimmung des hidmatogenen Disseminationsgrades des
Mammakarzinoms auf Grund der Erkennung der metastischen Knochenmarkschiadigung
mit hochempfindlichen immunozytologischen Verfahren mit monoklonalen Antikérpern
zu Epithelantigenen.

Materialien und Verfahren: es wurden 53 Mammakarzinompatientinnen (I-1V
Stadien) untersucht. Die Untersuchung des Knochenmarkes, das mit der
Sternalpunktion erhalten wurde, wurde sowohl mit zytologischem Standardverfahren
als auch mit immunozytologischem Verfahren mit monoklonalen Antikérpern zu
Zytokeratinen (CAM 5.2 und KL-1) durchgefiihrt. Als positiv wurde die Reaktion
beim Vorhandensein einer metastatischer Zelle unter 1 Mio. Myelokariozyten
geschitzt.

Ergebnisse: bei der zytologischen Standarduntersuchung wurden die Metastasen ins
Knochenmark bei zwei Patientinnen von 53 Patientinnen (3,77 %) gefunden. Die
Verwendung der monoklonalen Antikorper zu Zytokeratinen (CAM 5.2 oder KL-1) gestat-
tete in allen Fillen das Vorhandensein zytologisch gefundener Knochenmarkmetastasen zu
bestitigen und bedeutend die Hiufigkeit ihrer Erkennung bei der immunomorphologis-
chen Untersuchung zu erhéhen: die Mikrometastasen ins Knochenmark wurden bei 24
Patientinnen (45,3 %) gefunden. Es wurde eine sichere Verbindung des Vorhandenseins der
Knochenmarkmetastasen und des negativen Status des Tumors nach 6strogen- (p=0,04)
und Progesteronrezeptoren (p = 0,02) festgestellt. Sie wurde durch rundzellige
Tumorinfiltration (p=0,02) sowie ovarial-menstruale Funktion der Patientinnen zum
Ausdruck gebracht. Es wurde keine statistisch sichere Verbindung des Vorhandenseins der
der Mikrometastasen des Mammakarzinoms ins Knochenmark und des Auffindens der
Komplexe bosartiger Zellen in den Brustdriiselymphspalten, des Auffindens der Metastasen
in die regionare Lymphknoten, der Tumornekrose, des Tumorbdsartigkeitsgrades, des
Differenzierungsgrades, der Tumorknotengrésse, der mammographischen Merkmale der
Tumorverbreitung sowie ihrer Lokalisation in der Brustdriise festgestellt.

Schlussfolgerungen: immunozytologische Knochenmarkuntersuchung bei den
Mammakarzinompatientinnen kann fiir die Einleitung in die klinische Praxis, besonders
fir die Patientinnen mit frithen Erkrankungsstadien, fiir die Prizisierung des
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Verbreitungsgrades vom Tumorproze und die Optimierung der Heilungstaktik, emp-
fohlen werden.

Schliisselworter: Mammakarzinom, Mikrometastasen ins Knochenmark

EINLEITUNG

Die Mammakarzinomuntersuchungen nehmen einen der wichtigsten Plitze in der
gegenwirtigen onkologischen Wissenschaft ein. Die in letzten Jahren veréffentlichte
Statistik zeigt ein stitiges Morbiditéits- und Mortalitdtswachstum wegen Mammakarzinom
in verschiedenen Lindern [3].

Infolge zahlreicher Schwierigkeiten bei der Schitzung und Wahl einer adiquater
Behandlungstaktik fiir bosartige Neubildungen sowie ungeniigender Friitherfassung ist ein
der aktuellen Probleme der gegenwirtigen Onkologie das Suchen nach neuen Diagnose-
und Stadiumfeststellungsmethoden, ihre Untersuchung und Schitzung der
Antitumorimmunitit geworden.

Das Mammakarzinom ist den Bestimmungen der Theorie von B. Fischer nach eine
Systemerkrankung. Die Wahrscheinlichkeit der latenten Systemdissemination des
Tumorprozesses ist sogar in klinischen Friihstadien (T1-2N0OMO) hoch [7].

Die Erkennung kleiner Mengen der metastatischen Zellen (Mikrometastasen) im
Knochenmark der Mammakarzinompatientinnen zeigt die himatogene Dissemination
des Tumorprozesses und wird von vielen Wissenschftlern als schlechtes Merkmal der weit-
eren Metastasenbildung, vor allem Metastasen im Knochen, geschitzt [4; §].

Endgiiltige Entscheidung iiber Vorhandensein oder Fehlen der Metastasen ins
Knochenmark wird bei der histologischen bzw. zytologischen Untersuchung getroffen,
jedes Verfahren hat doch ein bestimmtes Auflésungsvermogen. Die histologischen bzw.
zytologischen Untersuchungsverfahren zeigen die bosartigen Zellen im Knochenmark bei
geniigender Menge solcher Zellen. Das Auffinden der Metastasen ist deshalb erst in spiten
Mammakarzinomstadien moglich. Die histologische Untersuchung ermdéglicht das
Auffinden einer Tumorzelle unter 100 Myelokariozyten [1].

Reale Vorstellung iiber die Verbreitung des Tumorprozesses geben die Ergebnisse der
immunomorphologischen Untersuchung. Das immunozytologische Untersuchungsverfahren
mit monoklonalen Antikrpern zu Antigenen, die von den Epitheltumorzellen expressiert wer-
den, zeigt eine Tumorzelle unter 1 Mio. Myelokariozyten.

Auf den Mammakarzinomzellen sind in fast 100% Fillen das Epithelmembranenantigen
(EMA), Zytokeratinen (CK), tumorassoziiertes Glykoprotein (TAG-12), Antigen der
Membranen der Frauenmilchfettglobulen (HMFG-1), Panepithelantigen (EGP-34), sel-
tener auch Karzinom-Embryonalantigen sowie eine Reihe anderer Marker expressiert.

Die Entwickung der Immunozytologie hat zur Erscheinung der monoklonalen
Antikorper (MKA) zu diesen Antigenen gefiihrt und neue diagnostische Moglichkeiten der
Erkennung einzelner Tumorzellen in den Lymphknoten, dem Knochenmark, peripherem
Blut geoffnet. Die erhaltenen monoklonalen Antikérper haben verschiedene
Empfindlichkeit und Spezifitit. Es ist bekannt, dass das muzindhnliches Karzinomantigen

(MCA) von den Hiamopoesezellen expressiert wird, monoklonale Antikérper zu EMA mit
den Knochenmarklymphoidzellen kreuzartig reagieren [6; 9]. Nach der Meinung von
Janni W. und Mitautoren, 2000, dienen als modernes Standard des Auffindens der
Mammakarzinommikrometastasen ins Knochenmark die Antikérper zu den
Zytokeratinen.

Monoklonale Antikérper CAM 5.2 wirken mit den Zytokeratinen 7 und 8 zusammen
[12] und die MKA zu Panzytokeratinen KL-1 erkennen die Zytokeratinen 2, 6, 8, 10, 11,
18, 19 und im kleineren Grade auch 5, 14, 15.

Die énderungen im Blutbildungssystem, die fiir die Mammakarzinommakrometastasen
ins Knochenmark typisch sind, sind gut bekannt [2;5]. Es sind doch nur einzelne
Mitteilungen iiber Analyse der Knochenmarkreaktion auf Vorhandensein einzelner
Tumorzellen bekannt [11].

Es ist deshalb notwendig den Mammakarzinomdisseminationsgrad auf der Grundlage
des Auffindens der Mikrometastasen ins Knochenmark zu untersuchen, die Effektivitit
verschiedener Diagnosemethoden fiir metastatische Knochenmarksschiadigung zu bestim-
men, die Unterschiede zwischen Makro- und Mikrometastasen zu bestimmen, die
Ergebnisse der immunozytologischen Methode mit anderen Merkmalen der Verbreitung
des Tumorprozesses zu vergleichen, die anderungen im Blutbildungssystem bei der metas-
tatischen Knochenmarkschidigung zu analysieren.

Ziel der Arbeit war die Bestimmung des hidmatogenen Disseminationsgrades des
Mammakarzinoms auf Grund des Auffindens der metastatischen Knochenmarkschidigung
mit hochempfindlichen immunozytologischen Methoden und monoklonalen Antikérper
zu Epithelantigenen.

Fiir Verfolgung dieses Zweckes wurden folgende Aufgaben gestellt:

1. die Empfindlichkeit der immunozytologischen Methode und der zytologischen
Methode der Diagnose der Mammakarzinommetastasen ins Knochenmark zu vergle-
ichen.

2. die Haufigkeit der Tumorschiddigung des Knochenmarkes in verschiedenen
Mammakarzinomstadien mit der immunozytologischen Methode zu bestimmen.

3. die Wechselbeziehung des immunologischen Auffindens der Mammakarzi-
nommikrometastasen ins Knochenmark mit biologischen Merkmalen des Primartumors,
der Lymphknotenschidigung, anderen klinischen bzw. Labormerkmalen der Verbreitung
des Tumorprozesses zu bestimmen.

4. den Blutbildungszustand der Patientinnen mit den Mammakarzinomma-
krometastasen ins Knochenmark, Mikrometastasen und ohne himatogene Dissemination
zu analysieren.

MATERIALIEN UND METHODEN

In dieser Arbeit wurden die Materialien der klinischen, morphologischen, immunozy-
tologischen Untersuchung von 53 Patientinnen, die in der chirurgischen
Mammatumorabteilung des Russischen Onkologischen wissenschaftlichen N.N.
Blochin-Zentrums der Russischen Akademie der medizinischen Wissenschaften
Behandlung im Zeitraum von 1991 bis 2001 in Anspruch nahmen, verwendet.
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Die untersuchte Gruppe bestand aus den Frauen von 27 bis 72 Jahre alt (das Mittelalter
betrug 49 Jahre).

Die Sternalpunktion wurde bei allen Patientinnen vor Beginn der Behandlung gemacht.
Die Knochenmarkuntersuchung wurde sowie mit zytologischer Standardmethode als
auch mit immunozytologischer Methode (Immunofluoreszenzreaktion mit MKA zu
Zytokeratinen CAM 5.2 (Becton Dickinson, USA) und KL-1(Immunotech, Frankreich))
durchgefiihrt. Als positiv wurde die Reaktion beim Vorhandensein einer metastatischen
Zelle unter 1 Mio. Myelokariozyten geschitzt. Bei der Verwendung von MKA zu
Zytokeratinen werden die metastatischen Zellen unter den Myelokariozyten wegen heller
spezifischer zytoplasmatischer Fluoreszenzleuchtens leicht aufgefunden.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

23 Patientinnen (43,4%) hatten Fertilititsalter, 8 Patientinnen (15,1%) hatten
Perimenopause, 22 Patientinnen (41,5%) hatten Menopause.

Die hiufigste histologische Variante war das Infiltratmilchgangkarzinom (39,6%). Es
wird auch eine genug hohe Infiltratbrustdriisenlippchenkarzinomhiufigkeit (32,1%)
beobachtet. Andere histologische Formen (Misch-, tubulires, medullires, Gallert-, papil-
lares Karzinom) sind seltener.

Die bei der zytologischen Knochenmarkuntersuchung entdeckten Metastasen wurden
als Makrometastasen bestimmt. Der Fachausdruck "Mikrometastasen" verwendeten wir
beziiglich Metastasen, die mit der immunozytologischen Untersuchung aufgefunden wur-
den. Es ist zweifellos nur eine der Mikrometastasenabarten im weitesten Sinne des Wortes.
Urspriinglich wurde mit dem Fachausdruck "Mikrometastasen” ein Tumorzellencluster
mit Durchmesser unter 2 mm bestimmt, doch bei der immunozytologischen
Untersuchung mit den monoklonalen Antikérpern gelingt es einzelne "okkulte"
Karzinomzellen und nicht nur ihre Cluster aufzufinden. Auf der Abbildung 1 ist ein
Komplex metastatischer Knochenmarkzellen beim Mammakarzinom sichtbar.

Abb. 1. Komplex metastatischer Knochenmarkzellen beim Mammakarzinom.
Zytozentrifugepriparat. Firbung MKA KL-1. Vergrosserung betrigt 400

Bei zytologischer Standarduntersuchung wurden die Metastasen ins Knochenmark bei
zwei von 53 Patientinnen (3,77%) aufgefunden. Bei einer dieser Patientinnen wurde das
IV. klinische Stadium vor der Erkennung metastatischer Knochenmarkzellen entdeckt
(T4N2M1- ein Lympfknotenkonglomerat in der Achselgegend, Metastasen in die
Lympfknoten der Oberbauchgegend, paraaortale Lympfknoten, Leber). Bei einer anderen
Patientin wurde das Ausgangsstadium der Krankheit als T2ZNOMO (IIa) bestimmt, doch
nach der zytologischen Erkennung der Metastasen ins Knochenmark wurde das Stadium

gedndert auf IV. Stadium.

Die Verwendung der momoklonalen Antikérper CAM 5.2 und KL-1 bestitigte in allen
Fillen Vorhandensein der zytologisch aufgefundenen Knochenmarkmetastasen und
erhohte bedeutend die Hiufigkeit ihrer Erkennung bei der immunomorphologischen
Untersuchung. Die Ergebnisse aller Untersuchungen wurden in der Abhangigkeit von der
Empfindlichkeit des Verfahrens geschitzt. Zur ersten Patientinnengruppe mit den
Mikrometastasen gehorten die Patientinnen, in derem Knochenmark eine (oder mehr)
Tumorzelle in 1 Mio. Myelokariozyten aufgefunden wurden. Bei der Verwendung dieses
Kriteriums wurden die Mikrometastasen bei 24 Patientinnen (45,3%) gefunden. Eine
Reihe der Wissenschaftler sind der Meinung, dass eine Grenztumorbelastung 10 bosartige
Zellen betrigt und zeigen, dass bei solcher Anzahl metastatischer Knochenmarkzellen die
Moglichkeit der Fernmetastasenbildung bedeutend zunimmt. Deshalb gehorten zur zweit-
en Gruppe die Patientinnen mit 10 und mehr Tumorzellen in 1 Mio. Myelokariozyten. Bei
der Grenzmenge 10 Zellen wurden die Mikrometastasen in 11 Fillen (20,75%) aufgefun-
den. Die Haufigkeit des Auffindens der Mammakarzinommetastasen ins Knochenmark
bei der Verwendung der zytologischen Standardmethode und immunozytologischen

507 453

20,75

% der Patientinnen
N
o

nach zytologischen Angaben nach immunozytologischen
Angaben

B Histogramm 1
@ >10 Tumorzellen in 1. Mio. Myelokariozyten
1 Zelle und > in 1. Mio. Myelokariozyten

Abb. 2. Die Hiufigkeit des Auffindens der Mammakarzinommetastasen ins Knochenmark
bei der Verwendung der zytologischen und immunozytologischen Methoden bei den
Mammakarzinompatientinnen



IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE 222

223 IMMUNOLOGIE DER HAMOPOESE

Methode mit monoklonalen Antikérpern ist auf der Abbildung 2 gezeigt.

Es ist wichtig, dass in unserer Untersuchung die Anzahl der Tumorzellen, die mit
immunozytologischer Methode aufgefunden wurden, sehr klein ist: von 1 bis 12 Zellen in
1 Mio. Myelokariozyten. Nur zwei von 28 Patientinnen hatten 20 immunozytologisch
aufgefundenen Tumorzellen, eine Patientin hatte 45 Tumorzellen in 1 Mio.
Myelokariozyten. Die Moglichkeit der Erkennung einzelner Tumorzellen ist ein
Hauptgrund grosserer Empfindlichkeit der immunozytologischen Methode (im Verglech
zu zytologischen Methode) und ihr Hauptvorteil.

Wir haben die Verbindung zwischen dem Vorhandensein der Tumorzellen im
Knochenmark und einigen klinischen und Laborangaben, biologischen Merkmalen der
Primértumors, Schiadigung der Lymphknoten, anderen Merkmalen der Verbreitung des
Tumorprozesses analysiert.

Die Verbindung zwischen der ovarial-menstrualen Funktion und dem Metastasieren des
Memmakarzinoms ins Knochenmark war sicher (p = 0,031). Die mittlere Anzahl der
metastatischer Zellen im Knochenmark der Patientinnen im Fertilitatsalter war drei mal
hoher als die der Patientinnen im Menopausealter (6,97 2,2 und 2,26 0,7 entsprechend).

Die Patientinnen mit rezeptornegativem Tumor (nach den éstrogenenrezeptoren) hat-
ten die Metastasen ins Knochenmark in 62,1 % Fillen, und die mit rezeptorpositivem
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(nach den Ostrogenen- (nach den Ostrogenen-
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Abb. 3. Verteilung der Mammakarzinompatientinnen in der Abh:ingigkeit vom Ostroge-
nenrezeptorenstatus im Tumor und immunozytologischen Auffinden der Mikrometastasen
ins Knochenmark

Tumor in 28,6 % Fillen (p = 0,039) (Abbildung 3)

Es wurde eine sichere Verbindung zwischen dem negativen Progesteronrezeptorenstatus
des Tumors und dem Metastasieren des Mammakarzinoms ins Knochenmark bestimmt.
Beim negativen Progesteronrezeptorenstatus des Tumors wurden die Metastasen in 76, 9 %
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Abb. 4. Verteilung der Mammakarzinompatientinnen in der Abhiingigkeit vom
Progesteronrezeptorenstatus im Tumor und Erkennung der Mikrometastasen ins
Knochenmark

Fillen aufgefunden und bei den Patientinnen mit positivem Progesteronrezeptorenstatus
des Tumors — drei mal seltener — in 25 % Fillen (Abbildung 4).

Beim Fehlen der 6strogenen- und Progesteronrezeptoren (R6-RP-) im Tumor hatten
84,6 % der Patientinnen im Knochenmark die Mammakarzionommikrometastasen. Die
mittlere Anzahl der bosartigen Zellen im Knochenmark mit Tumor R6-RP- war 6,4 mal
hoéher als die der metastatischen Zellen, die bei den Patientinnen mit rezeptorpositivem
Tumor nach den 6strogenen- und Progesteronrezeptoren aufgefunden werden. So ist das
Vorhandensein metastatischer Mammakarzinomzellen im Knochenmark mit negativem
Status des Tumors nach den dstrogenen- und Progesteronrezeptoren verbunden.

In der Gruppe der Patientinnen mit dem Vorhandensein einer (oder mehrer)
Tumorzelle in 1 Mio. Myelokariozyten wurde eine statistisch sichere Verbindung zwischen
rundzelliger Infiltration und Mikrometastasen festgestellt. Unter rundzelliger Infiltration
meint man die Infiltration des Tumors von Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen.
Unter den Patientinnen mit ausgeprigter rundzelliger Infiltration des Tumors (++ und
+++) wurden die bosartigen Knochenmarkzellen bei 83,3 % Patientinnen und unter den
Patientinnen mit massiger bzw. schwacher rundzelliger Infiltration des Tumors bei 58,3 %
und 33,3 % Patientinnen entsprechend aufgefunden.

In der Gruppe der Patientinnen mit 10 (und mehr) bosartigen Zellen wird die
Verbindung zwischen rundzelliger Infiltration des Tumors und Mikrometastasieren ins
Knochenmark genauer (p = 0,001) bestimmt. Die Tumorzellen im Knochenmark wurden
bei 4,8 % der Patientinnen mit schwacher rundzelliger Infiltration des Tumors, bei 33,3 %
der Patientinnen mit maéssiger rundzelliger Infiltration des Tumors und 66,7 % der
Patientinnen mit ausgeprégter rundzelliger Infiltration des Tumors aufgefunden.

Die immozytologisch entdeckten Mikrometastasen betrugen von 40 % bis 62,5 % vom
I. bis IV. Stadium, d.h. der Anteil wuchs mit Vergrosserung des Stadiums. Die hochste
Hiufigkeit der Bestimmung von Metastasen und die hochste mittlere Anzahl der
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Tumorzellen im Knochenmark wird im IV. Erkrankungsstadium (7,2 Zelle = 3,5) bes-
timmt, die kleinsten Kennziffern entsprechen dem Illa. Stadium (0), was vielleicht mit
kleiner Anzahl der Patientinnen in dieser Gruppe verbunden war.

In unserer Untersuchung haben wir keine Unterschiede der Hiufigkeit der
Erkennung der Mikrometastasen beim Infiltratmilchgangkarzinom (57,1%) und
Infiltratbrustdriisenldappchenkarzinom (58,8%) bestimmt.

Es wurde keine statistisch sichere Verbindung zwischen der Haufigkeit des Auffindens
der Mikrometastasen ins Knochenmark und der Primérherdgrésse in der Brustdriise, dem
Grad der Tumorbésartigkeit, dem Grad seiner Differenzierung, dem Auffinden der
Komplexe bosartiger Zellen in den Lymphspalten der Brustdriise, der Tumornekrose, den
mammographischen Merkmalen der Verbreitung des Tumorprozesses sowie der
Lokalisierung des Tumors in der Brustdriise gefunden.

Es war interessant das Vorhandensein der Korellation zwischen den Metastasen ins
Knochenmark und dem Lymphknotenstatus bei den Mammakarzinompatientinnen zu
schitzen.

In unserer Untersuchung fehlte die Verbindung zwischen dem Mikrometastasieren des
Mammakarzinoms ins Knochenmark und dem Vorhandensein lymphogener Metastasen
in regionare Lymphknoten (sowie dem N-Index, dem Vorhandensein der Konglomeraten,
der Anzahl der von Metastasen geschidigten Lymphknoten, dem Tumorwachstum in der
Lymphknotenkapsel). Bei jedem N-Index betrug die Hiufigkeit des Auffindens der
Mikrometastasen zirka von 52 % bis 53 %. Die erhaltenen Ergebnisse bestitigen unserer
Meining nach die Hypothese, dass lymphogene und hematogene Metastasierenswege
unabhingig und gleichwertig seien und die Tumorzellen in den Blutfluss ohne
Axillarlymphknoten gelingen konnen.

Es wurden bei der Analyse der Ergebnisse der Radioisotopuntersuchung des Knochens
in der untersuchten Patientinnengruppe keine sichere Verbindung zwischen der
Héiufigkeit des Auffindens der Knochenmarkmikrometastasen und spezfischer
Schidigung nach szintigraphischen Angaben gefunden. In der Patientinnengruppe mit
dem Vorhandensein der Tumorzellen im Knochenmark wurden die szintigraphischen
Angaben iiber die Knochenschidigung zwei mal ofter registriert, doch waren die
Ergebnisse statistisch nicht sicher.

Die immunozytologische Detektion der Tumorzellen im Knochenmark sowie
rontgenographisches Auffinden der Knochenmetastasen waren in keiner Gruppe verbunden.

Wir haben die Blutbildung bei den Patientinnen mit den Makrometastasen,
Mikrometastasen und ohne hiamatogene Dissemination untersucht. Zwei Patientinnen
mit den Mammakarzinommakrometastasen ins Knochenmark, die mit der zytologischen
und immunozytologischen Untersuchung bestatigt wurden, hatten eine ausgeprigte
Reaktion des Blutbildungssystems als Knochenmarkhypoplasie. Der Myelokariozyten-
und Megakariozytengehalt im Knochenmark beider Patientinnen war niedrig: eine
Patientin hatte relativ beibehaltene granulozytaren und erythroiden Keime, doch unter en
Zellen der roten Reihe herrschten oxyphile Formen (24 %, N = 0,8-5,6 %) vor. Andere
Patientin hatte den erythroiden Keim, durch einzelne Zellen (4,9 %, N = 14,5 = 26,5 %)
vorgestellt, das leuko-erythroblastisches Verhiltnis (15,0, N = 2,1 = 4,5) war bedeutend

vergrossert, Neutrophilenreifungsindex war kleiner, die Anzahl der Monozyten und
Lymphozyten war grosser.

In der Gruppe der Patientinnen mit den Mikrometastasen wird die Erniedrigung der
Zelligkeit des Knochenmarkes zwei mal ofter (53,6 %) als bei den Patientinnen ohne
metastatische Knochenmarkschiadigung (28 %) beobachtet.

Indirekte Merkmale des Vorhandenseins der Tumorzellen im Knochenmark konnen die
Ansammlungen von drei bis fiinf Plasmazellen sowie das Auffinden grosser Zellen mit dem
Hyperchromkern und zahlreichen Nukleolen, die sich von normalen Knochenmarkzellen
unterscheiden, sein.

Die Ansammlungen von Plasmazellen sind fiir ein normales Myelogramm nicht typisch.
100 % der Patientinnen, in deren Punktaten die Ansammlungen von Plasmazellen
beobachtet werden, haben die immunozytologisch gefundenen Mikrometastasen ins
Knochenmark. So wird eine sichere Verbindung zwischen dem Vorhandensein der
Ansammlungen von Plasmazellen im Knochenmark und dem Auffinden der
Mikrometastasen (p = 0,001) festgestellt.

Bei den Patientinnen mit immunozytologisch festgestellten Metastasen im
Knochenmark werden die dnderungen aller Hauptarten der Zellen, die sich an der
Sicherung von Immunozytopoese beteiligen, aufgefunden: Monozyten und Lymphozyten
sowie Plasmazellen. Monozyten- und Lymphozytengehalt im Knochenmark ist beim
Vorhandensein der Mikrometastasen erhéht. So wurde die Monozytenmengenerhohung
vier mal 6fter bei den Patientinnen mit Tumorschidigung des Knochenmarkes als bei den
Patientinnen ohne Metastasen beobachtet. Durchschnittswert betrug entsprechend 2,3
und 1,7 (p < 0,05).

Lymphozytengehalt im Knochenmark bei den Patientinnen mit Mikrometastasen war
sicher hoher als bei fehlender Tumorschidigung des Knochenmarkes (entsprechend
13,9£0,98 und 10,7%0,5) (p<0,01). Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass die
Lymphozytengehalterh6hung relativ war.

Es wurde auch eine statistisch sichere Erhéhung des leuko-erythroblastischen
Verhiltnisses (5,4£1,07) in der Pateintinnengruppe mit zehn (und mehr) Tumorzellen
unter 1 Mio. Myelokariozyten im Vergleich zu den Patientinnen ohne Mikrometastasen
(3,78 £ 0,2), p < 0,05 festgestellt.

Man kann annehmen, dass &dhnliche #nderungen die fritheste Form der
Knochenmarkreaktion auf Vorhandensein einzelner Tumorzellen sei.

In den Analysen des peripheren Blutes sind keine statistisch sichere Unterschiede im
Erythrozyten-, Leukozyten-, Thrombozyten- , Himoglobin- , Himatokritgehalt und in
anderen Blutkennziffern bei den Patientinnen mit den Mammakarzinommikrometastasen
ins Knochenmark und bei den Patientinnen ohne seine metastatische Schiadigung gefunden.

Die von uns gezeigten Angaben bestitigen die Notwendigkeit der iiberleitung in die klinis-
che Praxis der immunomorphologischen Knochenmarkuntersuchung, besonders auf frithen
Mammakarzinomstadien, fiir die Schitzung des Verbreitungsgrades des Tumorprozesses.

Die Anwendung der immunozytologischen Methode mit den monoklonalen
Antikérpern zu Zytokeratinen CAM 5.2 und KL-1 gibt gewisse Vorteile bei der
Erkennung einzelner Tumorzellen im Knochenmark der Mammakarzinompatientinnen,
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was ein der wichtigsten Kriterien fiir Prognose und fiir eine Indikation der
Adjuvantchemotherapieverordnung sein konnte.
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