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Referat

Zielsetzung: Die Liquid Biopsy — und mit ihr auch die Erforschung zirkulierender Tumorzellen
(CTCs) — nimmt einen zunehmend hohen Stellenwert in der onkologischen Forschung ein. Ziel
dieser Arbeit ist zum einen die Testung einer neuen Methode zur Isolierung zirkulierender
tumorstammiger Zellen und Zellclustster aus dem Blut. Zum anderen soll eine Analyse der
isolierten Zellcluster erfolgen. Bei der Etablierung des Protokolls soll dabei besonders auf

Veranderungen im Zuge der Epithelial-Mesenchymalen Transition eingegangen werden.

Material und Methodik: Fir diese Arbeit wurde zur Isolierung von CTCs aus dem Blut ein

neuartiger Mikrofilter verwendet und passend dazu ein maligeschneidertes Protokoll
etabliert. Die fluorochromgefarbte Antikdrpermixtur enthielt neben Antikérpern gegen
epitheliale Oberflaichenantigene (EpCam, Keratine und E-Cadherin) auch solche gegen
mesenchymale Oberflachenantigene (Vimentin und N-Cadherin) sowie den
Ausschlussantikorper gegen das leukozytdre CD45 und Dapi. Es wurde in dieser Arbeit das Blut
von 35 Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom untersucht, sowie eine Korrelation

mit klinischen Daten und eine molekulargenetische Analyse angefertigt.

Ergebnisse: Eine orientierende Gltetestung des Mikrofilters fiel durchweg zufriedenstellend
aus. Bei der Aufarbeitung der 35 Patientinnenproben waren bei 9 von 35 epitheliale CTCs
detektierbar. Bei 15 von 35 Proben waren stark mesenchymalmarker-positive aber

epithelialmarker-negative Zellen und Cluster auffindbar.

Ein Log-Rank-Test ergab keine signifikante Korrelation zwischen der Prasenz von CTCs oder der
beschriebenen mesenchymalen Zellpopulation und dem Gesamtlberleben. Zur weiteren
Abklarung des Ursprungs der besagten Zellpopulation wurde das Genom dieser Zellen
sequenziert mit der Frage nach Copy Number Aberrations (CNAs). Mit dieser Untersuchung

konnte ein tumordser Ursprung der Zellen und Cluster bislang nicht bewiesen werden.

Schlussfolgerung: Der CellSieve-Mikrofilter ist eine effektive Methode zur Detektion von CTCs,

da sowohl CTCs als auch andere Zellpopulationen durch die gréRenbasierte Mikrofiltration aus
dem Blut isoliert werden koénnen. Im Blut von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom sind durch diesen Mikrofilter neben CTCs auch stark mesenchymalmarker-
positive Cluster detektierbar, die sich durch eine starke Heterogenitat der Grof3e auszeichnen.
Die Frage nach dem Ursprung beziehungsweise der Aussagekraft der Prasenz dieser Cluster im
Blut kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht hinlanglich beantwortet werden.

Bergengruen, Paula Maria: Detektion und Charakterisierung tumorassoziierter Zellen und

Zellcluster im Blut von Brustkrebspatientinnen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 52 Seiten,
2021
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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist mit Gber 70.000 Neuerkrankungen (2013) in Deutschland pro Jahr die
haufigste Krebserkrankung der Frau. Die Sterberate lag im selben Jahr bei ungefdhr einem
Viertel der Neuerkrankungen. Nur etwa 1 % der Neuerkrankungen treten bei Mannern auf. Das
relative 5-Jahres Uberleben in Deutschland bei Frauen betrigt 88 % (2013), das relative 10-
Jahres-Uberleben 82 % (Barnes, 2016). Die Mortalitit ist seit den 1990er Jahren in westlichen
Landern (zum Beispiel den USA) riicklaufig (DeSantis et al., 2017). Im Gegensatz dazu ist die
Morbiditat in Deutschland durch den demographischen Wandel altersadaptiert steigend (Lenk
et al., 2005; Weis und Domann, 2006).

Altersspezifische Erkrankungsraten nach Geschlecht, ICD-10 Cs0, Deutschland 2013-2014
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Abbildung 1: Brustkrebsinzidenz Deutschland nach Alter laut Robert-Koch-Institut

In Deutschland haben seit 2005-2009 (je nach Region) alle Frauen zwischen 50 und 69 Jahren

gesetzlichen Anspruch auf eine Rontgenuntersuchung der Brustdriise im Abstand von zwei



Jahren als  Brustkrebsfriherkennung (Mammographie-Screening). Die  vermehrte
Friherkennung fuhrt zu einer zunehmenden Inzidenz des Mammakarzinoms in friiheren
Tumorstadien, der Einfluss auf die Mortalitat ist allerdings erst fiir die kommenden Jahre zu

erwarten (Barnes, 2016).

Als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms sind eine frithe Menarche und
eine spiate Menopause, lebensstilbezogene Faktoren wie Bewegungsarmut, Ubergewicht und
hoher Alkoholkonsum, sowie lange andauernde Hormonersatztherapien beschrieben.

Protektiv wirken friihe, sowie mehrfache Schwangerschaften und Stillzeiten (Singletary, 2003).

Die meisten Mammakarzinome treten sporadisch auf. Nur ca. 5-10 % liegen genetische

Ursachen zugrunde (Mavaddat et al., 2010; Stratton und Rahman, 2008).

1.1.2 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung

Die sogenannte TNM-Klassifikation basiert auf folgenden drei Hauptmerkmalen: der
TumorgroBe (T), der Anzahl und Lokalisation der befallenen Lymphknoten (N) und dem
Vorhandensein von Fernmetastasen (M). In Tabelle 1 ist die daraus entstehende Codierung
aufgefiihrt. Die sich daraus ergebende Einteilung in Klinische Stadien kann aus Tabelle 2

entnommen werden.

Tabelle 1: TNM-Klassifikation

T1 | Tumorgrofle: <2cm
T1la: £0,5cm
T1lb: >0,5cm und <lcm

Tlc: >1cm und £2cm

T2 | TumorgrofRe: >2cm und <5¢cm

T3 | Tumorgrofle: >5cm

T4 | Tumor jeder GroRRe mit Infiltration der Haut oder Brustwand

Inflammatorisches Mammakarzinom




N1 | Axillare Lymphknoten beweglich pN1 | pNia: 1-3 axillire Lymphknoten

pN1b: Sentinel-Lymphknoten entlang A.
mammaria interna (mikroskopisch
erkennbar, klinisch nicht erkennbar)

pNic: pNla + pNilb

N2 [ N2a: Axillare Lymphknoten fixiert pN2 | pN2a: 4-9 axilldre Lymphknoten
. pN2b: Lymphknoten entlang der A.
N2b: Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna (klinisch erkennbar)
. . . . h illare L hknot
mammaria interna in Abwesenheit onne axiiare bymphinoten

axillarer Lymphknoten

N3 | N3a: Infraklavikulare Lymphknoten pN3 | pN3a: >10 axillare oder
infraklavikuldare Lymphknoten

pN3b: Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna (klinisch erkennbar) +
min. 1 axillarer Lymphknoten oder
Sentinel-Lymphknoten entlang  der  A.
mammaria interna (aber klinisch nicht
N3c: Supraklavikuldre Lymphknoten erkennbar)  +  mehr als 2
axillare Lymphknoten

pN3c: Supraklavikuldre Lymphknoten

N3b:
Axillare Lymphknoten u. Lymphknoten entlan

g der Arteria mammaria interna

M1 | Fernmetastasen

Tabelle 2: Stadieneinteilung Mammakarzinom nach der UICC

Stadium O Tis NO MO
Stadium | A T1 NO MO
B 70, T1 N1mi MO

Stadium Il A 70, T1 N1 MO
T2 NO MO

B T2 N1 MO

T3 NO MO

Stadium Il1 A T0,T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO

B T4 NO, N1, N2 MO

C Alle T N3 MO

Stadium IV Alle T Alle N M1

1.1.3 Histologie und Grading

Maligne Neubildungen der Brust kénnen von den Driisengédngen (duktales Karzinom) oder von

den Drusenldappchen (lobulédres Karzinom) ausgehen.



Nach der Klassifikation der WHO von 2012 werden die invasiven Tumoren der Mamma in zwei
Kategorien unterteilt. Das invasive Karzinom ohne speziellen Typ (invasive carcinoma of no
special Type, NST), welches ehemals als invasiv-duktales Karzinom bezeichnet wurde, macht
dabei 75 % aller Mammakarzinome aus, das invasive Karzinom mit speziellem Typ, wozu auch

das invasiv-lobuldre Karzinom gehort, 25 % (Sinn und Kreipe, 2013).

Bis zum Durchbrechen der Basalmembran spricht man von einem duktalen (DCIS)

beziehungsweise einem lobuldren Karzinom in situ (LCIS).

Wie bei vielen anderen Tumorentitdten ist auRerdem die histologische Gradierung (G1-G3) von
prognostischer Bedeutung. Diese erfolgt auf Grundlage des Systems von Bloom, Richards und

Scarff, modifiziert nach Ellis.

1.1.4 Immunhistochemie und molekulare Subtypen

Eine weitere Unterteilung von Mammakarzinomen erfolgt anhand des Hormonrezeptorstatus
(Progesteron- und Ostrogenrezeptoren) und des humanen epidermalen

Wachstumsfaktorrezeptors Typ 2 (Her2/neu; HER2).

Der Expressionsindex des nukledren Proteins Ki67, welches in proliferierenden Zellen
exprimiert wird, wird immunhistochemisch bestimmt. Die Rate positiver Zellen <13 % wird in
der Klassifikation des molekularen Subtyps (siehe unten) als niedrige Proliferation definiert.
Allerdings ist das Ergebnis untersucherabhdngig und es fehlt eine internationale

Standardisierung zur Definition von hoher beziehungsweise niedriger Rate (Varga et al., 2012).

Durch  Genexpressionsprofile  kdnnen  verschiedene  molekulare  Subtypen des
Mammakarzinoms unterschieden werden. Zur Identifizierung dieser Subtypen werden
immunhistochemische Surrogatparameter herangezogen (Coates et al., 2015). Eine Ubersicht

Uber die Subtypen wird in der folgenden Tabelle dargestellt.



Tabelle 3: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms

Molekularer Subtyp Untergruppe Definition und Surrogatparameter

ER und PR positiv

Luminal A HER2 negativ

Ki67 niedrig

ER positiv und ein weiteres Kriterium

Her2 negativ -PR negativ
-Ki67 hoch
ER positiv

Luminal B

Her2 positiv HER2 Uberexprimiert oder amplifiziert
Ki67 niedrig oder hoch

HER2 Uberexprimiert oder amplifiziert
ER und PR negativ

ER und PR negativ

HER2 negativ

Her2 enriched

Basal like

1.1.5 Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms richtet sich nach verschiedenen Faktoren, allen voran
nach der Positivitat pradiktiver Marker wie ERalpha und HER2 sowie nach dem Stadium der
Erkrankung. Die Therapie erfolgt in der Regel multimodal. Grundlage der Therapieplanung
bildet die Entscheidung einer interdisziplindren Tumorkonferenz und die Einbindung der
Patientin bei der Entscheidungsfindung. Als Orientierung der Behandlung dient die S3 Leitlinie.

Die Therapieoptionen umfassen Operation, Bestrahlung und medikamentdse Tumortherapie.

In den meisten Fallen ist die operative Entfernung des Tumors essenzieller Bestandteil der
Behandlung. Diese Entfernung kann als brusterhaltende Therapie (BET) als Brustteilresektion

oder als Mastektomie (auch Ablatio) erfolgen.

Medikamentdse Therapieoptionen umfassen zum einen verschiedene Chemotherapie-
Schemata, die sowohl neoadjuvant als auch adjuvant verabreicht werden kdnnen. Zum
anderen gehoéren antihormonelle Therapien, die bei positivem Hormonrezeptorstatus indiziert
sind, und Antikdrpertherapien, wie den gegen das Oberflaichenprotein HER2 gerichteten
Antikorper Trastuzumab, zu den medikamentdsen Therapieoptionen. Aber auch weitere
zielgerichtete Therapieoptionen finden besonders bei fortgeschrittenem Tumorstadium ihre

Anwendung. Beispiele hierfiir sind die Gabe von VEGF-Antikdrpern und Zellzyklus-Inhibitoren.



Die Radiotherapie beim Mammakarzinom erfolgt stadienabhdngig als adjuvante Bestrahlung
der Brust und Brustwand. Diese kann als konventionelle oder hypofraktionierte Bestrahlung
erfolgen. Auch eine Bestrahlung der Lymphabflusswege nach operativer Lymphonodektomie
kann zur Verbesserung des krankheitsfreien und des Gesamtiiberlebens durchgefiihrt werden

(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Version 4.3, 2020).

1.2 Metastasierung

Unter dem Begriff Metastasierung (von altgriechisch petdaotaolg, ,Wanderung”) ist die
Absiedelung von Tumorzellen eines bosartigen Primdrtumors in entferntem Gewebe zu
verstehen, die dort sogenannte Metastasen (Tochtergeschwiilste) bilden. Diese sogenannte
Metastasierung kann auf hamatologischem Weg (liber die Blutbahn) oder lymphatischen Weg
(Uber das Lymphsystem) erfolgen. Die Bildung von Metastasen ist eine der Eigenschaften, die
einen malignen von einem benignen Tumor unterscheiden. Somit ist nicht der primare Tumor,
sondern vielmehr die anschlieBende Metastasierung bei vielen Tumorentitdaten, zum Beispiel

beim Mammakarzinom, Hauptursache krankheitsbedingter Mortalitdt (Nguyen et al., 2009).

Seit Uber einem Jahrhundert postulieren Tumorbiologen, dass die Metastasierung eines
Tumors aus einem Zusammenspiel von freien, sich im Blut befindlichen Tumorzellen und
einem Zielgewebe resultiert (Gupta und Massague, 2006). Immer wieder wurden neue
Modelle entwickelt, die den genauen Zusammenhang erkldaren sollen. Bereits 1889 verfasste

Ill

Paget die ,seed versus soil“-Hypothese. Nachdem er beobachtet hatte, dass Brustkrebs in
spezifische Organsysteme metastasiert, stellte er die Hypothese auf, dass disseminierte
Tumorzellen (=seeds) sich nur in Organsystemen ansiedeln, die eine geeignete
Mikroumgebung fir deren Vermehrung bieten (=soil) (Paget, 1889). Auch klinische
Beobachtungen legen nahe, dass das Metastasierungsmuster verschiedener Tumorentitdten

nicht alleine durch die Anatomie der Leitungsbahnen zu erklaren ist (Fidler, 2003).

Beim Mammakarzinom, welches typischerweise in Lunge, Knochen, Gehirn und Leber
metastasiert (Meng et al., 2004), liegt die Inzidenz an Neuerkrankungen mit bereits evidenten

Fernmetastasen bei 3-7 % (Pagani et al., 2010).

Die genauen Mechanismen, die zur Bildung von Metastasen fiihren, sind ein Feld, auf dem
intensive Forschung betrieben wurde und wird. Aber auch trotz zahlreicher Publikationen und

Erkenntnisse bleiben weiterhin Fragen offen.



1.3 Zirkulierende Tumorzellen (CTCs)

Eine entscheidende Rolle im Prozess der Metastasierung spielen nach derzeitigem
Wissenstand im Blut zirkulierende Tumorzellen (Circulating Tumor Cells; CTCs) (N. Aceto et al.,

2015).

CTCs sind Zellen eines Primdrtumors, die in die Blutbahn eintreten und diese in abgelegenem
Gewebe wieder verlassen. Dort bilden sie den Grundstein zur Metastasenentstehung. Ob die
Intra- und die Extravasation, also der Ein- und Austritt in das GefaRsystem, durch aktive
Migration oder passiv erfolgt, bleibt nach heutigem Wissensstand sowohl im klinischen als
auch im wissenschaftlichen Kontext eine offene Frage (Simon A. Joosse und Pantel, 2013).
Uber die Halbwertszeit der CTCs im Blut ist wenig bekannt. Bei Brustkrebs wurde sie auf
zwischen einer und 2,4 Stunden geschatzt, und es wurde die Vermutung geduRert, dass die
Anzahl an lebensfahigen Tumorzellen im Blut durch die fortlaufende Ausschiittung neuer

Zellen konstant gehalten wird (Meng et al., 2004).

Sowohl bei Brustkrebs als auch bei anderen Tumorentitaten, wie dem Prostatakarzinom und
dem Kolorektalen Karzinom, wurde eine prognostische und pradiktive Relevanz von CTCs im
Blut beschrieben (Cohen et al., 2008; Massimo Cristofanilli et al., 2005; de Bono et al., 2008;
Rack et al., 2014; L. Zhang et al., 2012). Dies gilt nicht nur flr Patienten in héheren Stadien. Es
haufen sich auch Publikationen, die dartiber berichten, dass sich CTCs auch bei Krebspatienten
finden lassen, deren Tumoren sich in fritheren Stadien befinden und die keine klinischen oder
radiologischen Hinweise auf Metastasen aufweisen (Pantel und Alix-Panabieres, 2012; L. Zhang

et al., 2012).
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Abbildung 2: Kaplan-Meier-Kurve flr das Gesamtiberleben bei Prasenz von CTCs (de Wit et
al., 2015)



Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Prdasenz von CTCs im Blut von
Brustkrebspatientinnen vor der neoadjuvanten Therapie eine prognostische Relevanz besitzt

(Bidard et al., 2018; Riethdorf et al., 2017).

1.4 Epithelial-mesenchymale Transition

Eng im Zusammenhang mit Metastasenentstehung und Tumorprogression steht die epithelial-
mesenchymale Transition (EMT). Unter diesem Begriff versteht man einen biologischen
Prozess, der es den polaren epithelialen Zellen, die normalerweise mit einer Basalmembran
interagieren, ermoglicht, in einen eher mesenchymalen Phanotyp liberzugehen. Dies geschieht
durch die Hochregulation mesenchymaler und die Herabregulation epithelialer Marker, was
zum Verlust von Zell-Zell-Adhésion und zur Veranderung des Zytoskeletts fiihrt (Thiery et al.,
2009). Epitheliale Marker sind zum Beispiel EpCam, E-Cadherin und Zytokeratine. Zu den
mesenchymalen Markern gehoéren N-Cadherin und Vimentin. Der mesenchymale Phdnotyp
geht mit einem erhohten Migrationspotential, einer gesteigerten Invasivitat und einer

vermehrten Apoptoseresistenz einher (Kalluri und Neilson, 2003).

Induziert wird die EMT durch die Expression von Transkriptionsfaktoren (EMT-TFs wie Snail,
Twist, Slug und andere) und von bestimmten miRNAs zusammen mit epigenetischen und
posttranslatorischen Veranderungen (Nieto et al., 2016). Die genauen Ausldser dieser Prozesse

bleiben nach wie vor Gegenstand intensiver Forschung.

Eine bekannte Rolle spielt die EMT in sehr unterschiedlichen Prozessen, in denen Migration
oder Plastizitat von Zellen von Bedeutung ist. So werden drei Typen unterschieden.
Die Typ 1 EMT, die auch die am besten erforschte darstellt, spielt an vielen Punkten in der
embryonalen Entwicklung eine Rolle. So ist sie zum Beispiel bei der Entstehung des
Mesoderms, der Implantation des Embryos und der Plazentaformation beteiligt (Vi¢ovac und

Aplin, 1996).

Die Typ 2 EMT wird in Abgrenzung dazu in den Zusammenhang mit Gewebsregeneration und
Organfibrose gebracht. Diese EMT, die im Rahmen einer Regeneration erfolgt, ist meist Folge
eines Traumas oder eines inflammatorischen Prozesses und generiert Fibroblasten. Bleibt der
Trigger aber bestehen, kann es zu einer Fibrose und damit zur Zerstérung des Gewebes

kommen (Kalluri und Neilson, 2003).



Im Gegensatz dazu findet die Typ 3 EMT bei den Zellen eines Primartumors statt und macht es
ihnen moglich zu disseminieren, indem Polaritdt und Zellkontakte aufgehoben werden (Suhail
et al., 2019). Dabei ist die EMT als ein dynamisches Modell mit vielen Zwischenstufen zu sehen
(Bednarz-Knoll et al., 2012; Nieto et al.,, 2016). Zirkulierende Tumorzellen mit vermehrt
mesenchymalen Eigenschaften werden, besonders bei Brustkrebs, mit hoheren Stadien,
Metastasierungsneigung und Resistenzbildung gegenliber verschiedenen Therapieformen in

Verbindung gebracht (Mego et al., 2012; Santamaria et al., 2019).

In der Peripherie findet der umgekehrte Prozess statt: die mesenchymal-epitheliale Transition
(MET). Dieser Prozess ermoglicht den Zellen erst die Metastasenbildung (Shibue und
Weinberg, 2017). So wurde gezeigt, dass Tumorzellen, die im mesenchymalen Zustand

verweilen, nicht fahig sind, Metastasen zu bilden (Kang und Pantel, 2013).

Inwieweit es sich dabei aber um sich bedingende oder parallel auftretende, jedoch
unabhangige Eigenschaften der Tumorzellen handelt, bleibt umstritten (Alix-Panabiéres et al.,

2017; Ledford, 2011).

AuBerdem ist ein Zusammenhang zwischen epithelial-mesenchymaler Plastizitat und
Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells; CSCs) bekannt (Mani et al., 2008). Diese besitzen
Stammzelleigenschaften und damit die Moglichkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung.
Die EMT und damit die Verschiebung zu mesenchymaleren Phanotypen geht mit vermehrten
Stammzelleigenschaften der Tumorzellen einher, wahrend der umgekehrte Prozess, die MET,
die Rickfihrung in einen proliferativen Zustand der Zellen erlaubt und zu Rickfallen und

Metastasenwachstum fiihrt (Brooks et al., 2015).



1.5 Detektion

Aufgrund der sehr niedrigen Konzentration von CTCs im Blut, die bei den meisten betroffenen
Patientinnen zwischen 1 und 10 CTCs pro Milliliter Blut betrdgt (Alix-Panabieres und Pantel,
2014), besteht ein Bedarf an effizienten Anreicherungsmethoden und &uferst sensitiven
Detektionsverfahren, die die Isolation der CTCs ermdglichen. Eine Vielzahl an geeigneten
Methoden existiert bereits und es werden laufend neue Verfahren entwickelt (S. A. Joosse et

al., 2015).

Bei den meisten bisher etablierten Verfahren zur Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen

macht man sich entweder deren biologische oder deren physikalische Eigenschaften zunutze.

Verfahren, die auf den biologischen Eigenschaften der CTCs aufbauen, sind antikdrperbasiert.
Diesen Verfahren liegt der Gedanke zugrunde, dass zirkulierende Tumorzellen im Vergleich zu
hamatopoetischen Zellen, spezielle Oberflaichenproteine exprimieren, gegen die gezielt
Antikorper gerichtet werden kénnen. Fir die meisten Karzinome bedeutet der epitheliale
Ursprung des Tumors, dass sie im Gegensatz zu den eher mesenchymalen Blutzellen,
epitheliale Marker exprimieren (Pantel und Alix-Panabieres, 2013). Daher sind epitheliale
Marker die am haufigsten verwendete Zielstruktur dieser Verfahren, allen voran das Epithelial
Cell Adhesion Molecule EpCAM. Ein Ferrofluid-gekoppelter EpCAM-Antikdrper wird auch von
dem einzigen CTC-Detektionsverfahren, das von der FDA (der Food and Drug Administration
der USA) flr die Klinik zugelassen worden ist, dem CellSearch™ System verwendet (Pantel und
Alix-Panabieres, 2007, 2010). Cellsearch™ kann als Goldstandard der CTC Detektion

bezeichnet werden.

Weitere Beispiele fir biologische Verfahren sind Technologien, die mit magnetisch-gelabelten
Antikérpern arbeiten und das erste in-vivo Verfahren, der CellCollector®, ein mit EpCAM-
Antikorpern beschichteter Draht, der es ermoglicht, durch eine Kanile eingefiihrt, die

Tumorzellen direkt aus dem Blutstrom zu isolieren (Theil et al., 2016).

Kritisch im Bezug auf diese epithelialen markerbasierten Verfahren ist zu bemerken, dass die
Abwesenheit von epithelialen Markern, zum Beispiel im Zuge der epithelial-mesenchymalen
Transition (siehe 1.5) zu falsch negativen Ergebnissen fihren kann (Rao et al., 2005). So
besteht ein Bedarf an weiteren Markern zur Identifikation zirkulierender Tumorzellen (Alix-

Panabiéres und Pantel, 2014).

Auf der anderen Seite stehen die Verfahren, die sich die physikalischen Eigenschaften der

Tumorzellen zunutze machen. Zu diesen Eigenschaften gehdren zum Beispiel die sich von
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hdamatopoetischen Zellen unterscheidende GroRe, Dichte, sowie die elektrischen
Eigenschaften. Methoden aus dieser Kategorie sind unter anderem Dichtegradient-basierte
Verfahren, gréRenbasierte Chips und viele weitere (H. W. Hou et al., 2013; Sollier et al., 2014).
Die Tatsache, dass CTCs im Durchschnitt als gréBer und weniger verformbar als Blutzellen
beschrieben wurden, macht sich auch die groRenbasierte Mikrofiltration zunutze (Hvichia et
al., 2016; H. K. Lin et al., 2010). Bisher wurde die Isolierung von CTCs in vielen Studien durch
Mikrofiltration mit Hilfe von Track-Etch-Mikrofiltern erzielt. Dabei handelt es sich um
Membranen, die zufallig verteilte Poren eines bestimmten Durchmessers aufweisen. Dabei
konnten in einigen Studien sogar bessere Detektionsraten verglichen mit dem Cellsearch

System erzielt werden (Huebner et al., 2018).

Physical properties |

Size
Filters
ISET®, ScreenCell®,
CanPatrol™,
VyCAP, Cellsieve Microfilter™

WBC
RBC
09«
é > <8 &g}
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Lymphoprep™

Size/Deformability

Microfluidic devices
Parsortix™, Labyrinth Chip,
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Apostream®
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Electric charge

Single-use i idi i
Microfluidic devices
EasySep™, AdnaTest, CTC-iChip, HB-Chip,
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Abbildung 3: Detektionsmethoden zirkulierender Tumorzellen (Genna et al., 2020)
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1.6 Zirkulierende tumorstammige Zelicluster

Wahrend zirkulierende Tumorzellen seit den 1990er Jahren im Fokus intensiver Forschung
stehen und ihre Rolle im Prozess der Metastasenentstehung und als Biomarker allgemein
anerkannt ist, ist weitaus weniger Uber zirkulierende Tumorzellcluster bekannt. Erst in den
letzten Jahren sind auch sie erneut Gegenstand grofen wissenschaftlichen Interesses
geworden (Yupeng Hong et al., 2016). Zirkulierende Tumorzellcluster (auch CTC-Cluster,
Tumor-Mikroemboli) sind definiert als ein Verband von zwei oder mehr zusammenhangenden
Tumorzellen, die gemeinsam im Blutstrom zirkulieren (J.-M. Hou et al., 2012). In klinischen
Experimenten wurde bisher gezeigt, dass solche Cluster bis zu 100 Tumorzellen beinhalten

kénnen (Yu et al., 2013).

Interessanterweise ist der Beginn der CTC-Cluster-Forschung bis in die 1950er Jahre
zurlickzudatieren. Damals konnte von Watanabe gezeigt werden, dass in Mdause injizierte,
bronchiogene Tumorzellcluster im Gegensatz zu einzelnen Zellen zur Metastasenbildung fahig
waren (Watanabe, 1954). In den 1970er Jahren unterstiitzten dann eine Reihe préklinischer
Experimente diese These (Fidler, 1973; Liotta et al., 1974; Liotta et al., 1976; Thompson, 1974).
Danach stagnierte allerdings die Clusterforschung, was auf den fiir lange Zeit bestehenden
Mangel an Detektionsmethoden zurlickzufiihren ist, die auf Cluster und nicht auf einzelne CTCs

zugeschnitten waren (Y. Hong, F. Fang, et al., 2016).

Die meisten gangigen Detektionsverfahren sind auf einzelne CTCs zugeschnitten. So sind zum
Beispiel Antikérper-basierte Verfahren (s.0.) weniger fir die Cluster-Isolation geeignet, da sie
aufgrund des unglinstigeren Oberflachen-Volumen-Verhdltnisses und der eventuell
abweichenden Proteinexpression der Cluster weniger effizient sind (Yupeng Hong et al., 2016).
AuRerdem besteht bei Verfahren, die eine turbulente Stromung verwenden (z.B. einige
Chipverfahren) die Gefahr, dass sowohl die Anzahl als auch die GroRe existierender Cluster
beeintrachtigt werden (Sarioglu et al.,, 2015). Die meisten bisher detektierten Cluster sind
daher als zufalliger Nebenbefund der CTC-Detektion aufgetreten. Es wird vermutet, dass ihre

Konzentration im Blut stark unterschatzt wird (Y. Hong, F. Fang, et al., 2016).

Uber CTC-Cluster ist bekannt, dass sie seltener als einzelne CTCs im Blut vorkommen, aber mit
erhohter Malignitat in Verbindung gebracht werden. Beim Mammakarzinom konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass CTC-Cluster ein 23- bis 50-fach erhdhtes metastatisches Potential

verglichen mit einzelnen CTCs besitzen (Nicola Aceto et al., 2014).

Des Weiteren konnte eine Assoziation zwischen vermehrter Expression von mesenchymalen

Markern und CTC-Clustern im Vergleich zu einzelnen migratorischen Zellen gezeigt werden.
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Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die epithelial-mesenchymale Transition auch im

Bezug auf CTC-Cluster eine Rolle spielt (Yu et al., 2013).

Wie genau zirkulierende Tumorzell-Cluster entstehen, ist noch nicht hinreichend geklart.
Mindestens drei Szenarien sind dabei denkbar: Erstens das Verlassen des Tumors bereits als
bestehendes Cluster in die Blutbahn, zweitens die Bildung eines Clusters in der Blutbahn durch
die Prolifertation einzelner CTCs im Blutstrom und drittens die Aggregation einzelner CTCs im
Blutstrom zu Clustern (Y. Hong, Z. Li, et al., 2016). Anhand von Mausmodellen konnten das
zweite und das dritte Szenario ausgeschlossen werden, indem Mausen unterschiedlich
markierte einzelne Zellen und Cluster injiziert wurden und die daraufhin entstehenden
Metastasen, CTCs und Cluster auf ihre Markerexpression untersucht wurden (Nicola Aceto et

al., 2014).

Proteine, die mit der Clusterentstehung in Zusammenhang gebracht werden kdnnen, werden
derzeit zu identifizieren versucht. Bisher scheinen zumindest bei Brustkrebs Plakoglobin und
Keratin 14 eine Rolle zu spielen. Beide Proteine sind mit Desmosomen und Hemidesmosomen
assoziiert und ihre Inhibierung fiihrt zu verminderter CTC-Clusterbildung und geringerer
Metastasenanzahl (Nicola Aceto et al., 2014; Cheung et al., 2016). Es ist weiterhin denkbar,
dass Cluster unterschiedlichen Ursprungs oder unterschiedlicher Zusammensetzung

unterschiedliche biologische Eigenschaften besitzen (Yupeng Hong et al., 2016).

Was die Zusammensetzung von Clustern betrifft, wird davon ausgegangen, dass es sich
entweder um Tumorzellen mit oder ohne zusatzliche Nicht-Tumorzellen handelt. Als Nicht-
Tumorzellen konnten bisher unter anderem Fibroblasten (CAFs), Immunzellen und

Thrombozyten identifiziert werden (Ao et al., 2015; Laubli et al., 2006).
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2 Zielstellung

Die gangigen Anreicherungsverfahren zellularer tumorstammiger Blutbestandteile im Rahmen
der ,Liquid Biopsy’ sind auf einzelne im Blut zirkulierende Tumorzellen (CTCs) nicht aber CTC-
Cluster zugeschnitten. Daher soll eine neuartige groRenbasierte Filtrationsmethode auf ihre
Eignung sowohl zur Detektion von CTCs als auch von tumorstammigen Zellclustern aus dem
Blut getestet werden. Diese Testung erfolgt bei Brustkrebspatientinnen mit metastasierter

Erkrankung.

Neben einer Testung des Filters ist Ziel dieser Arbeit, eine immunzytochemische Farbung der
angereichterten Zellen durchzufiihren, die sowohl gangige epitheliale als auch mesenchymale
Oberflachenantigene sichtbar macht. Dadurch sollen auch Zellen und Cluster, die im Zuge der
epithelial-mesenchymalen Transition ihre epithelialen Eigenschaften verlieren, detektiert
werden. Um diese Farbung zu ermdglichen, soll ein passendes Protokoll mit geeigneter

Floureszenzfarbung entwickelt werden.

Je nach Ergebnis in den Versuchen mit klinischen Proben soll daraufhin eine weitere Analyse
sowohl der klinischen Korrelation der detektierten Zellen/ Zellcluster erfolgen als auch eine

weitere Charakterisierung, zum Beispiel molekulargenetischer Art.
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3 Material und Methodik

3.1 Material

Fertigkits

Cell Sieve™ Enumeration Kit
Amplil™ WGA Kit

NucleoSpin™ Gel- und PCR-Reiniger

Reagenzien

DPBS 1X

DMEM Medium

Pen Strep (10000u, 10000u)
L-Glutamin (100x)

0.25 % Trypsin-EDTA (1x)
FBS 10270

Serum-Free Protein Block
Antibody Diluent Reagent Solution
Dako-Pen

Mounting Medium

PFA 0,52

Triton 100 X

TBS

Formaldehyd 10 %

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Zentrifuge Rotospin 32
Axioplan 2 Imaging
HXP120 (Lampe)
Axiocam MRm

Objective Plan Neoflour 40x 20x (Obj)

Hersteller

Creatv Microtech
Menarini Silicon Biosystems

Macherey-Nagel

Gibco

Pan Biotech
Gibco

Gibco

Gibco

Gibco

Dako

Life Technologies
Dako

Dako

Dako
Sigma-Aldrich
Dako

Merck

Hettich Zentrifugen
Zeiss
Zeiss
Zeiss

Zeiss
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Axiovert 200

Transferman NK2

LEJ 100 isolated

CellTram® Vario

Axiostar plus (zahlen)
Pipetus

Spritzenpumpe

Cellstar Tubes, 15 und 50ml

Serological Pipette 2.5, 5 and 10ml

Super Frost/Plus Objekttrager (75x25mm)

Deckglaser

Petri Dish 100x15mm

60ml Syringe Luer Locker Tip
Omnifix 30ml Syringe Luer Lock
Neubauer Zdhlkammer

PCR Tubes Sapphire 8er Streifen
PCR Tubes Sapphire Deckelkette 8er
Isopore™ Membran

Nanodrop™ 1000

Falcon™ Zentrifugenréhrchen 50 ml

Falcon™ Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zeiss

Eppendorf

Hofstra

Eppendorf

Zeiss

Hirschmann

KD Scientific
Greiner Bio-One
Sarstedt

Karl Hecht Assistent
Roth

Falcon

BD

Braun

Marienfeld Laboratory
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Merck

Peqglab

Fisher Scientific

Fisher Scientific
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3.2 Methodik

3.2.1 Zellkultur

Sowohl fir die anfanglichen Farbeversuche zur Etablierung eines Antikdrpercocktails als auch
fir die Spiking-Experimente wurden Zellen verschiedener Zelllinien verwendet. Im Folgenden
sind die Zellkulturarbeiten detailliert aufgefiihrt. Alle Schritte erfolgten in einer sterilen

Werkbank.

Zum Ansetzen des Mediums wurden unter sterilen Bedingungen von einer 500 ml-Flasche
DMEM 50 ml abpipettiert und verworfen. Anschliefend wurde die Mediumflasche mit 50 ml

fetalem Kalberserum, 5 ml Penicillin/Streptomycin und 5ml L-Glutamin aufgefullt.

Nachdem 0.25 % Trypsin-EDTA und PBS im Wasserbad auf 37° erhitzt und alle Materialien
desinfiziert wurden, die unter der Zellkulturbank lagen, wurden die Zellen aus dem
Brutschrank geholt und das Medium abpipettiert. Mit 5 ml PBS wurden die Zellen gewaschen,
bevor das PBS erneut abpipettiert wurde. Nun wurden 1-2 ml Trypsin-EDTA (je nach GroRe der
Kulturflasche) auf die Zellen gegeben. Nach kurzer Inkubationszeit und nachdem sich alle
Zellen vom Boden der Flasche geldst hatten, erfolgte die Inhibierung des Trypsins mittels 5-7
ml des Mediums mit fetalem Kalberserum. Nun wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon
Zentrifugenrohrchen gegeben und bei 1200 U/min bei Raumtemperatur 3 min zentrifugiert.
Anschliefend wurde der Mediumiiberstand abpipettiert und die Zellen mit 500 pl Medium
resuspendiert. Nun wurden die Zellen auf die neuen Flaschen aufgeteilt, die gewiinschte
Menge Medium hinzugegeben und nach einer Kontrolle unter dem Mikroskop wurden die

neuen Kulturflaschen in den Brutschrank gestellt.

3.2.2 Farbung

Das Anfarben zur Testung bestimmter Antikorper auf Objekttragern mit Zellen verschiedener

Zellinien ist im Folgenden aufgefiihrt:

Die Objekttrager mit der gewtlinschten Zelllinie wurden mithilfe eines Dako-Pens vorbereitet
und in TBS in einer Waschkiivette gewaschen. Die gewaschenen Objekttrager wurden mit
100ul 0,5%igem PFA fiir zehn Minuten fixiert. AnschlieRend erfolgte ein weiterer Waschgang
mit TBS. Daraufhin erfolgte die zehnmin(itige Permeabilisierung mit 100 ul 0,1 Triton X. Nach

einem weiteren Waschgang wurden 2 Tropfen Serum-Free Protein Block (SFPB) fur 15
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Minuten auf den OT gegeben. Die anschlieBende Farbung erfolgte mit insgesamt 100 pl
Antikorper-Cocktail: Die Antikorper wurden hierbei in der entsprechenden Konzentration in
Antibody-Diluent Reagent Solution aufgeldst. Die Inkubationszeit betrug fiir Primarantikorper
45 Minuten und fir Sekundédrantikorper 60 Minuten. Nach einem weiteren Waschgang

erfolgte die Anheftung eines Deckglases mit 10 ul Mounting Medium.

3.2.3 Spiking-Experimente

Die Zellen einer Tumorzellinie wurden gemaR des Protokolls in Kapitel 3.2.1 in einem Petriglas
in PBS suspendiert. Unter dem Mikroskop wurden jeweils mit einer 10ul Pipette die
gewinschte Menge Zellen aufgenommen. Die Blutprobe eines gesunden Patienten (aus der
Blutspende) in einem CellSave Rohrchen wurde gedffnet. AnschlieRend wurde dieses wieder

verschlossen.

3.2.4 Immunfluoreszenzmikroskopie und Bildakquisition

Der Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen mithilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie
macht sich ihre Expression bestimmter Antigene zunutze. CTCs besitzen keine Eigenfluoreszenz
und sind durch alleinige Lichtmikroskopie nicht von anderen hamatopoetischen Zellen zu
unterscheiden. Aus diesem Grund werden Antikorper verwendet, an die Fluorochrome
gekoppelt sind. Durch die Verwendung verschiedener Fluorochromfarben ist es madglich,

mehrere Antigene gleichzeitig nachzuweisen.

Ziel der Bildakquisition war der Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen durch deren
Expression epithelialer Proteine bei gleichzeitiger Kernfarbung. Es erfolgte eine
Dokumentation und in einigen Fallen eine Einstellung zur Entnahme (siehe 3.2.8

Zellentnahme).

Die Erregung (Exzitation) des Fluorochroms, die zur anschlieBenden Emission des
Fluoreszenzlichtes fiihrt, erfolgte mithilfe von Licht einer fir jede Fluoreszenzfarbe
spezifischen Wellenldnge. Um dieses Licht zu erzeugen, wurden Filter verwendet, die die

gewiinschte Wellenlange herausfiltern.
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3.2.5 Blutentnahme

Fir diese Arbeit wurden insgesamt 40 Blutproben von 37 Patientinnen im Jahr 2017
enthnommen und untersucht. Alle Patientinnen hatten ein metastasiertes Mammakarzinom.

Die Blutentnahme wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Therapie durchgefiihrt.

Die Blutentnahme erfolgte in der Klinik und Poliklinik fiir Gynakologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE, Prof. Dr. Volkmar Miller). Die Therapie der

Patientinnen erfolgte gemal internationaler Richtlinien.

Die Aufklarung und Einwilligung der Patientinnen erfolgte schriftlich und die Blutentnahme
wurde durch arztliches Personal durchgefiihrt. Die Auswertung der Blutproben erfolgte

pseudonymisiert und war von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigt.

Nach Einwilligung der Patientinnen erfolgte die Entnahme von 6-14 ml Vollblut, die

Anschlieende Lagerung in CellSave-Tubes und die Verarbeitung innerhalb von 4 Tagen.

3.2.6 CellSieve™ Microfilter

Eine zentrale Rolle in diesem Projekt spielt die Verwendung eines neu entwickelten

Mikrofilters, der eine noch effizientere Sortierung der Blutzellen nach GroRe erlaubt.

Der Cellsieve™-Mikrofilter ist eine aus einem biokompatiblem Polymer bestehende Membran,
die sich im Gegensatz zu den in anderen Projekten zur CTC-Detektion verwendeten ,track
etch“-Membranen durch eine gleichmaRige Porenverteilung und eine regelmaRige PorengréRe
von 7um auszeichnet. Entworfen wurde er von der Firma Creatv Microtech, Potomac, MD, USA

(Pillai et al., 2017).

Ein Beispiel flir eine sogenannte ,track etch“-Membran ist die Isopore™-Membran.

3.2.7 CellSieve™-Filtration und Farbung

Das fur dieses Projekt etablierte Protokoll, nach dem die Aufarbeitung der klinischen Proben

erfolgte, ist im Folgenden aufgefiihrt.

Um eine Blutprobe aufzubereiten und zu analysieren, wurde sie aus einem CellSave-Réhrchen
in ein 50 ml Falcon Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt und mit PBS ausgewaschen. Anschlieend

erfolgte die Prafixation mit 10%igem Formaldehyd im Verhaltnis 1:40 zum Volumen der
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Blutprobe fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur. Das prafixierte Blut wurde in die
Eingangsspritze gegeben. Mit 5ml PBS wurde der Falcon Zentrifugenréhrchen ausgewaschen
und die Probe daraufhin mit einer Rate von 5ml/min durch den CellSieve™-Microfilter
gepumpt. AnschlieBend wurde die Eingangsspritze mit 3x 4ml PBS nachgewaschen. Daraufhin

wurde sie entfernt und die Membran mit 3x 500ul PBS erneut gewaschen.

Die Fixierung erfolgte mit 300 pl 2%igem PFA, das auf die Membran gegeben wurde und fiir 15
Minuten belassen wurde. Nachdem das PFA entfernt wurde, erfolgte wieder ein Waschgang
mit 3x 500ul PBS. Mit 300ul 0,1%igem Triton X erfolgte die Permeabilisierung fiir weitere 15
Minuten und anschlieBend ein weiterer Waschgang mit 3 x 500 ul PBS. Der Proteinblockierung
mit 3 Tropfen Serum Free Protein Block fiir weitere 15 Minuten folgte ein letzter Waschgang
mit 3 x 500 pl PBS. Um eine optimale Farbung der sich auf der Membran befindlichen Zellen zu
gewadhrleisten wurde die Membranhalterung samt der Membran daraufhin von der
Abfallspritze geldst. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 100 ul Antikdrpercocktail fur eine

Stunde.

Der endgililtige Antikoérpercocktail bei der Analyse klinischer Proben enthielt die folgenden

Antikorper in den entsprechenden Verdiinnungen:

Keratin AE1/AE3 grin ~ 1:200
Epcam VU1D9 grun 1:100
Vimentin V9 rot 1:200
N-Cadherin 13A9 rot 1:100
CD45 Rea747 farred 1:50

Dapi 1:500

Nach einem letzten Waschgang mit 5 x 500 ul PBS wurde die Membran aus der
Membranhalterung auf einen Objekttrager platziert und ein Deckglas mit 30 ul PBS fixiert und

alles mithilfe von handelsiiblichem Nagellack luftdicht verschlossen.
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3.2.8 Zellenentnahme

Ergdnzend zur Mikroskopie erfolgte in einigen Fillen eine Entnahme und Uberfiihrung
einzelner Zellen in ein PCR Tube. Das Aufnehmen der Zellen und Zell-Cluster erfolgte mithilfe
einer angeschliffenen Kapillare, die in den Mikromanipulator CellTram® Vario eingespannt war.
Mit der Steuereinheit TransferMan® NK2 wurde diese bewegt. Die Kapillare wurde vor der

Zellaufnahme mit UV-Licht bei 3500J/cm?2 sterilisiert wurde.

Der befestigende Nagellack wurde mithilfe von Aceton gel6st und das Deckglas entfernt. Die

sich auf dem Objekttrager befindende Membran wurde anschliefend mit PBS befeuchtet.

Unter dem inversen Fluoreszenzmikroskop wurde mithilfe des Mikromanipulators die
gewliinschte Zelle von der Membran abgeldst und in ein PCR-Tube (berfiihrt. AnschlieBend
lagerten die Zellen bei -81°C um fiir eine spdtere molekulargenetische Analyse erhalten zu

bleiben.

3.2.9 Whole Genome Amplification und Sequenzierung (FastSeqsS)

Zur Amplifizierung der DNA wurden die Zellen aufgetaut. Die PCR erfolgte gemaR der

Empfehlungen des Herstellers des Amplil Kits.

Nach der Amplifizierung wurde das Material mithilfe des NucleoSpin™ Gel- und PCR-Reiniger
gemaR dem bereitgestellten Protokoll gereinigt. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des

Nanodrop 1000 Spekrophotometers gemessen.
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4 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse sowohl der Versuche zur Etablierung der Farbung und
der Methode als auch die Ergebnisse der klinischen Proben aufgefiihrt. Die Blutproben wurden
von 35 Brustkrebspatientinnen im Stadium 4 - also von Patientinnen mit evidenten

Fernmetastasen — entnommen.

4.1 Etablierung der Farbung

Der Hersteller des CellSieve™-Mikrofilters stellt ein Protokoll (CellSieve™ Kit) und eine eigene
Antikérpermischung zur Detektion zirkulierender Tumorzellen bereit. Diese wurde in einer
ersten Versuchsreihe getestet (siehe 4.3.1). Dieses Projekt bedarf allerdings einer genau auf
seine Anforderungen zugeschnittenen Antikorperkonstellation. Um dies zu ermdglichen,
wurde ein geeignetes Protokoll etabliert, welches auf die Bediirfnisse des Projektes
zugeschnitten war. Dieses beinhaltete eine projektbezogene Filtrierung, Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen und erlaubt es, von dem originalen Protokoll abweichende

Antikorper zu verwenden.

In mehreren Versuchsreihen wurde eine geeignete Antikérperkonstellation zusammengestellt.
Ziel hierbei war, die gleichzeitige Farbung sowohl epithelialer als auch mesenchymaler
Oberflachenantigene zu ermdglichen. Um diese gleichzeitig immunfloureszenzmikroskopisch
sichtbar zu machen, wurden unterschiedliche Antikdrper, die mit verschiedenen
Floureszenzfarbstoffen markiert waren, getestet und auf ihre Kombinierbarkeit gepriift. So
entstand eine Antikérperzusammenstellung, die eine optimale Abbildung sowohl des
Ausschlussmarkers (Leukozytenmarker) CD45 als auch der epithelialen und mesenchymalen

Antigene erlaubte.

Das endgliltige Protokoll und die endgililtige Antikorperkonstellation sind unter 3.2.7 en détail

aufgefihrt.
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4.2 Ergebnisse der Spikingexperimente

4.2.1 Spikingexperimente mit dem Cellsieve™ Microfilter

Um die Sensitivitat des Cellsieve™-Mikrofilters zu testen, wurde eine Reihe von
Spikingversuchen unternommen. Dazu wurden Zellen der Zelllinie MCF7 einzeln oder als
Zellcluster in das entnommene Blut gesunder Patienten injiziert. Die Aufarbeitung und Farbung
erfolgte in der ersten Versuchsreihe gemadR dem CellSieve™ Protokoll (CellSieve™ KIT).
AnschlieBend wurde das bereits erwahnte, fir diese Arbeit eigens entwickelte Protokoll (M&M
3.2.7), welches unter anderem eine Verdanderung der Mixtur der verwendeten Antikorper
erlaubt, in einer zweiten Versuchsreihe verwendet. Die in dieser zweiten Versuchsreihe
verwendeten Antikorper umfassten Keratine, EpCAM und E-Cadherin als epitheliale Marker,
Vimentin und N-Cadherin als mesenchymale Marker und CD45 als leukozytarer

Ausschlussmarker.

In der folgenden Tabelle sind fiir 7 Durchldufe der Spikingexperimente, jeweils mit einer
unterschiedlichen Anzahl gespikter Zellen und Cluster, die Ergebnisse aufgefiihrt. Die hellblau
markierten Laufe (1-4) erfolgten dabei nach dem originalen Protokoll des CellSieve™ KITs, die

dunkelblau markierten Laufe (5-7) nach dem modifizierten Protokol (siehe 3.2.7).
Tabelle 4: Rickgewinnungsraten gespikter MCF-7 Zellen und Zellcluster mit dem Mikrofilter

2 o] <

Zellen 80 % 100 % 74 % 100 % 100 %

Zellcluster 80 % 90 % 83 % 100 % 80 % 83 %

Somit ergibt sich als durchschnittliche Recovery-Rate:
Fir einzelne Zellen: gesamt 91 % (altes Protokoll 90 %; neues Protokoll 91 %)

Fur Zellcluster: gesamt 86% (altes Protokoll 84 %; neues Protokoll 88 %)
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4.2.2 Spikingexperimente mit dem Isopore™ Filter (10 um-Poren)

Zum Vergleich mit 4.3.1 wurden eine Reihe von Spikingversuchen mit einem Track-etch-Filter
(siehe Material und Methoden 3.2.6), dem lIsopore™-Filter unternommen. Die Poren dieses

Filters haben einen Durchmesser von 10 um und sind unregelmaRig angeordnet.

Gespikt wurden Zellen und Zellcluster der Zellinie MCF7 in das entnommene Blut gesunder
Patienten. Die Anzahl der injizierter Zellen und Cluster betrug jeweils zwischen 17 und 25. Die
Versuchsaufbau und die anschlieende Aufarbeitung und Farbung erfolgte nach dem Protokoll

unter 3.2.7.

Tabelle 5: Ergebnisse der Spikingexperimente Isopore™ 10um

Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Durchschnitt | Standardabweichung

Zellen 55% 28% 24 % 36 % 13,8 %

Zellcluster 11% 13 % 11% 11,7 % 1,3%

Im Vergleich zu den Spikingversuchen mit dem CellSieve™-Mikrofilter sind die deutlich
schlechteren Recovery Rates (Riickgewinnungsraten) zu erkennen mit 36 +14 % fiir einzelne
Zellen und 12 1 % fiir Zellcluster. Der direkte Vergleich ist aber aufgrund der verschiedenen
PorengroRen mit 7um (Cellsieve™) zu 10 um (lsopore™) schwierig. AuBerdem ist die

Aussagekraft der Versuchsreihe durch die geringe Probenzahl limitiert.

4.3 Ergebnisse mit Patientinnenproben

4.3.1 Ergebnisse der Aufarbeitung der Patientinnenproben

Insgesamt wurden 35 Blutproben von Brustkrebspatientinnen mit metastasierter Erkrankung
untersucht. Die Blutproben wurden nach dem beschriebenen Protokoll (siehe 3.2.7)

entnommen und aufgearbeitet.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Proben der einzelnen Patientinnen aufgelistet.
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Tabelle 6: Ergebnisse der Patientinnenproben

Epitheliale Zellen

Mesenchymale Zellen

Mesenchymale Cluster

Patientin 1 0 0 0
Patientin 2 2 2 1
Patientin 3 0 0 0
Patientin 4 0 ca. 80 ca. 150
Patientin 5 4 0 0
Patientin 6 0 ca. 120 ca. 60
Patientin 7 1 0 0
Patientin 8 37 7 8
Patientin 9 0 ca. 250 ca.500
Patientin 10 0 0 0
Patientin 11 0 0 0
Patientin 12 0 0 0
Patientin 13 0 ca. 120 ca.170
Patientin 14 0 0 0
Patientin 15 0 0 0
Patientin 16 39 11 15
Patientin 17 0 7 13
Patientin 18 0 6 27
Patientin 19 0 0 0
Patientin 20 0 0 0
Patientin 21 0 18 27
Patientin 22 0 0 0
Patientin 23 1 0 0
Patientin 24 0 10 ca. 15
Patientin 25 0 0 0
Patientin 26 0 0 0
Patientin 27 0 0 0
Patientin 28 0 1 3
Patientin 29 0 0 0
Patientin 30 0 300 450
Patientin 31 0 60 57
Patientin 32 0 14 9

25




Patientin 33 9 38 60

Patientin 34 2 0 0

Patientin 35 1 0 0

Insgesamt wurden bei 9 von 35 Patientinnen (25,7 %) Zellen gefunden, die epitheliale Marker
(Epcam, E-Cadherin, Pan-Keratin) stark exprimierten. Diese entsprachen dem typischen CTC-
Phanotyp und waren negativ fiir den Leukozytenmarker CD45. Somit wurden sie als CTCs
identifiziert. In diesen neun Proben wurden jeweils mindestens eine und bis zu 39 CTCs pro

Probe gefunden.

Neben diesen — fiir die epithelialen Marker positiven — CTCs wurde eine weitere
Zellpopulation mit der etablierten Farbung sichtbar gemacht. Bei 15 von 35 Patientinnen (42,9
%) wurden sowohl einzelne Zellen als auch Zellcluster gefunden, die sich durch eine starke
Positivitdt fir mesenchymale Marker (N-Cadherin, Vimentin) auszeichneten. Diese Zellen

waren kaum positiv fiir epitheliale Marker.

Die GroRe, Form und Anzahl besonders der Cluster variierte stark. In der Blutprobe von
Patientin 2 zum Beispiel wurden lediglich zwei mesenchymale Zellen und ein Cluster gefunden.
Bei anderen Proben dagegen konnten bis zu ca. 450 Cluster und 300 Zellen (Patientin 29)
detektiert werden. Diese Cluster enthielten bis zu ca. 50 Zellen und hatten sehr

unterschiedliche Formen und Exprimierungsmuster.

Vier dieser Proben beinhalteten sowohl epitheliale CTCs als auch mesenchymale Zellen und

Zellcluster.

4.3.2 Ergebnisse der Mikroskopie

In diesem Abschnitt sollen beispielhaft die detektierten zirkulierenden Tumorzellen und die
Zellcluster nach Filtrierung und Anfarben durch die beschriebenen Antikoérper visuell
demonstriert werden. Jedes Bild ist durch einen Einzelfilter aufgenommen und dokumentiert
worden und anschlieBend sind die Einzelbilder mithilfe des Programms ,Image J“

zusammengefihrt worden.

Die nachfolgenden Bilder sind verschiedenen Indexpatientinnen zuzuordnen.
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Abbildung 4: CTC & Leukozyt im Blut von Indexpatientin 8 mit met. Mammakarzinom
a) Kombinierte Ansicht b) epitheliale Marker (EpCam, Pan-Keratin, E-Cadherin)
c) mesenchymale Marker (Vimentin, N-Cadherin d) CD45 e) DAPI

Wie im Abschnitt 4.3 bereits erwdhnt, wurden neben den epithelialen zirkulierenden
Tumorzellen auch Zellen und Zellcluster detektiert, die stark mesenchymale Marker

exprimieren.

Abbildung 5: Zellcluster im Blut von Indexpatientin 4 mit metastasiertem Mammakarzinom

a) Kombinierte Ansicht b) epitheliale Marker (EpCam, Pan-Keratin, E-Cadherin
c) mesenchymale Marker (Vimentin, N-Cadherin d) CD45 e) DAPI

27



Abbildung 6: Zellcluster im Blut der Indexpatientin 4 mit metastasiertem Mammakarzinom
a) Kombinierte Ansicht b) epitheliale Marker (EpCam, Pan-Keratin, E-Cadherin

c) mesenchymale Marker (Vimentin, N-Cadherin d) CD45 e) DAPI

Abbildung 7: Zellcluster im Blut der Indexpatientin 9 mit metastasiertem Mammakarzinom

a) Kombinierte Ansicht b) epitheliale Marker (EpCam, Pan-Keratin, E-Cadherin

c) mesenchymale Marker (Vimentin, N-Cadherin d) CD45 e) DAPI
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4.3.3 Vergleiche von Cellsieve™ Mikrofilter mit dem CellSearch-System

Fir 5 der Indexpatientinnen wurde jeweils eine zweite Vergleichsblutprobe mit dem
Cellsearch-System ausgewertet. Die Vergleichsproben wurden zum gleichen Zeitpunkt
abgenommen und ausgewertet wie diejenigen Blutproben, die mit dem CellSieve™-Mikrofilter
aufgearbeitet wurden. In Tabelle 7 sind im Einzelnen die Patientinnen und die jeweils

detektierten Zellen aufgelistet.

Tabelle 7: Vergleich der Ergebnisse des Cellsieve™-Microfilters mit CellSearch fir 5

Patientinnen

Patientennummer CellSearch CellSieve-Mikrofilter
CTCs CTCs Mes. Cluster
c1 12 2 0
c2 0 1 0
c3 36 9 60
ca 0 0 0
c5 0 0 0

Es ist zu sehen, dass bei allen Patientinnen, deren Blutproben laut CellSearch-System positiv
fir einzelne CTCs (epithelialmarker-positiv) sind, auch mithilfe des CellSieve™-Mikrofilters
besagte CTCs detektiert wurden. In Bezug auf die Anzahl der detektierten CTCs und somit der
Sensitivitat bleibt der CellSieve™-Filter hinter dem Cellsearch-System zurlick. Pei Patientin C3
zum Beispiel, zadhlte das CellSearch-System 36 CTCs in 7,5 ml Blut. Mithilfe des CellSieve™-

Mikrofilters wurden nur 9 CTCs entdeckt.

Die bereits erwdhnten Zellen und Zellcluster, die sich durch starke Exprimierung
mesenchymaler Marker auszeichnen sind in der letzten Spalte der Tabelle 7 aufgelistet. Sie
waren von diesen finf Patientinnen nur bei Patientin C3 und ausschlieBlich mithilfe des
Cellsieve™-Mikrofilters detektierbar. Das CellSearch-System detektiert diese Zellpopulation

nicht.
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4.4 Ergebnisse der molekulargenetischen Charakterisierung

Um den Ursprung und die Beschaffenheit der Cluster genauer zu analysieren, wurden Zellen
und Zellcluster mittels floureszenzmikroskopisch gestiitzter Mikromanipulation von den
Membranen isoliert. Dabei wurden von 5 Indexpatientinnen die isolierten Zellen und Cluster
mesenchymalen Ursprungs und Zellen epithelialen Ursprungs (CTCs) zur molekulargenetischen

Charakterisierung ausgewahlt.

Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde das Genom der Zellen amplifiziert und
anschlieBend durch ein auswartiges Labor mittels FastSeqS-Technologie sequenziert. Dabei
wurde nach dem Vorhandensein von Copy Number Aberrations (CNAs) gesucht. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 8 beispielhaft zu sehen. Dabei war eine grolle Heterogenitat ersichtlich
sowohl innerhalb der mesenchymalen Cluster einer Indexpatientin (A) als auch zwischen den
mesenchymalen Zellen und Clustern und den CTCs einer anderen Patientin (B). Ein
patientinnenspezifisches Muster ist nicht zu erkennen und diese Heterogenitidt macht es
schwierig, eine konkrete Aussage zum Ursprung der Cluster zu treffen. Wirde ein
patientinnenspezifisches Muster existieren, kdnnte man davon ausgehen, dass es sich um

Tumorzellen handelt.
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Abbildung 8: Copy Number Aberration Profile der Zellen und Zellcluster zweier
Indexpatientinnen; Y-Achse: Chromosomenarme; rot: Amplifikationen; blau: Deletionen
a: Mesenchymale Cluster einer Indexpatientin

b: CTCs, mesenchymale Zellen und Cluster einer Indexpatientin
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4.5 Ergebnisse der klinischen Korrelation

Bei allen Patientinnen, deren Blutproben ausgewertet wurden, wurde zum Zeitpunkt der

Blutentnahme der Krankheits- und Therapiestatus festgehalten.

Von den 35 Patientinnen wurde der weitere Krankheitsverlauf dokumentiert. Die Follow-up-

Zeit betrug zwischen 3 und 14 Monaten (Mittelwert: 9,3 Monate).

Fir diese Patientinnen wurde eine Uberlebenszeitanalyse angefertigt. Dazu wurde mithilfe

eines Log-Rank-Tests das progressionsfreie Uberleben der Patientinnen zweier Gruppen

verglichen.
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Abbildung 9: Progressionsfreies Uberleben Cluster-positiver verglichen mit Cluster-negativen

Patientinnen. X-Achse: Uberlebenszeit in Monaten
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Abbildung 10: Progressionsfreies Uberleben CTC-positiver (blau gestrichelte Linie) verglichen

mit CTC-negativen (graue Linie) Patientinnen. X-Achse: Uberlebenszeit in Monaten

Fiir die Prasenz mesenchymalmarker-positiven Clustern und Zellen im Blut konnte mittels Log-
Rank-Test mit p = 0,98 keine signifikante Korrelation mit einem kiirzeren progressionsfreien
Uberleben gefunden werden. Das gleiche gilt in dieser Kohorte fiir die Prasenz von epithelialen

CTCs im Blut. Mit p = 0,66 ist auch diese Korrelation nicht signifikant.
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5 Diskussion

Die Hauptursache krebsbedingter Mortalitdit beim Mammakarzinom ist nach wie vor nicht
etwa der primdre Tumor, sondern die Metastasierung (Chaffer und Weinberg, 2011; Nguyen et
al.,, 2009). Dies gilt analog auch fiir viele weitere Tumorentitdten (Chaffer und Weinberg,
2011). Somit sind die Hintergriinde der Metastasenentstehung ein Bereich groflen
wissenschaftlichen und klinischen Interesses, und sind bis heute noch nicht vollstandig
verstanden. Seit geraumer Zeit wird intensiv in diesem Gebiet geforscht, und in diesem
Zusammenhang riicken zirkulierende Tumorzellen (CTCs) immer mehr in den Fokus der

Aufmerksamkeit (Alix-Panabiéres et al., 2017; Alix-Panabieres und Pantel, 2016).

Im Blut zirkulierende Tumorzellen sind im Zuge der sogenannten ,Liquid Biopsy” mithilfe
verschiedenster Methoden aus dem Blut isolierbar. Es wird ihnen sowohl eine pradiktive als
auch eine prognostische Aussagekraft zugesprochen (Bardelli und Pantel, 2017). In dem
Zusammenhang der Metastasenentstehung durch zirkulierende Tumorzellen spielt die
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) eine entscheidene Rolle. Diese erlaubt es den
Zellen, im Zuge der Metastasierung ihre Proteinexpression und damit einhergehende

Eigenschaften zu verandern und widerstandsfahiger zu werden (Bednarz-Knoll et al., 2012).

Wahrend die Rolle der CTCs bei der Entstehung von Metastasen in den letzten Jahren viel
untersucht wurde, ist kaum etwas Uber zirkulierende tumorstammige Zellverbande,
sogenannte Zellcluster bekannt. Etablierte Detektionsverfahren sind vorranging auf einzelne
Zellen und nicht Zellcluster zugeschnitten und somit herrscht Bedarf an weiterer Forschung auf

diesem Gebiet.

In dieser Arbeit wurden mehrere Aspekte analysiert. Zum einen wurde eine neue
Mikrofiltrationsmethode zur Detektion zirkulierender Tumorzellen getestet. Dies geschah
sowohl durch Spikingversuche, zur Testung der Detektionsrate und somit der Reliabilitat der

Messmethode, als auch durch die Analyse von Patientenproben.

Zum anderen wurde das Blut von 35 Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom auf
zirkulierende Tumorzellen und Zellcluster im Blut untersucht und eine Korrelationsanalyse mit
dem progressionsfreien Uberleben angefertigt. Des Weiteren wurde der Ursprung und die

Signifikanz der detektierten Zellcluster im Blut naher beleuchtet.
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5.1 Methodische Aspekte

Die Detektion von zirkulierenden Tumorzellen im Blut von Krebspatienten stellt nach wie vor
eine Herausforderung in der Tumorforschung dar. Aufgrund ihrer niedrigen Konzentration im
Blut, die etwa eine Tumorzelle pro 100.000-1.000.000 betrédgt (Balic et al., 2005), werden
duBerst sensitive Methoden fiir die Isolierung der Zellen benétigt. Derzeit sind eine Vielzahl
von Anreicherungsmethoden bekannt, zu denen auch das CellSearch™-System gehort, das als
Goldstandard der CTC-Detektion gilt (Alix-Panabieres und Pantel, 2013). Da dieses System, wie
auch viele andere, auf der Exprimierung epithelialer Marker beruht, besteht die Gefahr von

falsch negativen Ergebnissen.

Den markerbasierten Detektionsverfahren stehen unter anderem physikalische Methoden
gegeniliber, zu denen auch die grofRenbasierte Mikrofiltration zahlt. Diese hat somit den
Vorteil, dass sie markerunabhangig ist, das heiRt, dass CTCs aus dem Blut filtriert und erst im

Nachhinein angefarbt und charakterisiert werden kénnen.

Geeignete Anreicherungsverfahren fiir Tumorzellcluster hingegen sind noch weitaus weniger
etabliert (Yupeng Hong et al., 2016). Da diese per definitionem aus mehreren Zellen bestehen,
und damit groRer sind, liegt der Gedanke nahe, dass auch sie durch gréoRRenabhdngige

Verfahren besser detektierbar sind, als durch markerbasierte Verfahren.

Aus methodischer Sicht bietet die manuelle Anreicherung und Farbung im Vergleich zu
Verfahren wie CellSearch™ potenzielle Quellen fiir Fehler. Beim CellSearch™-System erfolgt
sowohl die Anreicherung und Farbung als auch die Auszahlung automatisch. Die manuelle
Anreicherung, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, ist im Vergleich dazu zum einen
zeitaufwendiger, zum anderen bietet auch mehr Mdéglichkeiten fiir systemische Fehler. Auch
beinhaltet die manuelle Auszdahlung der Tumorzellen zuweilen Interpretationsspielraume. Aus
all diesen Griinden ist die Festlegung genau definierter, einheitlicher Kriterien zur
Tumorzellidentifikation unerldsslich. Dadurch und durch eine zweifache Uberpriifung der

Objekttrager wurde versucht, die genannten Fehlerquelle zu minimieren.

Eine denkbare Zukunftsperspektive fiir die Anwendung des CellSieve™-Mikrofilter, um die
oben genannten Fehlerquellen zu vermeiden, stellt die Automatisierung der Filtration dar.

Diese wirde die Vorteile der Mikrofiltration mit einer besseren Reliabilitdt vereinen.

35



Neben der Filtration ist die auf Immunfloureszenz basierende Farbung in diesem Projekt
essenziell zur Detektion der zirkulierenden Zellen. Wie bereits erwdhnt ist von zirkulierenden
Zellen — als Zellen epithelialen Ursprungs — bekannt, dass sie epitheliale Oberflaichenantigene
exprimieren. Das oben erwahnte CellSearch™ System beispielsweise beruht auf der Detektion

des epithelialen Oberflachenantigens EpCAM.

Mehrere Studien legen allerdings nahe, dass die alleinige Suche nach EpCAM-positiven Zellen
nicht ausreicht, um alle epithelialen zirkulierenden Tumorzellen zu identifizieren (de Wit et al.,
2019; Lampignano et al.,, 2017). Zytokeratine als Zielstruktur sollen eine bessere Option
darstellen (S. A. Joosse et al, 2012). Um ein breites Spektrum an epithelialen
Oberflachenantigenen potenzieller CTCs abzubilden, und somit weniger CTCs zu lbersehen,
umfasste in dieser Arbeit das epitheliale Antikérperpannel neben Antikorpern gegen EpCAM

auch solche gegen verschiedene Keratine und E-Cadherin.

Eine umfassende Abbildung/Targeting epithelialer Marker alleine garantiert allerdings noch
keineswegs die Detektion aller CTCs. Dies gilt besonders fiir Zellen, die im Zuge der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) in einen eher mesenchymalen Phanotyp Ubergehen (S. A.

Joosse et al., 2015).

Im Zuge der sogenannten epithelial-mesenchymalen Transition, die zu einer Veranderung der
Oberflichenproteine und damit einhergehend des Migrations- und Uberlebenspotentials der
Zellen fihrt, exprimieren die zirkulierenden Tumorzellen vermehrt mesenchymale Marker
(Alix-Panabieres et al.,, 2017). Somit ist es notwendig, dass auch Antikdrper gegen
mesenchymale Oberflachenproteine in den Antikérpercocktail aufgenommen werden. In
dieser Arbeit wurde daher ein mesenchymales Antikérperpannel, welches aus Vimentin und N-

Cadherin bestand, etabliert.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Als Grundlage fir die Verwendung des Filters in den klinischen Versuchen wurde eine

orientierende Reliabilitatstestung des Filters durchgefiihrt.

Dafiir wurden zundchst Wiedergewinnungsraten fiir einzelne Zellen und Zellcluster mithilfe
zweier Protokolle ermittelt. Die ermittelte Rate fiir einzelne Zellen betrug insgesamt rund 91
%, fiir Zellcluster 86 %. Diese Wiedergewinnungsraten dienen der orientierenden Einschatzung
der Reliabilitat. Fur aussagekraftigere Ergebnisse miisste die Probenzahl erhéht werden. Fir
diese Arbeit wurde eine Orientierung allerdings als ausreichend erachtet. Grund dafiir waren
unter anderem ebenfalls gute Ergebnisse in dhnlichen Versuchen anderer Gruppen. Flr einen
vergleichbaren Filter haben Adams et al. 2014 beispielsweise mit der gleichen Zelllinie eine
Rickgewinnungsrate von 98+2 % beschrieben (Adams et al., 2014). Auch bei ihnen war die
ProbengroRe mit n=3 gering. Fir eingeschrankt vergleichbare Track-Etch Filter (PorengrofRe 8

statt 10) erhielten sie eine Wiedergewinnungsrate von 7313 %.

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Identifikation von zirkulierenden Tumorzellclustern im
Blut von Krebspatientinnen. Dem liegt die Annahme zugrunde, dass zirkulierende
Tumorzellcluster eine bedeutend grofReres Potential zur Metastasenbildung haben als einzelne
CTCs (Nicola Aceto et al., 2014) und entscheidend an der Metastasenentwicklung mitbeteiligt

sind.

Die CTC-Cluster-Forschung steht, trotz lange zurilickreichender erster Erkenntnisse, noch am
Anfang. So kann Uber die Rolle der Cluster bei der Entstehung von Metastasen bislang nur
spekuliert werden. Eine Hypothese wurde in diesem Zusammenhang von Hong et al. 2016
aufgestellt. Sie postulieren, dass nicht etwa, wie es dem allgemeinen Konsens entspricht,
einzelne CTCs sondern vielmehr CTC-Cluster fiir die Entstehung von Metastasen grundlegend
sind. Laut der Hypothese entstehen die Metastasen durch die Embolisierung kleiner GefaRe
durch CTC-Cluster. Von hier aus nisten sie sich entweder durch Extravasations-abhangige oder
-unabhangige Vorgdnge im Gewebe ein und flihren so zur Metastasenbildung (Nicola Aceto et

al., 2014; Y. Hong, Z. Li, et al., 2016).

Allerdings sind Tumorzellcluster, die in vorherigen Arbeiten anderer Gruppen beschrieben
wurden, heterogener Zusammensetzung. Sie bestehen unter anderem aus Fibroblasten,
Leukozyten und Tumorzellen mit damit einhergehender heterogener Expression sowohl

epithelialer als auch mesenchymaler Marker (Yupeng Hong et al., 2016).
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Die in dieser Arbeit identifizierten Zellcluster exprimieren auf der anderen Seite ausschlieRlich
mesenchymale Marker. Da derartige Cluster in der Literatur nicht vorbeschrieben sind, war

eine weitere Abklarung des Ursprungs dieser Cluster notwendig.

Neben der Aufarbeitung der Blutproben mit dem CellSieve™-Mikrofilter erfolgte ein
orientierender Vergleich fir funf Patientinnen mit dem CellSearch™-System. Dabei bleibt der
CellSieve™ Mikrofilter in puncto Sensitivitdit bei diesem Patientenkollektiv hinter dem
CellSleve™ System zuriick (siehe Punkt 4.4.3). Nicht umsonst ist das CellSearch System der
Goldstandard der CTC Detektion und zeichnet sich durch seine hohe Sensitivitat aus (Alix-
Panabieres und Pantel, 2013). Allerdings konnten andere Arbeitsgruppen mithilfe
grolRenbasierter Mikrofiltration sogar bessere Ergebnisse als mit dem CellSearch™ System
erzielen (Adams et al., 2014; Huebner et al., 2018). Trotzdem ist hervorzuheben, dass die
mesenchmalmarker-positiven Zellen und Zellcluster, die bei einer der Patientinnen gefunden

wurden, vom Cellsearch™-System nicht detektiert werden.

Um der Frage des Ursprungs der beschriebenen mesenchymalen Cluster weiter nachzugehen,
wurde eine in 4.5. dargestellte molekulargenetische Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde nach
sogenannten Copy Number Aberrations (CNAs) gesucht. Diese sind als Aberrations-Profil
sozusagen eine Art Signatur im Rahmen einer Metastasierung zu verstehen und erlauben die
Zuordnung der Zellen zu der zugrundeliegenden Krebserkrankung (Baldacchino und Grech,
2020). Paoletti et al. konnten in diesem Zusammenhang eine hohe Konkordanz zwischen den

Copy Number Abrerrations der CTCs und derer der Metastasen zeigen (Paoletti et al., 2018)).

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden von 5 Indexpatientinnen Zellen und Zellcluster je
nach Vorhandensein wie beschrieben isoliert und analysiert. Dabei konnte kein
patientenspezifisches Muster erkannt werden. Dies konnte als Hinweis auf einen nicht
tumordsen Ursprung der Cluster sein. Allerdings ist auch innerhalb der epithelialen Zellen, also
die zirkulierenden Tumorzellen einer einzelnen Patientin (siehe Abbildung 8B) kein Muster zu
erkennen. Dies bedarf zur weiteren Abklarung einer kritischen und differenzierten
Hinterfragung und einer Wiederholung der molekulargenetischen Analyse, eventuell in

groflerem Rahmen.

Um die Frage zu beantworten, in wieweit die Ergebnisse dieser Arbeit mit dem klinischen
Verlauf der Tumorerkrankung korrelieren, wurde eine Uberlebenszeitanalyse angefertigt. Dazu

wurde fiir die 35 Patientinnen auf der einen Seite das progressionsfreie Uberleben und auf der
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anderen Seite das Vorhandensein von sowohl CTCs als auch von mesenchymalen Clustern

betrachtet.

Aus der Literatur ist bekannt, dass das Vorhandensein zirkulierender Tumorzellen im Blut mit
einem schlechteren progressionsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben korreliert (M.
Cristofanilli et al., 2007; Rack et al., 2014). Ein ahnliches Bild ergibt sich fiir zirkulierende
Tumorzellcluster. Mehrere andere Gruppen konnten bei verschiedenen Tumoren eine
Korrelation ihrer Prasenz im Blut mit einem schlechteren progressionsfreien Uberleben und
einem schlechteren Gesamtiiberleben beschreiben (Giuliano et al., 2018; Jansson et al., 2016;
Murlidhar et al., 2017; D. Zhang et al., 2017). Aceto et al. demonstrierten dartiber hinaus im
Mausmodell, dass CTC-Cluster eine 23- bis 50-fache metastatische Potenz besitzen (Nicola

Aceto et al., 2014).

Auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen Daten kann allerdings keine derartige Aussage
getroffen werden. Das progressionsfreie Uberleben korrelierte weder mit dem Vorhandensein
zirkulierende Tumorzellen (p-Wert 0,98) noch fiur die beschriebenen Cluster (p-Wert 0,66)
signifikant. Allerdings ist dies zu erkldaren mit der geringen ProbengréfRRe verglichen mit anderen
Arbeiten. Um eine statistisch signifikante Korrelation zu erstellen, ware eine Testung eines
grolReren Patientenkollektivs notwendig. Ein anderer Aspekt ist die Zusammensetzung des
Patientinnenkollektivs. Bei allen Patientinnen hat bereits eine Metastasierung stattgefunden
und somit ist es denkbar, dass das Vorhandensein von CTCs und Tumorzellclustern aus diesem

Grund nicht mehr ausschlaggebend fiir die Prognose der Erkrankung ist.

Ein weiterer, immer noch nicht endgiiltig aufgeklarter Aspekt, der an dieser Stelle noch zu
erwdhnen ist, ist der genaue Zusammenhang zwischen Metastasierung und der epithelial-
mesenchymalen Transition. So haben Fischer et al. fir das Mammakarzinom festgestellt, dass
die epithelial-mesenchymale Transition nicht zwingend notwendig fiir die Metastasenbildung
ist, aber die Resistenz gegenliber Chemotherapie férdert (Fischer et al., 2015). Dasselbe wurde

fiir das Pankreaskarzinom vom Zheng et al beschrieben (Zheng et al., 2015).
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5.3 Ursprung der Zellcluster

Uber den Ursprung und die genaue Zusammensetzung der Cluster kann zum jetzigen Zeitpunkt
nur spekuliert werden. In der Literatur ist sowohl die Rolle zirkulierender Zellcluster im Blut als
auch ihr Ursprung nicht hinlanglich geklart. Dies liegt unter anderem an dem lange Zeit
bestehenden Mangel an geeigneten Detektionsmethoden (Yupeng Hong et al., 2016; Y. Hong,
F. Fang, et al., 2016).

Denkbar ist, dass die besagten Zellcluster aus zirkulierenden Tumorzellen bestehen. Diese
konnten im Rahmen der epithelial-mesenchymalen Transition in einen mesenchymalen
Phanotyp Ubergegangen sein. Diese Transition kann auch im Blut induziert werden (Labelle et
al.,, 2011). Solche oder ahnliche Tumorzellcluster sind mehrfach in der Literatur beschrieben

(Nicola Aceto et al., 2014; Yu et al., 2013).

Eine weitere Moglichkeit, die auch den mesenchymalen Phanotypen der Cluster erklaren
wirde, ist ein Tumor-endothelialer Ursprung. Das wirde bedeuten, die Zellen entsprangen

dem GefaRsystem des Tumors.

Im Blut zirkulierende endotheliale Zellen (CECs) bei Tumorerkrankungen wurden an
verschiedenen Stellen beschrieben, zum Beispiel von Lin et. al 2017, die diese auch
weiterflihrend charakterisierten (P. P. Lin et al., 2017). Die Rolle dieser CECs beziglich der
Metastasierung scheint eng verknlpft mit der tumoreigenen Angiogenese zu sein (Bertolini et

al., 2006).

Eine interessante Entdeckung diesbeziiglich machten Cima et. al. 2016. Sie befassten sich
ebenfalls mit im Blut zirkulierenden Zellclustern. Mit dem Ziel CTCs im Blut von Patienten mit
kolorektalem Karzinom (CRC) mittels Mikrofiltration zu finden und zu charakterisieren,
beschrieben auch sie zusatzlich zu den CTCs Zellcluster. Entgegen der Ergebnisse anderer
(bereits erwadhnter) Gruppen stellten Cima et al. die Malignitdt dieser Cluster in Frage und
haben einen Tumor-endothelialen Ursprung dieser Cluster beschrieben (Tumor Derived
Endothelial Cells, tECs). Diese Cluster exprimierten epitheliale, mesenchymale sowie
endotheliale Marker. lhre Ergebnisse sprechen (ebenfalls) gegen eine Entstehung dieser
Cluster durch Vermehrung einzelner tECs oder deren Koagulation im Blutstrom, sondern
vielmehr fir eine direkte Abgabe der Cluster durch das Tumor-GefaRRsystem. Beziiglich der
prognostischen Relevanz dieser Cluster konnte gezeigt werden, dass sich anhand solcher

Cluster gesunde Probanden von praoperativen Patienten niedrigen Stadiums unterscheiden
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lieRen. Somit stellen sie einen potenziellen Biomarker bei CRC Patienten dar (Cima et al.,

2016).

Bezlglich der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen mesenchymalmarker-positiven Zellen
und Cluster deuten weiterfihrende Versuchsreihen mittlerweile darauf hin, dass es sich um
tumorendotheliale Zellen handelt. Ob diese im Rahmen vermehrter Angiogenese bei
GroBenzunahme eines Tumors ins Blut gelangen oder die endothelialen Eigenschaften erst in

der Blutbahn ausbilden, bleibt eine offene Frage.
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5.4 Ausblick

In Zeiten, in denen wir — unter anderem bedingt durch zunehmende Charakterisierungs-
moglichkeiten — immer mehr Uber die Heterogenitdt von Tumorerkrankungen lernen, wird der
Wunsch nach einer personalisierten Krebstherapie zunehmend lauter. Standardisierte
Therapien stellen in vielen Féllen nicht die optimale Behandlung einer Tumorerkrankung dar.
So konnte unter anderem fiir das Mammakarzinom gezeigt werden, dass eine adjuvante
systemische Therapie nach einheitlichen Schemata — ohne Beachtung der molekularen
Signatur und damit ohne Identifizierung der Patientinnen, die von einer systemischen Therapie
profitieren — zu einer Uberbehandlung fiihren kann (Drukker et al., 2014; Rea und Francis,

2014).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse stehen eng im Zusammenhang mit der

sogenannten ,Liquid Biopsy’, auch Flussigbiopsie genannt.

Dieser Begriff erhielt vor rund zehn Jahren Einzug in die Tumorforschung (Pantel und Alix-
Panabieres, 2010). Hinter ihm verbirgt sich eine minimalinvasive Blutuntersuchung, die
weitreichenden Aufschluss liber die Tumorerkrankung eines Patienten geben soll. Eine invasive

Biopsie des Tumors kdnnte dadurch eines Tages sogar obsolet werden.

Das Ziel der Liquid Biopsy ist eine verbesserte Moglichkeit sowohl der Fritherkennung als auch
der Therapieliberwachung und Verlaufskontrolle von Tumorerkrankungen in Echtzeit.
AuRerdem kann eine sogenannte ,Minimal Residual Disease’ (MRD, minimale Resterkrankung)
eines soliden Tumors durch diese Methode friih entdeckt werden (Baldacchino und Grech,
2020). Damit sind kleinste Tumorriickstande bei Patienten in Remission gemeint, die weder
klinisch noch radiologisch evident werden. Die friihere Erkennung dieser Riickstande fuhrt zu
einer frilheren Interventionsmoglichkeit bei geringerer Ausbreitung des Tumors (Griffith und

Gray, 2011).

Eine Liquid Biopsy umfasst die Analyse verschiedener tumorassoziierter Blutbestandteile. Dazu
konnen beispielsweise zirkulierende Tumorzellen und zellfreie Tumor-DNA (ctDNA) gehoren

(Lianidou und Pantel, 2019) aber auch viele weitere zelluldre oder nicht-zelluldre Marker.

Beziglich zirkulierender Tumorzellen ist, wie bereits erwdhnt, die alleinige Auszdahlung der
Zellen im Rahmen einer Liquid Biopsy bereits ein effektives Werkzeug, um die Aggressivitat
und den klinischen Verlauf der Tumorerkrankung zu beurteilen (N. Aceto et al., 2015).

Allerdings gewinnt auch die molekulargenetische Analyse der Zellen zunehmend an Bedeutung
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(Micalizzi et al.,, 2017). Grund hierfiir ist die immer evidenter werdende Heterogenitit

innerhalb der CTCs eines Patienten.

Eine Fllle weiterer tumorassoziierter Zellpopulationen im Blut, die im Rahmen der Liquid
Biopsy eine Rolle spielen/spielen kénnten, sind aktuell Gegenstand intensiver Forschung. Eines
der vielen Beispiele hierfiir sind Cancer-Associated Fibroblasts (kurz CAFs). Diese wurden von
Ao et al. durch Mikrofiltration aus dem Blut von Brustkrebspatientinnen mit evidenten
Fernmetastasen angereichert, ihre Prdasenz konnte metastatische von lokal begrenzten
Tumoren unterscheiden (Ao et al.,, 2015). Ein anderes Beispiel sind Cancer-Associated

Macrophage-like Cells (Mu et al., 2017).

Neben den zelluldaren Bestandteilen einer Liquid Biopsy gewinnt auch die zirkulierende Tumor-
DNA (ctDNA) zunehmend an Bedeutung. Einer Ihrer zahlreichen Vorteile ist ihre Aussagekraft

bereits in niedrigem Tumorstadium (Heitzer et al., 2017).

Trotz groRer Fortschritte im Bereich der Liquid Biopsy-Forschung steht diese Methode
gemessen an ihrem Potenzial noch am Anfang. Die Einsatzmoglichkeiten sind zahlreich und ihr

Stellenwert in der Onkologie wird in Zukunft noch weiter zunehmen.

Die vorliegende Arbeit dient in diesem Zusammenhang dem weiteren Erkenntnisgewinn
bezlglich zelluldarer Blutbestandteile im Rahmen einer metastasierenden Tumorerkrankung.
Die Mikrofiltrationsmethode, die hier beschrieben und evaluiert wurde, kann nicht nur fiir die
Detektion zirkulierender Tumorzellen, sondern auch fiir verschiedene andere Zellpopulationen
verwendet werden und birgt groBes Potenzial auf diesem Gebiet. Die detektierten Zellen und
Cluster sind eine noch naher zu charakterisierende Entdeckung. Je nach Ursprung der
beschriebenen Cluster kdnnte ihre Prdsenz im Blut Hinweis auf ein unentdecktes oder
wiederkehrendes Tumorgeschehen sein. Gehen wir bei den beschriebenen Zellclustern von
einem tumorendothelialen Ursprung aus, kdnnte die Prasenz der Cluster zum Beispiel einen
Hinweis auf vermehrte Vaskularisierung im Rahmen einer GroRenprogredienz des Tumors
darstellen. Wie genau diese mutmaRlich endothelilalen Zellen ins Blut geraten, wdre dann

Gegenstand weiterer Forschung.
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6 Zusammenfassung

Die Liquid Biopsy (Flussigbiopsie) gewinnt einen zunehmenden Stellenwert in der
onkologischen Forschung und Klinik. Ein besonderes Augenmerk in diesem Zusammenhang

liegt auf zirkulierenden Tumorzellen.

In dieser Arbeit wurde ein neuartiger Mikrofilter zur Detektion zirkulierender Tumorzellen auf
seine Glte getestet. Besagter Filter zeichnet sich durch eine gleichmaRige GrofRe und
Verteilung seiner Poren aus. Weiterhin wurde mithilfe dieses Filters nach Etablierung eines
mafBgeschneiderten Aufarbeitungsprotokolls das Blut von Krebspatientinnen auf zirkulierende

Tumorzellen und Tumorzellcluster untersucht und diese weiter charakterisiert.

Dazu wurde das Blut von 35 Patientinnen mit bereits metastasiertem Mammakarzinom auf
zirkulierende Tumorzellen und Zellcluster untersucht. Diese wurden anschlieBend mit
fluorochrommarkierten Antikérpern hinsichtlich der Prasenz von epithelialen und
mesenchymalen Oberflachenantigenen untersucht. Dabei wurden bei 9 von 35 Patientinnen
zirkulierende Tumorzellen gefunden, die epitheliale Marker, wie EpCAM, exprimieren. Bei 15
der 35 Patientinnen wurden zirkulierende Zellen und Zellcluster mit starker Exprimierung
mesenchymaler Marker nachgewiesen. In GroRe, Form und Anzahl waren die Zellcluster

heterogen.

Um der Frage nachzugehen, ob diese Cluster tatsdchlich aus Tumorzellen bestehen, wurde
eine molekulargenetische Analyse zur Bestimmung der Copy Number Aberrations (CNAs)
durchgefiihrt. Diese ergab weder fiir epitheliale noch fiir die mesenchymalen CTCs ein
patientinnenspezifisches CNA-Muster, das auf einen Tumorursprung zweifelsfrei hinweisen

wiirden.

Weiterhin wurden Uberlebenszeitanalysen des progressionsfreien Uberlebens fiir die Prasenz
von epithelialen und mesenchymalen CTCs angefertigt. In beiden Fallen konnte keine
signifikante Korrelation zwischen der Priazenz von CTCs und der Uberlebenswahrscheinlichkeit

nachgewiesen werden.

So bleibt die Frage nach dem Ursprung der Cluster zum Abschluss dieser Arbeit
unbeantwortet. Es ist sowohl ein Tumorzell- als auch ein Tumor-endothelialer Ursprung

denkbar. Derzeit laufende Anschlussversuche sollen eine Antwort auf die Frage geben.
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8 Thesen

1. Mithilfe des CellSieve™ Microfilters sind zirkulierende Tumorzellen aus dem Blut von

Patientlnnen mit metastasierter Erkrankung isolierbar.

2. Fiir die Detektion tumorstammiger Zellen und Cluster ist es sinnvoll, neben epithelialen auch

mesenchymale Oberflachenantigene ins Visier zu nehmen.

3. Tumorstammige Zellcluster lassen sich mithilfe des CellSieve™ Microfilters aus dem Blut von

Patientlnnen mit metastasierter Krebserkrankung isolieren.

4. Der CellSieve™ Microfilter ist anderen CTC-Detektionsmethoden in mehreren Hinsichten
Uberlegen. Das erklart sich zum einen durch die Breite der Zellpopulationen, die durch den
Fllter potentiell aus dem Blut extrahiert werden kénnen, und zum anderen durch die Tatsache,
dass diese Methode nicht auf einzelne Antikérper zur Charakterisierung der angereicherten

Zellen festgelegt ist.
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