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1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Bei der Frage nach den hiufigsten Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland stehen Herz-
Kreislauferkrankungen nach wie vor an erster Stelle. Unmittelbar an zweiter Stelle stehen laut Da-
ten des Statistischen Bundesamtes jedoch mit einem Viertel aller Todesfille (im Jahr 2018) die
Krebserkrankungen [1].

Dabei betrifft ungefihr jeder achte Krebsfall in Deutschland den Darm [2]. Bei circa 66 % davon
handelt es sich um Tumore des Dickdarms, genauer des Kolons und des Rektums [2]. Diese wer-
den zusammengefasst oft als kolorektale Karzinome (colorectal cancer, CRC) bezeichnet. Darmkrebs
ist weltweit die dritthdufigste Krebserkrankung und eine der haufigsten durch Tumorerkrankungen
hervorgerufenen Todesursachen [3]. Im Jahr 2013 erkrankten laut Daten des Robert-Koch-Insti-
tutes in Deutschland 62.400 Patienten an Darmkrebs, 45 % davon waren Frauen [4]. Etwa 41 %
der Patienten verstarben im selben Jahr an ihrer Erkrankung [4]. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung betrug beim Kolonkarzinom fir Frauen 72 Jahre, fir Minner 68 Jahre, fiir
das Rektumkarzinom 63 Jahre bei beiden Geschlechtern [5]. Ende 2013 wiesen 210.000 Betroffene
eine bis zu fiinf Jahre zuriickliegende Darmkrebsdiagnose auf. Das relative 10-Jahres-Uberleben

betrug bei Frauen 60,2 % und bei den Minnern 57,1 % [4].

1.1.2  Entstehung

Das kolorektale Karzinom entwickelt sich regelhaft aus Polypen der Darmwand. Der Grof3teil der
Polypen bildet sich spontan zurtick. In ca. 10 % kommt es zu einer malignen Entartung und Aus-
bildung eines Karzinoms, tiblicherweise innerhalb von 8-10 Jahren [6]. Bei diesen Polypen handelt
es sich zuerst um Adenome oder sogenannte serrated adenomas, gebildet von irreguliren Epithelzel-
len der Darmmukosa. Gerit die Zelldifferenzierung und Zellteilung zu weit au3er Kontrolle, ent-
wickelt sich der Polyp zu einem Karzinom weiter [6]. Dies kommt durch die Kombination einer
mutationsbedingten Aktivierung eines Onkogens mit dem Verlust von verschiedenen Tumorsup-
pressor-Genen zustande. Das am haufigsten mutierte Onkogen ist k-RAS (Kirsten rat sarcoma gene),
wihrend APC (Adenomatons-pobyposis-coli), DCC (Deleted in Colorectal Cancer) und p53 hiufig be-
troffene Tumorsuppressor-Gene sind [7]. Das Modell der stufenweisen Entwicklung eines malig-
nen Darmtumors tber benigne Vorstufen, bedingt durch genetische Mutationen, nennt sich Ade-

nom-Karzinom-Sequenz nach Fearon und 1 ogelstein (Abbildung 1)[8].
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Mutation/Verlust
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Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz modifiziert nach 1ogelstein |7)
Durch Mutationen und Verluste von Tumorsuppressor-Genen und Onkogenen kommt es zu einer schritt-
weisen dysplastischen Verinderung des Gewebes, die letztendlich in der Entstehung eines Karzinoms miin-

det.

98% aller kolorektalen Karzinome sind Adenokarzinome. Diese bestehen aus abnormem Driisen-
gewebe, welches die Fahigkeit des infiltrativen Wachstums erlangen kann. Auf diese Weise kénnen
die Tumorzellen verschiedene Strukturen (Lymphgefiie, Venen etc.) der Darmwand und angren-
zendes Gewebe infiltrieren, was wiederum in anderen Organen oder Lymphknoten zur Ausbildung

von Metastasen fithren kann.[0]

1.1.3 Diagnostik, Stadieneinteilung und Therapie

Fir die Diagnostik von Darmtumoren besitzt die qualititsgesicherte komplette Koloskopie den
groften Stellenwert und ist in Deutschland ab einem Alter von 55 Jahren empfohlene Kranken-
kassenleistung als Vorsorgeuntersuchung zur Darmkrebsfritherkennung. Bei einem unauffilligen
Erstuntersuchungsbefund wird alle zehn Jahre eine weitere Koloskopie empfohlen. Wird eine Ko-
loskopie abgelehnt, sollten eine Rektoskopie sowie eine jahrliche Untersuchung auf okkultes Blut
im Stuhl als alternative Screeningmethoden erfolgen [9]. Distale Tumore kénnen auch im Rahmen
einer Digitalen-Rektalen-Untersuchung auffallen, die obligat durchzufiihren ist. Sollte eine Kolo-
skopie aus bestimmten Griinden nicht addquat durchfihrbar sein, kann auch eine Computertomo-
graphie (CT) Aufschluss tiber eventuelle Lisionen geben [9].

Bei circa 70 % aller Patienten liegen bei Diagnosestellung bereits fortgeschrittene Tumorstadien

vor [2]. Zu diesem Zeitpunkt weisen bereits 20-25 % aller Patienten mit Kolonkarzinom und 18 %
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aller Patienten mit Rektumkarzinom Metastasen auf, die am hdufigsten in der Leber und am zweit-
hiufigsten in der Lunge lokalisiert sind [3].

Nach der Diagnosestellung erfolgt das S#aging des Tumors [9]. Es wird die Ausbreitung der Erkran-
kung beurteilt und dem entsprechenden Tumorstadium zugeordnet. Die Adenokarzinome von
Kolon und Rektum werden nach der TNM-Klassifikation eingeteilt. Das T steht dabei fir das
Ausmal3 der Tiefeninfiltration des Primédrtumors, das N fiir den Befall von regioniren Lymphkno-
ten und das M fir das Vorhandensein von Fernmetastasen (Tabelle 2)[10]. Aus der TNM-Klassi-
fikation wird das UICC-Stadium (UICC-0 bis UICC-IVB) bestimmt (UICC= Upnion internatio-
nale contre le cancer), welches als international einheitliches Instrument Auskunft iiber die systemische
und lokale Ausbreitung der Erkrankung gibt (Tabelle 1). Die Bestimmung dieser Angaben erfolgt
postoperativ anhand der histologischen Untersuchung des Operationsresektats durch die Patholo-
gie. Dabei werden der Tumortyp nach der WHO-Klassifikation, die Tumorinvasionstiefe (pT-
Klassifikation), der Status der regiondren Lymphknoten (pN-Klassifikation), die Anzahl der unter-
suchten Lymphknoten (mindestens zwolf), das Vorhandensein oder Fehlen einer LymphgefiQin-
vasion (L-Klassifikation), der histologische Differenzierungsgrad (Grading) und die Beurteilung der
Resektionsrinder (R-Klassifikation) beschrieben [9]. Therapie und Prognose der Erkrankung rich-
ten sich nach dem vorliegenden UICC-Stadium. Das Stadium zum Zeitpunkt der Diagnose gilt als

der wichtigste prognostische Faktor [11].

Tabelle 1: UICC-Stadiencinteilung nach der 8. Auflage der TNM-Klassifikation (2017)

[10)

Das UICC-Stadium der jeweiligen Tumorerkrankung richtet sich nach den Kategorien der TNM-Klassifi-
kation. [12]

UICC-Stadium T N M
0 Tis NO MO
1 T1/T2 NO MO
IIA T3 NO MO
1IB T4a NO MO
1Ic T4b NO MO
T A T1/T12 N1 MO
T1 N2a MO
T3/ T4 N1 MO
111 B T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
T4a N2a
I C T3/ T4a N2b MO
T4b N1/N2
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IV A Jedes T Jedes N Mla
IVB Jedes T Jedes N M1b

Tabelle 2: Erlduterungen zur TNM-Klassifikation (8. Auflage, 2017)

1
][Erok]lérungen der in der TNM-Klassifikation fiir Darmkrebs verwendeten Abkirzungen.

Abkiirzung Bedeutung

Tis intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria (ohne feststellbare
Ausbreitung durch die Muscularis mucosae in die Submukosa)

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder

T3 . . . . o .
in das nicht peritonealisierte perikolische oder perirektale Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder
perforiert das viszerale Peritoneum

T4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum

T4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

NO Keine regioniren Lymphknotenmetastasen

Nla Metastase in 1 regioniren Lymphknoten

N1b Metastasen in 2-3 regioniren Lymphknoten
Tumorknétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder

Nilc im nicht-peritonealisierten petikolischen/perirektalen Fettgewebe
ohne regionire Lymphknotenmetastasen

N2a Metastasen in 4 - 6 regioniaren Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr regioniren Lymphknoten

MO Keine Fernmetastasen

Mia Metastase(n) auf ein Organ beschrinkt (Leber, Lunge, Ovar, nichtre-
gionire Lymphknoten

M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Die Ermittlung des entsprechenden Krankheitsstadiums erfolgt in der Regel durch eine komplette

Koloskopie inkl. Biopsie, CT- oder Magnetresonanztomographie (MRT)-Untersuchungen von

Thorax, Abdomen und Becken, die Bestimmung des CEA-Wertes (Carcinoembryonic antigen, CEA)

im Blut, eine Abdomensonographie, eine Rontgen-Thorax-Untersuchung und eine starre Rekto-

skopie oder — beim Rektumkarzinom — rektale Endosonographie (Tabelle 3)[13].
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Tabelle 3: S7aging beim Kolorektalen Karzinom [13]

Zum Staging, also der Stadienbestimmung eines Tumors, werden verschiedenen Untersuchungen durchge-
fuhrt. Neben der Koloskopie konnen auch andere bildgebende Verfahren wie ein MRT/CT des Beckens,
ein Rontgen-Thorax oder eine Abdomensonographie zur Anwendung kommen.

Untersuchung Kolon-Ca Rektum-Ca

Komplette Koloskopie X X

CEA (Karzinoembryonales Antigen)

Abdomensonographie

<iizslis

Rontgen-Thorax

Starre Rektoskopie

MRT (CT) Becken mit Angabe Abstand des Tumors zur
mesorektalen Faszie

I R R

Rektale Endosonographie bei lokal begrenztem Tumor

Im Anschluss wird eine Therapieentscheidung getroffen, die sich vom zuvor bestimmten Tu-
morstadium (ULCC, Union internationale contre le cancer) ableitet und nach den Therapieempfehlungen
der aktuellen S3-Leitlinie fir die Diagnostik und Therapie des Kolorektalen Karzinoms richtet [9].
Eine komplette mesokolische Exzision des Tumors ist der Goldstandard in der Therapie des CRC
(Abbildung 2) [3]. Bei vollstindiger (R0) Resektion werden im UICC Stadium I und II regelmalige
Nachsorgeuntersuchungen empfohlen. In den Tumorstadien III und IV stellen eine prioperativ
durchgefiihrte neoadjuvante Radiochemotherapie (nur beim Rektumkarzinom) oder die postope-
rative adjuvante Chemotherapie wichtige zusitzliche Therapicoptionen dar. Im metastasierten

UICC-Stadium IV kommt haufig nur noch eine palliative Chemotherapie in Frage [13].
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Kolorektales Karzinom

vicc | |UICCII | ulcc v

—
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i
\4
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Abbildung 2: Therapiekonzept Kolorektales Karzinom

Die Therapieméglichkeiten beim kolorektalen Karzinom richten sich nach dem jeweiligen
UICC-Stadium der Erkrankung. RO steht fiir eine komplette, auch histologisch nachgewiesene
Entfernung des Tumors im Gesunden ohne residuellen Tumornachweis im Resektionsrand.
RCTX = Radiochemotherapie; OP = Primirresektion des Tumors

1.1.4 Nachsorge des kolorektalen Karzinoms

Nach Abschluss der Behandlung ist eine regelmiflige postoperative Nachsorge indiziert. Hierfiir
stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfugung, wobei eine symptomorientierte Anamneseet-
hebung und die koérpetliche Untersuchung grundsitzlich dazu gehéren. Die zentrale Methode zur
Erkennung von Lokalrezidiven oder Zweittumoren ist die komplette Koloskopie [9]. Sie sollte
prioperativ oder innerhalb von spitestens sechs Monaten postoperativ bei allen Patienten durch-
gefithrt werden, bei denen prioperativ z.B. aufgrund einer Stenose keine komplette Koloskopie
moglich gewesen ist. AnschlieBend sollte nach einem Jahr und bei weiterhin unauffilligen Befun-
den alle finf Jahre eine vollstindige Koloskopie veranlasst werden. Des Weiteren sollte das karzi-
noembryonale Antigen (CEA) alle sechs Monate fiir mindestens zwei Jahre im Blut kontrolliert
werden [13]. Es konnte gezeigt werden, dass sich iiber den CEA-Wert Vorhersagen tiber das Auf-
treten von Rezidiven, die Resektabilitit und das Uberleben nach Primirresektion des kolorektalen
Karzinoms treffen lieBen [14]. Zur Detektion von Lebermetastasen, Lokalrezidiven im kleinen Be-
cken oder Lungenmetastasen ist die CT laut Leitlinien zwar ,,technisch geeignet, aufgrund der Da-

tenlage allerdings nicht fir einen routinemifligen Einsatz vorgesehen® [13]. Beim Rektumkarzinom
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wird bei Patienten in den UICC-Stadien II und III auBerdem bis zum finften Jahr jihrlich eine
Rontgen-Thorax-Untersuchung durchgefiihrt. Auch die Endosonographie (EUS), eine Sigmoido-
skopie oder alternativ starre Rektoskopie stehen fir Verlaufskontrollen zur Verfiigung, insbeson-
dere fiir Patienten, die keine perioperative Radiochemotherapie erhalten haben [13]. Zusammen-
fassend ist es also Ziel der Nachsorgebehandlung des CRC, neben Lokalrezidiven auch eventuelle

Metastasen frihzeitig zu erkennen.

1.1.5 Metastasierung

Betrachtet man den Progress und die Prognose von Krebserkrankungen, steht dabei das Auftreten
von Metastasen als negativster prognostischer Marker im Mittelpunkt. Metastasen sind fir Gber
90% aller durch Krebs bedingten Todesfille verantwortlich [15]. Die Entstehung ist noch nicht
abschlieffend verstanden. Klar ist jedoch, dass es sich hierbei um einen kleinschrittigen Prozess
handelt, zu dem nicht jede Tumorzelle des Primartumors in der Lage ist — man geht sogar von
weniger als einem Prozent aus [16][17]. Diese unterschiedliche Kompetenz der Zellen, Metastasen
auszubilden, liegt begriindet in dem Fakt, dass es sich bei den Zellen eines Primartumors um ge-
netisch heterogene Subpopulationen handelt [18]. Bei der Metastasierung tiberleben nur jene Zel-
len, die jeden einzelnen Metastasierungsschritt erfolgreich bestreiten — Vaskularisierung des Tu-
mors, GefiBinvasion, Uberleben im Blut- oder Lymphstrom, Extravasation, Entrinnen der Im-
munantwort, Vermehrung und Wachstum in der Mikroumgebung des neuen Organsystems etc.

[16]. Schematisch ist die Metastasierungskaskade in Abbildung 3 dargestellt.



1 Einleitung 8

A) Translokation von Tumorzellen vom B} Invasion von Tumarzellen in fremde
Primartumor zu entfernten Lokalisationen Organe oder Gewebe

1) Entstehung eines invasiven
Phanotypen von CTCs

5) Adaptation ans Zielgewebe

8e 58
.‘ '.O \ 3) Transport mit dem Blutstrom
®

zu entfernten Organen
F e s und Vermehrung zur
O O O Ausbildung von Metastasen
2) Invasion von CTCs ing#” g TS O - ‘
Iokale Strukturen und ds#” 9'.
Blutgefalsystem O .‘ ‘ O

in fremde Gewebe- oder
Organstrukturen

4) Extravasation und Invasion O‘ "
®

@ Krebsstammzelle

@ Differenzierte Tumorzelle

Abbildung 3: Metastasierungsprozess modifiziert nach Chaffer et al.

[15]

Veranschaulichung des Metastasierungsprozesses. Krebsstammzellen 16sen sich aus dem Zell-
verbund des Primirtumors und invadieren in die den Tumor versorgenden Blutgefifle. Auf die-
sem Wege gelangen CTCs in andere Organe, um dort wieder aus dem Gefil3system auszutreten.
Es kommt zur lokalen Invasion von Zellen in fremdes Gewebe und mit der Zeit zur Ausbildung
von Metastasen.

1.2 Zirkulierende Tumorzellen

Die Zellen, die sich vom Primartumor 16sen und im Blutgefi3system zirkulieren, werden als zirku-
lierende Tumorzellen (CTCs) bezeichnet [15]. Sie sind Gegenstand aktueller Forschung, da man
sich von ihrer Detektion und Analyse ein besseres Verstindnis von Metastasierung, Progress und
Prognose verschiedener Krebserkrankungen verspricht [19].

Unter , /iguid biopsies” versteht man einen Sammelbegriff fiir die Detektion oder Analyse unter-
schiedlichster Marker in einer Blutprobe. Beispielhaft sind dies z.B. CTCs oder auch zellfreie Tu-
mor-DNA (ctDNA), welche durch Apoptose oder Nekrose von Tumorzellen freigesetzt wird. Des
Weiteren konnen auch Exosomen, Proteine oder RNA zum Nachweis einer residuellen Tumorer-
krankung als /liguid biopsy genutzt werden [20]. Im Gegensatz zu klassischen Nachweismethoden
wie der Gewebebiopsie, handelt es sich dabei um eine nicht-invasive Methode, bei der die Patienten
sich ausschlieBlich einer Blutentnahme unterziechen miissen. Welchen Wert die Isolierung und In-
terpretation von CTCs oder ctDNA abhingig von der jeweiligen Tumorentitit besitzt und welches
Nachweisverfahren am geeignetsten ist, stellt derzeit eine der zentralen Fragestellungen vieler Ar-

beitsgruppen dar [20] [21] [22].
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Man geht davon aus, dass die CT'Cs im Blutkreislauf eine Halbwertszeit von ca. 1-2,4 h aufweisen
[15]. Teilweise kommt es zur Bildung von Aggregaten mit aktivierten Thrombozyten oder Makro-
phagen, was den Tumorzellen durch eine erleichterte Anhaftung an das Endothel einen Uberle-
bensvorteil sichert und die Extravasation in sekundire Organe etleichtern kann [20]. Die meisten
Tumorzellen, die primir die Translokation vom Tumor in das Gefidl3system erreichen, sterben in-
nerhalb von 24 h nach der Extravasation durch Apoptose [15][23].

Aufgrund des epithelialen Ursprungs zirkulierender Tumorzellen werden in den meisten Nach-
weismethoden in erster Linie etablierte epitheliale Marker wie EpCAM (Epithelial cell adbesion
molecule) oder Cytokeratine zur Isolation verwendet. Jedoch existieren mittlerweile verschiedenste
Technologien zur Detektion von CTCs, welche entweder die physikalischen oder biologischen Ei-
genschaften der zirkulierenden Tumorzellen nutzen, um diese isolieren und gegebenenfalls quan-

tifizieren zu konnen [20].

1.2.1 Detektionsmethoden zirkulierender Tumorzellen

Die Isolation von CTCs bei Patienten mit soliden Tumorerkrankungen ist aufgrund der geringen
Anzahl an Tumorzellen im Vollblut des Patienten technisch anspruchsvoll. Das Vorkommen von
einer zirkulierenden Tumorzelle auf ca. zehn Millionen andere weille Blutzellen in einer Blutprobe
mit einem Volumen von 7.5 ml stellt dabei hohe Anforderungen an die Nachweis- und Isolations-
verfahren [24]. Die bisher in der Forschung angewandten Detektionsmethoden lassen sich drei
Kategorien zuordnen — der negativen Selektion, der positiven Selektion oder Verfahren ohne eine

vorherige Selektion der CTCs [24].
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Abbildung 4: Detektionsmoglichkeiten zirkulierender Tumorzellen aus dem Blut

Die verschiedenen Detektionsmdéglichkeiten fiir CTCs wurden in drei Kategorien unterteilt. Bei der
positiven Selektion geht es darum, bestimmte Eigenschaften der Zellen, wie beispielsweise ihre
GroBe oder spezifische Oberflichenmarker, zur Isolierung der CTCs zu nutzen. Die negative Se-
lektion hingegen isoliert die zirkulierenden Tumorzellen iiber eine Elimination der anderen Zell-
fraktionen, wie beispielsweise der Leukozyten oder Erythrozyten. Bei der dritten Kategorie handelt
es sich um Verfahren, die ohne eine vorherige Selektion der CTCs arbeiten.

(WBZ = weille Blutzellen)

1.2.1.1 Positive Selektion

Unter positiver Selektion versteht man die Isolierung von CTCs unter Zuhilfenahme ihrer spezifi-
schen Higenschaften (Abbildung 4). Eine Moglichkeit stellt dabei die Anreicherung von CTCs
anhand ihrer GréBe dar, wie es beispielsweise bei den Methoden ISET® (isolation by size of epithelial
tumor cells) [25] oder SereenCell® [26] umgesetzt wird. Beide Verfahrensweisen nutzen Filter mit Po-
ren definierter GroBe, die von allen Blutzellen auf3er den Tumorzellen passiert werden kénnen, um
die CTCs zu isolieren und anzureichern. In beiden Fillen wird die Grundannahme vorausgesetzt,
dass epitheliale Tumorzellen einen groBBeren Durchmesser besitzen als periphere Blutzellen. Diese
Daten basieren grofitenteils auf der Beobachtung von Zellkultur-Tumorzelllinien, nicht auf huma-
nen zirkulierenden Tumorzellen im Blutstrom. Eine andere Form der Isolierung nutzt neben dem
GroBenunterschied auch die, im Gegensatz zu normalen weilen und roten Blutzellen, héhere Ver-
formbarkeit der CTCs [27]. Dabei handelt es sich um das automatisierte Celsee PREP 400 systernz ™
(Celsee Diagnostics, Plymouth, MI), welches die physikalischen Eigenschaften der CTCs nutzt, um

sie einzeln in kleinen Kammern festzuhalten, die von peripheren Blutzellen tiber kleine Offnungen
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am Boden wieder verlassen werden kénnen. Ein Vorteil ist, dass im Anschluss jede beliebige Far-
bung oder weitere Charakterisierung der CTCs moglich ist, da zur reinen Isolierung der Zellen
keine Markierung der Tumorzellen vorgenommen werden muss [28]. Auch Methoden, welche die
geringere Dichte oder die negative Oberflichenspannung der CTCs ausnutzen, konnen unter Um-
stinden sehr stérungsanfillig sein, da sehr kleine CTCs auch héhere Dichtewerte aufweisen kon-
nen, die sich so nicht mehr von peripheren Blutzellen unterscheiden lieBen. Dartiber hinaus gibt
es auch bei der Oberflichenspannung Uberschneidungen mit weien Blutzellen, wodurch es leicht
zur Verunreinigung der CT'Cs mit anderen Blutzellen kommen kann [24].

Eine Methode, die hiufig angewandt wird, ist eine Methode, die auf der Anreicherung der CTCs
mit Hilfe von Oberflichenmarkern und magnetischer Isolation basiert: das Ce/lSearch® System (Ve-
ridex, Warren, NJ, USA) [24]. Dabei werden CTCs aus 7,5 ml Blut isoliert, indem sie zuerst durch
Eisenpartikel, die mit anti-EpCAM Antikérpern beschichtet sind, markiert werden und anschlie-
Bend magnetisch von den tibrigen weillen Blutzellen getrennt werden. Diese sind mit Antikérpern
gegen den leukozytiren Oberflichenmarker CD45 (CD = cluster of differentiation) markiert und alle
Zellkerne werden mit dem Kernmarker DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole) angefirbt. Nach einer
ersten magnetischen Anreicherung der CTCs werden diese durch an Fluoreszenzfarbstoffe gekop-
pelte Antikérper gegen epitheliale Cytokeratine (v.a. CK 8, 18, 19) sichtbar gemacht und zuletzt
fixiert. Die Auswertung erfolgt mit einem semiautomatischen Fluoreszenzmikroskop. Dieses
Nachweisverfahren ist in den USA zugelassen (FDA Zulassung) zum Nachweis von CTCs in der
metastasierten Situation bei Prostata-, Mamma- und Kolonkarzinompatienten. Verschiedene Stu-
dien verifizierten die Reliabilitit des Ce/lSearch® Systems und auch die Praktikabilitit im klinischen
Alltag [29]]30].

Der Adna-Test® stellt eine weitere Detektionsmethode fiir CTCs dar, der eine immunomagnetische
Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen Gber spezifische Oberflichenantigene mit einer PCR
fiur krankheitsspezifische DNA-Abschnitte kombiniert [24]. Die immunomagnetische Anreiche-
rung funktioniert am Beispiel von Patienten mit kastrationsresistentem Prostatakarzinom z.B. tber
die Expression von EpCAM-Antigenen auf der Zelloberfliche der CTCs. Im Rahmen der PCR
werden Primer fir das PSA (Prostata-spezifisches Antigen), das PSMA (Prostata-spezifisches
Membranantigen) und den EGFR (epidermal growth factor receptor) eingesetzt [31].

Es gibt aber auch Methoden, die bei der Isolation ohne eine magnetische Komponente auskom-
men und stattdessen nur die verschiedenen spezifischen Oberflichenmarker der CTCs nutzen.
Dabei kénnen epitheliale Marker wie EpCAM, nukledre Marker mittels DAPI, krankheitsspezifi-
sche Marker wie PSA und PSMA oder zur Gegenfiarbung Marker mononuklearer weiller Blutzellen,
wie CD45 oder CD66, adressiert werden [24]. Ein Beispiel fiir ein solches Verfahren ist der soge-

nannte "CTC-Chip”: das Blut der Patientenprobe flie3t hindurch, wobei in der Probe enthaltene
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EpCAM-positive CTCs an den mit anti-EpCAM-Antikérpern beschichteten Spots innerhalb des
Chips haften bleiben [24].

Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde bereits vor lingerer Zeit ein Verfahren entwickelt, welches
die Expression des Markers Cytokeratin 20 (CK20) zur CTC-Detektion nutzt. Dafir wurde die
mononukleire Zellfraktion aus Blutproben von Patienten mit kolorektalem Karzinom mittels einer
Dichtezentrifugation isoliert und die CK20-mRNA anschlieBend mittels einer gqRT-PCR amplifi-
ziert [32]. Hing et al. untersuchten Blutproben von Rektumkarzinom-Patienten und konnten zeigen,
dass Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien, die eine adjuvante Radiochemotherapie (RCTX)
erhielten, signifikant mehr CTCs aufwiesen als Patienten in fritheren Tumorstadien ohne RCTX
[33]. In der Untergruppe der Patienten, die ein gutes Ansprechen auf die RCTX zeigten, wurden
vor Beginn der Primiroperation signifikant weniger CTCs nachgewiesen als in der Gruppe der
Non-Responder. Allerdings konnte in dieser Studie weder ein Zusammenhang zwischen der CTC-
Detektionsrate und dem Tumorstadium noch eine Korrelation zwischen CTC-Zahl und dem Ge-
samtiberleben der Patienten festgestellt werden. Dies stand im Widerspruch zu vorherigen Stu-
dien, die CT'Cs im Blut von Kolonkarzinom-Patienten untersuchten [33]. Hendricks et al. untersuch-
ten Blutproben von Patienten mit kolorektalem Karzinom mittels einer semiquantitativen RT-PCR
auf CK20-mRNA und bestimmten einen eu-off-Wert der relativen CK20-mRNA Expression. Pa-
tienten mit hohen CK20-Expressionslevels (= 2,77) zeigten ein signifikant schlechteres Outcome
beziiglich der 5-Jahres-Uberlebensrate und des krankheitsfreien-Uberlebens. Diese Ergebnisse be-
statigten sich auch bei alleiniger Betrachtung aller Patienten in niedrigen Tumorstadien (UICC
I+1II), sodass es gelang, Risiko-Patienten mit negativer Prognose bereits zu einem frithen Zeitpunkt
der Erkrankung zu identifizieren [34].

In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sich eine Expression von CK20 im Ver-

lauf der gastrointestinalen Tumorerkrankung als negativ prognostischer Faktor erwies [32][35].

1.2.1.2 Negative Selektion

Bei der negativen Selektion wird eine Anreicherung der CT'Cs tber eine Markierung und anschlie-
Bende Eliminierung der ubrigen weillen Blutzellen (WBCs = white blood cells) erreicht (Abbildung
4). Ein Beispiel fur diese Vorgehensweise stellt die Detektion von CTCs mittels des EasySep Deple-
tion Kits von StemCell Technologies (Vanconver, Cananda) dar [24]. Bei diesem Verfahren erfolgt zu-
nichst eine Lyse der roten Blutzellen, gefolgt von einer immunomagnetischen Markierung und
Elimination der weilen, CD45-positiven, Blutzellen. Zusitzlich finden hierbei auch Antikérper
gegen CD13 und CD33 Anwendung. Nach der Eliminierung der iibrigen peripheren Blutzellen
wurden zur abschlieBenden Detektion der CTCs zwei verschiedene Verfahren eingesetzt — auf der

einen Seite eine immunozytochemische Methode, welche beinhaltet, dass die CTCs mit dem
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Kernfarbstoff DAPI und Antikérpern gegen Cytokeratin angefirbt werden, und auf der anderen
Seite eine RT-qPCR fir die EGFR-mRNA Detektion. Mittels dieser Methoden konnten CTC-

Detektionsraten von etwa 83% erreicht werden [30].

1.2.1.3 Methoden ohne vorherige Selektion

Der Vorteil von Methoden, die keine Selektion von Zellen durchfthren, ist, dass folglich wihrend
dieser sonst iiblichen Selektionsschritte auch keine CTCs verloren gehen kénnen [24]. Die Flusszy-
tometrie ist dabei ein Verfahren, welches schon seit langer Zeit zur Anwendung kommt. Schon
1995 beschrieben Gross et al. die Detektion von Brustkrebszellen im peripheren Blut durch die
Verwendung verschiedener immunfluoreszierender Marker. Durch die Verwendung von vier un-
terschiedlich farbigen Markern gegen Cytokeratine und anti-CD45/42a/61 und 34 gelang es ihnen,
cine Zelle aus 10" petipheren Blutzellen zu isolieren [37].

Eine andere Moglichkeit ist die high-throughput Mikroskopie [24]. Dieses Verfahren bietet die Mog-
lichkeit einer optischen Darstellung von CTCs mittels immunhistochemischer Anfirbung der Zel-
len, zum Beispiel mit Hilfe der ,,Epic Sciences platform*. Dabei wurden alle roten Blutzellen lysiert,
alle kernhaltigen Zellen mittels Immunfluoreszenz angefirbt und anschlieBend durch einen spezi-
ellen Fluoreszenz-Scanner analysiert [24]. CD45 negative, CK positive und DAPI positive intakte
Zellen wurden als CTCs gewertet [38]. Auch bei dieser Methode besteht keine Gefahr, vereinzelte

CTCs wahrend vorangehender Selektionsschritte zu verlieren [38].
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1.2.2  Klinische Anwendungsbereiche zirkulierender Tumorzellen

Die klinischen Anwendungsméglichkeiten der Detektion, Analyse und Quantifizierung von CTCs
sind vielfaltig und konnten den zukinftigen Umgang mit Tumorerkrankungen mal3geblich beein-

flussen (Abbildung 5).

Therapiesche

Real-Time Th
Monitori

Abbildung 5: Klinische Anwendungsmdéglichkeiten von CTCs

modifiziert nach Alix-Panabieres et al. [20]

Dargestellt sind verschiedene klinische Bereiche, die Gegenstand aktueller Forschung sind und

in denen CTCs im klinischen Alltag eine Rolle spielen, bzw. in Zukunft eine Rolle spielen kénn-

ten.
Iie et al. forschten beispielsweise zum Thema ,,Gebrauch von CTCs als Screeningmethode und zur
Krebsfritherkennung® und konnten bei Patienten mit COPD CTCs nachweisen, die im Verlauf ein
bis vier Jahre spiter tatsichlich ein Lungenkarzinom im frithen Stadium entwickelten, anders als
Patienten, bei denen initial keine CTCs detektiert worden waren [39]. Aber auch beziiglich der
prognostischen Einschitzung von Tumorerkrankungen kénnten sich CTCs als wertvoll erweisen.
In einer gro3en multizentrischen Studie konnten z.B. Rack et. al 2014 zeigen, dass sich der Nach-
weis von CTCs bei Patienten mit Brustkrebs neben etablierten prognostischen Markern wie der
Tumorgrofie oder dem Lymphknotenstatus als unabhingiger, negativ prognostischer Marker eig-
nete. Dies zeigte sich auch durch ein signifikant verkiirztes krankheitsfreies Uberleben der CTC-
positiven Patienten. Aber nicht nur als Screeningmethode oder zur Prognoseeinschitzung lassen
sich CTCs nutzen, sie konnten auch zur Auswahl individuell effektivster Therapieschemata beitra-
gen oder eine neue Moglichkeit des rea/l-tzme Therapiemonitorings darstellen. Auf RNA, DNA und

Proteinebene lassen sich durch die genetische Analyse von CTCs Riickschliisse auf den Genotypen
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des Primdrtumors zichen und so eventuelle Resistenzmechanismen oder therapeutische Angriffs-
punkte besser detektieren und charakterisieren [20]. Am Beispiel des kolorektalen Karzinoms ana-
lysierten Heitzer ef al. 2013 die Expression von Genen, die mit dem CRC assoziiert sind. CTCs und
Primdrtumore wurden dabei getrennt betrachtet, wobei fir beide Zelltypen eine Vielzahl an trei-
benden Genmutationen nachgewiesen werden konnte (z.B. APC, KRAS) [40]. Die genetische Cha-
rakterisierung von CTCs konnte also zu einem besseren Verstindnis von Resistenzmechanismen
in Tumoren fihren und in Zukunft ein gezielteres therapeutisches Vorgehen ermoglichen. Aber
auch wihrend der Therapie ist die Uberwachung des Therapieansprechens von gro3em Interesse,
woflr bislang etablierte Tumormarker wie das Prostata-spezifische Antigen (PSA) beim Prosta-
takarzinom oder das carcinoembryonale Antigen (CEA) beim CRC verwendet werden. In neuen
Studienansitzen wird der prognostische Wert von CTCs unter der Therapie im Vergleich zu etab-
lierten Tumormarkern untersucht. Bidard et al. wollten die Validitit der CTC-Quantifizierung, be-
zogen auf die prognostische Vorhersagekraft, bei Patienten mit metastasiertem Brustkrebs prifen,
die sich unter chemotherapeutischer Behandlung befanden. Es konnte gezeigt werden, dass die
fortlaufende Bestimmung der CTC-Zahl in Zusammenschau mit anderen klinischen und histopa-
thologischen Faktoren, wie dem Tumorstadium oder dem Metastasierungsstatus, mit dem Gesamt-
tiberleben sowie dem progressionsfreien Uberleben korrelierte. Die Bestimmung der CTC-Zahl
besal3 dabei einen héheren Vorhersagewert als klinisch bereits etablierte Tumormarker wie CEA
oder CA15-3 (Cancer Antigen 15-3)[20].

Auf diese Weise kénnten in Zukunft moglicherweise noch frither spezifische Einschitzungen der
therapeutischen Wirkung erreicht werden und im Umbkehrschluss unwirksame, teure und meist

nebenwirkungsreiche Therapien vermieden werden.
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1.3 Fragestellung dieser Arbeit

1.3.1 Hintergrund

Im Verlauf des Metastasierungsprozesses des kolorektalen Karzinoms konnen sich einzelne Tu-
morzellen aus dem Primértumor l6sen und in den Blutkreislauf gelangen, was im weiteren Verlauf
zur Ausbildung von Metastasen fithren kann. Zahlreiche Studien haben bereits gezeigt, dass der
Nachweis von CTCs im Blut von Patienten mit CRC mit einer schlechteren Prognose korreliert
[34][41][42]. In unserer Arbeitsgruppe wurde in enger Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Expe-
rimentelle Tumorforschung in Kiel (IET) bereits ein qPCR-basiertes Nachweisverfahren fiir CTCs
etabliert [32][33][34]. Dabei wurde bislang der epitheliale Marker Cytokeratin-20 (CK20) genutzt,
um CTC-positive Patienten mittels einer CK20-RT-qPCR zu ermitteln [32].

1.3.2 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, in Zusammenarbeit mit den Firmen ORGA Labormanagement GnbH und
SynenTec, ein neues Immuntluoreszenz-basiertes Nachweisverfahren fir zirkulierende Tumorzellen
zu entwickeln, welches die Detektion, Quantifizierung, morphologische Darstellung und — in Folge
dessen — bessere Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen erméglichen sollte. Des Weiteren
wollten wir die klinische Bedeutung von CTCs am Beispiel von Patienten mit kolorektalem Karzi-
nom genauer ergrinden. Es handelte sich um eine Pilotstudie mit einem Patientenkollektiv von 44
Patienten.

Anhand von Blutproben dieser Patienten sollte das neue Nachweisverfahren auf seine Sensitivitit
gepruft werden und die Ergebnisse mit der in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten CK20-RT-
qPCR [32][33][34] und mit klinischen Parametern (Tumorstadium, Therapieansprechen, Rezidiv-
rate und Tumormarkern) verglichen werden.

Ein weiteres Ziel stellte die Verlaufsbeobachtung der Patienten dar. Durch die Analyse der Blut-
proben, die postoperativ in Abstinden von 1, 3, 6, 9 und 12 Monaten gewonnen wurden, war es
moglich, die Dynamik der CTC-Zahl im Blut der Patienten im Verlauf eines Jahres zu beobachten.
In der Klinik fiir Allgemeine Chirurgie wurden zu diesem Zweck Blutproben von 44 Patienten mit
kolorektalem Karzinom entnommen. Zum Vergleich werteten wir auf3erdem die Proben von 12
Gesundspendern, welche aus freiwilligen Probanden unseres Institutes rekrutiert wurden, mit dem-
selben Verfahren aus. Die klinischen Daten aller Patienten wurden in einer zentralen Tumordaten-

bank hinterlegt und sind dort abrufbar.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Firma Bestellnummer
96-well Platten flat bottom Sarstedt #83.3924
BD Vacutainer CPT™ Rohrchen BD #362782
Safety-Multifly® 21G Sarstedt # 85.1638.235
S-Monovetten® 8,2 ml INC, 3,2 % | Sarstedt #01.1606.001
Citrat
Eppendorf Tubes 1,5 ml Sarstedt #72.690.001
Eppendorf Tubes 2 ml Sarstedt #72.691
Falcon 15 ml Sarstedt #62.554.502
Falcon 50 ml Sarstedt #062.547.254
Zihlkammer Neubauer-improved | Marienfeld #0640030
Spritze 50 ml (BD Plastikpak™) BD #300865
2,5 ml Combitips advanced® Eppendorf #0030089448
Sterilfilter (Filtropur 0,2 um) Sarstedt #83.1826.001
Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt #86.1172
Zellkulturflaschen T25 Sarstedt #83.3910.002
96 Fast PCR-Platte Halbrand Sarstedt #72.1981.202
Adhisive qPCR-Folie Sarstedt #95.1999

2.2 Puffer, Reagenzien, Medien und Kits

Tabelle 5: Reagenzien und Medien
Bezeichnung Firma Bestellnummer
Chloroform Merck #1.02445.1000
Isopropanol Merck #1.09634.1000
Ethanol J.T. Baker #8025
DAPI-Losung, Stock: 30 mM Biolegend #422801
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Human TruStain FcX™ (Fc Recep- | Biolegend #422301/2

tor Blocking Solution)

Ficoll-Paque™Plus GE Healthcare #17-1440-03

Trypan-Blau-Losung 0,4 % Gibco #152500061

Trypsin Gibco #15400054
Tabelle 6: Nahrmedien

Bezeichnung Firma Bestellnummer

Dulbecco’s Modified Eagles Medium | Gibco #22320-022

(DMEM)

Fotales Kilberserum (FCS) Pan Biotech #930-1506

GlutaMAX (100x) Gibco #35050-061

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-pi- | Gibco #52400-025

perazinyl)-ethansulfonsiure)

Pyruvat Gibco #10569010

Roswell Park Memorial Institute Gibco #52400-025

(RPMI)-1640 Medium

2.2.1 Zelllinien

2.2.1.1 Zelllinie MCFE7

Die MCF7-Zelllinie (Michigan Cancer Foundation-7) wurde im Jahr 1975 aus dem Pleuraerguss

einer kaukasischen 69-jihrigen Frau isoliert, die unter einem Adenokarzinom der Mamma litt. Die

Zellen wurden in DMEM full (bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 5%) kultiviert.[43]

2.2.1.2 Zelllinie HT29

Die HT29-Zelllinie wurde im Jahr 1964 von ]. Fogh aus dem kolorektalen Adenokarzinom einer
44-jihrigen kaukasischen Frau isoliert. Kultiviert wurden sie in RPMI full (1x,+L-Gluta-

min+25 mM HEPES), supplimiert mit 10 % FCS, 1 mM Natriumpyruvat und 2 mM glutaMAX

bei 5 % CO, und 37°C.[44]
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Tabelle 7: Kommerzielle Puffer
Kommerzielle Firma Inhaltsstoffe Katalognr. | Lagerung
Puffer
CTL-Wash™ CTL Steriles H,O, Aminosauren, | #CTLW-010 | 4°C
Puffer (10x) Vitamine, anorganische
Salze, gesittigte +
ungesittigte Fettsauren,
Insulin, humanes Albumin
u.a. [45]
Fixation Buffer Biolegend 1 % Paraformaldehyd [40] #420801 4°C
PBS ohne Mg, Ca | Gibco/Life- Phosphat-gepufferte #14190-094 | RT
Technologies Salzlosung
Permeabilisation- Biolegend Saponine-haltige Losung #421002 4°C
Wash-Buffer (10x)
Tabelle 8: Angesetzte Puffer
Bezeichnung Vorbereitung | Information Verwendung
Puffer A 45 ml PBS + | Verteilung auf 3x | Absittigung unspezifischer
(PBS/ 1 % FCS) | 450 ul FCS 15 ml Falcons, Bindungsstellen an der Pipettenwand
Endkonzentration | durch fotales Kélberserum
1:100; Lagerung
bei 4°C tber
mehrere Wochen
moglich
Puffer B 2 ml CTL- Endkonzentration | Waschen der PBMCs und CTCs in
(Waschpuffer Wash-Buffer 1:10 einer nahrhaften, ausgeglichenen
1:10) (10x) + 18 ml Losung, um die Qualitit der Zellen zu
PBS erhalten
Puffer C 0,6 ml Endkonzentration | Fixierung der Zellen
(Fixationspuffer Fixation 1:2

1:2)
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Buffer +
0,6 ml PBS
Puffer D 100 ul Perm- Waschen und Permeabilisierung der
(Waschpuffer) /Washpuffer Zellen vor der Anfiarbung mit
(10x) + 5l immunfluoreszierenden Antikorpern,
FC-Block + auflerdem Blockierung von Fc-
895 ul Aqua Rezeptoren, um eine falsch-positive
dest. Firbung zu verhindern
Puffer E 5 ul DAPI- Endkonzentration | Vorverdiinnung
(DAPI-Puffer) Stock-Losung | 1:1000
(vorverdiinnt) (30mM) +
5 ml Aqua
dest.
Puffer F 40 ml PBS + | Endkonzentration | Farbung der Zellkerne mit DAPI
DAPI-Puffer 400 pl Puffer | 1:10000
(vorverdinnt) + E
PBS

Tabelle 9: Antikrper und Firbelosungen

Lagerung der Antikorper bei 4°C.

Verwendete Firma Katalognrt. | Konzentration End- Emissions-

Antikorper der konzentration | spektrum
Ausgangslosung [nm]

Alexa Fluor® 488 Biolegend | #304017 200 pg/ml 1:5 488 nm

anti-human CD45

Antibody

(Mouse IgG1, )

Alexa Fluor®™ 647 Biolegend | #324212 50 pg/ml 1:25 647 nm

anti-human CD326

(EpCAM)

Antibody

(Mouse 1gG2b, x)
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Alexa Fluor® 647
anti-Cytokeratin
(panreactive)
Antibody
(Mouse IgG1, )

Biolegend

#628604

5 ng/mL

1:25

647 nm

Alexa Fluor® 647
anti-EGFR-
Antibody

(sc-120 AF647)
(Mouse Ig(G2a, )

SantaCruz

#Hsc-120

200 pg/ml

1:25

647 nm

Alexa Fluor® 647
anti-human CD340
(etbB2/HER-2)
Antibody

(Mouse IgG1, »)

Biolegend

#324412

200 pg/ml

1:25

647 nm

Tabelle 10: Kits

Kits

Firma

Katalognummer

peqGOLD RNAPure™

VWR

#30-1010

Kit for RT-qPCR

Maxima First Strand cDNA Synthesis

Thermo Scientific™

HK1642

gerung: 2-8°C)

TaqMan® Universal Master Mix II (La-

Applied Biosystems

#4440040

KRT20

TagMan® Gene Expression Assay —

Applied Biosystems

#HS0096603_M1

TBP

TagMan® Gene Expression Assay —

Applied Biosystems

#HS00427620_M1
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2.3 Laborgerite

Tabelle 11: Laborgerite

Laborgerite Firma

NYONE® SYNENTEC GmbH
PCR-Cycler StepOnePlus Applied Biosystems
Zentrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge Rotina420 Hettich

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus

Zentrifuge BIOFUGEfresco Heraeus

Mikroskop Axiovert25 Zeiss

Thermocycler Biometra

2.4 Zellkultur

2.4.1 Zellkulturmedien vorbereiten

50 ml FCS wurden durch einen 0.22 um- Sterilfilter filtriert und anschlieBend zu einer 50 ml Me-
diumflasche gegeben (Endkonzentration 10 %). Je 5 ml Natriumpyruvat (Endkonzentration
1 mM) und GlutaMAX (Endkonzentration 2 mM) wurden ebenfalls zugegeben. Das supplimierte
Medium wurde als DMEM/RPMI full bezeichnet.

2.4.2  Zellen splitten

Das Wachstum, die Konfluenz und die Vitalitit der Zelllinien wurden regelmifBig unter dem Mik-
roskop evaluiert. Bei einer ungefihren Konfluenz von 90% wurden die Zelllinien geteilt (gesplittet).
Daftr wurde zunichst das Nahrmedium abgenommen, verworfen und mit 3 ml vorgewdrmtem
(37°C) PBS gespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml vorgewdrmtem Trypsin beschichtet,
die Flasche kurz geschwenkt und im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde
untersucht, ob sich alle Zellen abgel6st haben. Wenn alle Zellen gelést waren (nach ca. 5 min),
wurde der Boden mit 8 ml Standard-Zellkulturmedium (inklusive FCS) gespiilt, sodass alle Zellen
gelost und vereinzelt wurden und die Enzymreaktion des Trypsins unterbrochen wurde. Die Zell-
suspension wurde in ein 50 ml Falcon tiberfithrt und bei 330 g fiir 5 min abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abgegossen und das Pellet in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Ein Teil dieser
Zellsuspension (1/6 fur HT29, 1/5 fir MCF7) wurde in eine neue Zellkulturflasche tiberfihrt und

mit Medium aufgefillt.
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2.4.3 Auftauen neuer Zellen

Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden kurz im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Da die Flissigkeit
Dimethylsulfoxid (DMSO) enthalt, welches toxisch fir die Zellen ist, muss hierbei zligig gearbeitet
werden, um ein Absterben der Zellen zu verhindern. Das entsprechende Zellkulturmedium wurde
aufgewirmt und 9 ml in ein 50 ml Falcon vorgelegt. Die aufgetaute Zellsuspension aus dem Kry-
obehilter wurde dazu pipettiert. Anschlieend wurden die Zellen bei 300 g abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 8 ml des entsprechenden Zellkulturmediums gelést und
vorsichtig resuspendiert, bis es komplett gelost war. Schlief3lich wurde je nach gewtnschter End-
konzentration das benotigte Volumen der Zellsuspension in die dafiir vorbereiteten Zellkulturfla-
schen gegeben und mit Medium auf 5 ml aufgefiillt. Am nichsten Tag wurde ein Mediumwechsel

durchgefiihrt, um nicht adhirente oder tote Zellen zu entfernen.
2.5 Herstellung einer Positivkontrolle

Die Positivkontrolle bestand aus fixierten HT29-Zellen und wurde bei jeder Firbung mitgefiihrt.
Sie diente spiter als Kontrolle, ob Firbung und Scan funktionierten.

Die HT29-Zellen wurden mit Accutase abgelost, abzentrifugiert (330 g, 5 min) und in 1 ml Me-
dium resuspendiert. AnschlieBend wurden 100 pl der Zellsuspension mit 900 ul Puffer A gemischt.
Zur Zellzahlung wurden von dieser 1: 10 Verdiinnung jeweils 6 x 10 pl in eine 96-Well-Platte pi-
pettiert (6-fach Bestimmung), die bereits je 190 pl 1x Perm/Wash-Puffer + DAPI (1:100 000) ent-
hielten. Die Zellen wurden abzentrifugiert (330 g/3 min). Die 96-Well Platte wutde anschlieBend
im NYONE®-Gerit mit folgenden Einstellungen gescannt (Channel 1: Excitation: UV, Emission:
Blue; Channel 2: Excitation: BF, Emission: Blue). AnschlieBend wurde mittels des Nuclei-Count
Operators der YT-Software die Zellzahl pro Well bestimmt. AnschlieBend wurde aus dem Mittel-
wert der 6-fach Zihlung die Zellzahl/pl der Verdinnung berechnet, die entsprechende Zellzahl in
einem Endvolumen von 3 ml Puffer A resuspendiert und mit 1 ml unverdinntem Fixationspuffer
(Endkonzentration 1% Paraformaldehyd) fir 10 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden abzentri-
fugiert (330 g, 5 min) und anschlieBend mit Puffer A auf eine Endkonzentration von 100 Zel-

len/10 pl Zellsuspension eingestellt.
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2.6 Detektion zirkulierender Tumorzellen mit dem NYONE®

2.6.1 Blutentnahme

Den Patienten wurden 8,2 ml Blut in Citrat-Monovetten abgenommen. Alle Patienten stimmten
der Blutentnahme und Studienteilnahme schriftlich zu, ein positives Ethikvotum liegt vor (AZ:
A110/99; s. Anhang 6.1). Bei einer direkten Venenpunktion wurde das erste Rohrchen dabei stets
verworfen, um eine mogliche Verunreinigung durch epitheliale Hautzellen bei der Punktion aus-
zuschlieSen. Wurde das Blut direkt aus einem Zugang oder zentralen Venenkatheter im Rahmen
der OP-Einleitung abgenommen, entfiel dieser Schritt. Nach der Entnahme wurde das Rohrchen
mehrfach geschwenkt und danach bei Raumtemperatur bewegt gelagert. Das Blut wurde anschlie-

Bend innerhalb von vier Stunden weiterverarbeitet.

2.6.2 Votbereitung

Zu Beginn wurde eine Transfer-Pipette mit 5 ml des vorbereiteten Puffer A aufgezogen. Dies
diente dem Absittigen unspezifischer Bindungsstellen, um ein etwaiges Anhaften von Zellen an
der Pipettenwand zu verhindern. Die Pipette musste fiir mindestens 20 bis 30 min mit dem Puffer
abgesittigt werden. Der restliche Puffer A wurde in ein neues 15 ml Falcon tiberfithrt und fur
spiter aufbewahrt. Das leere R6hrchen wird im Folgenden als ,,R6hrchen A* bezeichnet. Dieses
wurde durch den Puffer A ebenfalls abgesittigt, um ein unspezifisches Anhaften der Zellen an der

Rohrchenwand zu minimieren.

2.06.3 Anreicherung und Waschen der Zellen

v
Blutplasma —— |

Lymphozyten,
Monozyten,
CTCs P

Gelbarriere

Erythrozyten

Abbildung 6: CPT-R6hrchen nach Zentrifugation
[47]
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Die Tumorzellen wurden mit Hilfe von BD Vacutainer® Mononuclear Cell Preparation Tubes
(CPT™) angereichert. Diese Rohrchen enthalten Natriumcitrat als Antikoagulanz und ein kombi-
niertes Dichtetrennsystem aus einem thixotropen Gel und FICOLL™ [47]. Die Blutabnahme
kann theoretisch direkt in diese R6hrchen erfolgen. Da in unserem Krankenhaus die Standardblut-
entnahme aber mit einem Monovetten-System erfolgt, tiberfithrten wir nachtriglich 8.2ml Citrat-
blut in die CPT-Rohrchen. Die Rohrchen wurden anschlieBend funfmal durch langsames Schwen-
ken gemischt und zentrifugiert (1650 g, 20 min, RT). Dabei wurden die Blutbestandteile nach ihrer
Dichte getrennt. Die mononukleiren Zellen inklusive der CTCs befanden sich anschlieBend ober-
halb der Gelphase (Abbildung 6)[48].

Nach erfolgter Auftrennung der Zellen wurde das CPT-R6hrchen mindestens fiinffach gewendet,
um die Zellen mit dem Plasma zu mischen und alle Zellen von der Wand des R6hrchens abzuldsen.
Danach wurde die Zellsuspension aus dem CPT-Réhrchen mittels der abgesittigten Transferpi-
pette in das abgesittigte leere R6hrchen A Gberfiihrt. Das CPT-R6hrchen wurde anschlieBend mit
Hilfe der Transferpipette drei Mal mit Puffer B (jeweils 2 ml) gesptilt und alles ebenfalls in Réhr-
chen A gegeben, um sicherzustellen, dass keine Tumorzellen verloren gehen. AbschlieBend wurde
das Réhrchen A mit Puffer B auf 15 ml aufgefillt. Die Gelbarriere des CPT-R6hrchens sollte zum
Schluss klar sein und keine Zellriickstinde mehr enthalten.

Im Anschluss wurde das Réhrchen A zentrifugiert (330 g, 15 min, RT) und der Uberstand danach
vorsichtig abpipettiert. Das Pellet wurde in 1 ml Puffer B resuspendiert. Das Falcon wurde danach
mit Puffer B auf 10 ml aufgefiillt und abermals zentrifugiert (330 g, 10 min). Der Uberstand wurde

abgenommen und das Pellet in 1 ml Puffer B resuspendiert.

2.6.4 Fixierung der Zellen

Zur Fixierung der Zellen wurde der Puffer C verwendet. Er ist gut geeignet, um die Zellen zu
fixieren, wenn danach eine Permeabilisierung der Zellen fiir anschlieBende Farbungen vorgenom-
men werden soll [46]. Die Zellsuspension in Réhrchen A wurde vorsichtig gevortext und dabei
1 ml von Puffer C tropfenweise hinzugefiigt. Nach 10 min Inkubationszeit auf dem Roller wurde
das Rohrchen abschliefend, zur Konzentrationsverminderung des Fixierungspuffers, mit 8 ml Puf-
fer A aufgefullt. Die Zellen waren nun fixiert. Je nach Zeitpunkt des Probeneingangs wurde das
Protokoll an dieser Stelle unterbrochen und die Zellen bei 4°C mehrere Tage (maximal vier) gela-

gert.

2.6.5 Permeabilisierung der Zellen

Das Zellpellet wurde aufgeschittelt und anschlieBend 1,1 ml unverdinnter Perm-/Wash-Puffer

(10x) dazu pipettiert. Der Puffer permeabilisiert die Zellen. Nach 5 min Inkubationszeit bei RT
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wurde die Zellsuspension zentrifugiert (330 g, 10 min). Das Pellet wurde in 900 ul des vorbereite-
ten Puffer D resuspendiert.

Parallel wurde eine Positivkontrolle vorbereitet, um zu kontrollieren, ob Permeabilisierung und
Farbung der Zellen funktionierten. Dazu wurden 5 pl fixierte HT29-Zellen (s. 2.5; 5 ul=50 Zellen)
in ein Eppi pipettiert und dann ebenfalls mit 900 ul Puffer D aufgefiillt. Sowohl Rohrchen A, als
auch die Positivkontrolle mussten anschlieBend fiir 15 min inkubieren, um eine gute Permeabili-
sierung der Zellen vor der anschlieBenden Firbung zu erreichen. Durch den im Puffer D enthalte-
nen Fc-Block wurden zudem Fc-Rezeptoren blockiert, um eine falsch-positive Farbung zu verhin-

dern.

2.6.6 Farbung der Zellen

Die Antikérperlésung bestand aus jeweils 34 pl Puffer D, AF488-markiertem anti-CD-45-Antikor-
per in einer Verdinnung von 1:5 (10ul), 2 ul anti-human CD326 (EpCAM) Antikorper (1:25), 2 ul
anti-Cytokeratin (pan reactive) Antikérper (1:25), 2 ul anti- EGFR-Antikérper (1:25) und 2 pl anti-
human CD340 (HER-2) Antikérper (1:25), alle AF647-markiert (s. Tabelle 9). Nach Ablauf der
15-miniitigen Inkubation mit Puffer D wurden je 50 pl der Antikérper-Mischung in R6hrchen A

und zur Positivkontrolle gegeben. Die Rohrchen wurden 30 min bewegt im Dunkeln inkubiert.

2.6.7 Uberfiihrung der Zellen in 96-Well-Platten

Kurz vor Ablauf der 30 miniitigen Inkubationszeit wurde der Puffer F vorbereitet, welcher den
Fluoreszenz-Farbstoff DAPI zum Anfirben der Zellkerne enthielt. Die Positivkontrolle wurde bei
RT (300 g, 5 min) abzentrifugiert, das Pellet in 400 ul des Puffer F resuspendiert und je 200 pl der
resuspendierten Positivkontrolle in das jeweils letzte Well (H12) von zwei 96-Well-Platten pipet-
tiert. Im Folgenden wurde das Rohrchen A, das die gefiarbten Blut-Zellen enthielt, insgesamt drei-
mal mit Puffer F bis auf ein Gesamtvolumen von 10 ml aufgefillt, die Zellsuspension nach jedem
Mal mehrfach geschwenkt und gleichmiBig auf alle noch freien Wells verteilt. Am Ende der Ver-
teilung enthielt jedes Well ein Volumen von 200 ul Zellsuspension, bzw. Puffer F oder Positivkon-
trolle. Vor der Messung im NYONE® wurden die Platten bei RT zentrifugiert (330 g, 10 min).

2.6.8 Messung im NYONE®-Zellimager und Auswertung

Die Platten wurden anschliefend im NYONE®-Cellimager gemessen. Das Messprotokoll war zu-
vor an unserem Institut in einer Kooperation mit den Firmen ORGA Labormanagement GmbH
und SYNENTEC GmbH und dem Institut fiir Klinische Chemie des UKSH Kiel entwickelt wor-
den. Zunichst erfolgte ein Vor-Scan im roten Kanal, da die Tumorzellen rot markiert worden wa-

ren. Alle roten Events wurden von der zum NYONE® gehorigen YT-Software nach definierten
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Parametern erkannt und markiert, Automatisiert wurde anschlieBend eine region of interest (ROI)
um diese Events herum in vier Kanilen gescannt (UV/blau, blau/griin, rot/rot, Hellfeld/blau).
AnschlieBend erkannte die Virtual Cytoplasm 2F-Applikation der Y'T-Software automatisch nach
bestimmten Kriterien die Zellkerne (blaue Fluoreszenz) und analysierte, ob in einem definierten
Kreis um die Zellkerne eine griine oder rote Fluoreszenz vorlag. Nur Events, deren DAPI-Signal
die Kriterien fiir Zellkerne erfillte und deren Fluoreszenzsignale einen gewissen Threshold im gri-
nen Kanal unter- bzw. im roten Kanal Gberschritten, kamen als Tumorzelle in Betracht. Diese
Events wurden durch den Anwender in der Software einzeln betrachtet und ihre Morphologie
noch einmal visuell Uberprift. Nur Events, die eine Zellmorphologie aufwiesen, wurden letztend-

lich als CTCs gewertet.

2.7 Detektion zirkulierender Tumorzellen mit dem NYONE®-Verfahren —
Spiking

Das Spiking diente der Validierung des Nachweisverfahrens mit dem NYONE®-Ce/imager. Ziel war

es, eine definierte Anzahl zuvor hinzugefiigter HT29- bzw. MCF7-Zellkultur-Tumorzellen in der

Blutprobe eines Gesundspenders mit Hilfe der neuen Methode zu detektieren.

2.7.1 Zellen ablésen und zahlen

Zu Beginn des Spiking-Versuchs mussten die benétigten Tumorzellen abgelst und gezihlt werden.
Der Ablauf entsprach der Herstellung der Positivkontrolle, allerdings wurde der letzte Fixierungs-

schritt ausgelassen, um der Blutprobe vitale Tumorzellen hinzuzufiigen.

2.7.2 Blutentnahme

Einem Gesundspender wurden 8,2 ml Citratblut abgenommen. Das Blut wurde anschlieBend be-

wegt bei RT gelagert und innerhalb von 4 h weiterverarbeitet.

2.7.3  Spiking, Anreicherung und Waschen der Tumorzellen

Fir die weitere Verarbeitung wurde das Blut in CPT-Roéhrchen tberfthrt (s. 0). AnschlieBend
wurde der Blutprobe das Volumen der HT29 bzw. MCF7-Zellsuspension hinzugefiigt, das ca. 100
Tumorzellen enthielt. Nach dem Hinzufiigen der Tumorzellen (Spiking) wurde das Blut im CPT-
Rohrchen zentrifugiert (1650 g, 20 min) und die mononukledren Zellen oberhalb der Gelphase
angereichert.

Ab diesem Schritt entsprach das weitere Vorgehen der Verarbeitung der Patientenproben, wie be-

reits in Abschnitt 2.6 beschrieben. Zudem wurde das gleiche Volumen der Zellsuspension in je

sechs Wells einer 96-Well Platte tberfihrt, die bereits je 190 ul 1x Perm/Wash-Puffer + DAPI
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(1:100 000) enthielten. Die Zellzahl wurde mittels des Nuclei-Count Operators der YT-Software be-
stimmt wie unter (Positivkontrolle) (s. 2.5) beschrieben. Nach der Messung im NYONE® wurde

berechnet, wie viel Prozent der zuvor hinzugefiigten Tumorzellen in der Probe detektiert wurden.

2.7.4 Asservierung von klinischen Proben fiir die BiomaterialbankFicoll-Zentrifugation
und Zellisolierung

Das Blut wurde 1:3 mit RPMI verdinnt. Die Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung der
mononukleiren Zellen wurde mit dem Ficoll-Paque™Plus (GE Healthcare) durchgefithrt. 15 ml
Ficoll wurden in ein 50 ml Falcon gegeben und danach maximal 30 ml Volumen der verdiinnten
Blutzellen vorsichtig auf ein Ficoll-Kissen geschichtet. AnschlieBend wurde das Réhrchen 40 min
mit reduzierter Beschleunigung zentrifugiert. Die Interphase wurde anschlieBend abgenommen, sie
enthielt alle mononukledren Zellen inklusive eventueller Tumorzellen. Sie wurde in ein steriles
50 ml-Falcon tberfihrt und die Zellen 1:2 mit kaltem PBS verdiunnt. AnschlieBend wurde das
Rohrchen abermals zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach der Zentrifugation wurde
auf Fis weitergearbeitet. In 2 ml kaltem PBS wurde das Pellet resuspendiert, bevor die PBMC (pe-

ripheral blood mononuclear cells) in einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt wurden.

2.7.5 RNA-Isolierung

2.7.6 Die Isolierung der RNA aus den mittels FICOLL isolierten PBMC's erfolgte nach
den Anweisungen des Herstellers der Lysis-Reagenz (PeqGOLD RNA-Pure;
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen). Die RNA-Extraktion im Anschluss an die
Homogenisierung bestand aus vier Schritten, der Phasentrennung, der RNA-
Prizipitation, dem Waschen und Lésen der RNA sowie dem Messen der RINA-
Konzentration mit dem NanoDrop 2000c Spectrophotometer (VWR
Peqlab).cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurde das Maxzma First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR der Firma
ThermoS cientific™ verwendet und die cDNA entsprechend den Empfehlungen des Herstellers aus
jeweils 3 ng RNA synthetisiert. Das Produkt der cDNA-Synthese wurde bei -20°C oder bei linge-

ren Lagerungszeiten bei -70°C gelagert.

2.8 CK20-RealTime-qPCR
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Die qPCR wurde mit dem TagMan Universal Master Mix II (Life Technologies, Darmstadt, Ger-
many) und dem StepOnePlus (Life Technologies) durchgefithrt. Die Durchfihrung erfolgte nach
Herstellerangaben. Fir jede Probe wurden 20 pl des Reaktionsmixes vorbereitet, indem 10 pl
TagMan® Universal Master Mix IT (2x), 1 wl TagMan® Assay (20x) und 200 ng ¢cDNA in ein steriles
1,5-2 ul Eppi pipettiert und mit RNAse-freiem Wasser auf 20 pul Gesamtvolumen aufgefillt wur-
den. Die genutzten Primer waren Teil von dem TagMan Gene Expression Assay: KRT20
Hs00966063_m1 (CK20 Primer), TBP Hs00427621_m1 (TBP Primer), EGFR Hs01076078_m1
(EGFR Primer), EpCAM Hs00901885_m1 (EpCAM Primer) (Life Technologies). Von jeder Probe
wurden drei Zyklen durchgeftihrt. Der durchschnittliche Schwellenwert aller drei Zyklen wurde als
Grundlage der Berechnungen genutzt. Fiir die Cr-method, auch bekannt als 272%; method [49], diente

das TATA bindende Protein (TBP) als Referenz fiir das Level der Genexpression.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Detektion von CTCs mit dem NYONE® Cellimager

Zur Detektion der zirkulierenden Tumorzellen nutzten wir die Expression spezifischer epithelialer
Antikérper und adressierten diese mittels eines Immunfluoreszenz-basierten Nachweisverfahrens.
Die Fraktion der mononukledren Zellen wurde aus dem Patientenblut isoliert, fixiert, permeabili-
siert und anschlieBend mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern angefirbt, wie in Kapitel 2.6 be-
schrieben, bevor die Analyse mit dem Cellimager NYONE" erfolgte. Der von unserer Arbeits-

gruppe entwickelte Ablauf der Untersuchung ist in Abbildung 7 noch einmal zusammenfassend

o

Blutentnahme Anreicherung der 1
(8,2 ml Citratbluty —  Zellenim CPT™.-
[ Rohrchen j

Isolierung, Fixierung,
Permeabilisierung +
Farbung der Zellen mit
der Antikérper-Lésung

Uberfiihrung in 2x 6
- 96-Well-Platten
Messung imNYONE®  _ ;

+ Auswertung der Ergebnisse N

dargestellt.

N

Abbildung 7: Detektion von CTCs mit dem NYONE®

8,2 ml Citratblut wurden aufgereinigt, die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit der Antikérper-
Losung (CD45, EpCAM, Her2, EGFR, CK) sowie DAPI angefirbt. Die Messung erfolgte im
automatisierten Cellimager, dem NYONE?®. Die Ergebnisse wurden vom Anwender anschlieBend
visuell tiberpriift.

Mit dem NYONE® wurde zunichst ein Vorscan im roten Kanal durchgefiihrt (Abbildung 8A).
Automatisch wurde analysiert, in welchen Wells rote Events registriert wurden (Abbildung 8B)
und in diesen Wells wurde im Bereich des gefundenen Events ein selektiver Nachscan in den an-
deren Farbkanilen durchgefithrt (Abbildung 8C). Die zugehorige YT-Software wertete die Bilder
automatisch aus (Abbildung 8D). Events, die einen Zellkern besallen (d.h. positiv fiir DAPI
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waren) sowie eine rote, aber keine griine Fluoreszenz aufwiesen, konnten anschlieBend vom Un-
tersucher in der Software noch einmal visuell Giberpriift werden. Auf diesem Wege wurde jedes
positive Ereignis noch einmal iiberpriift, bevor es als CTC in die Auswertung einging. Falsch po-
sitive Ereignisse, im Sinne von Zelltrimmern oder Fibrinfiden, die den roten Fluoreszenzfarbstoff
aufnahmen und daher als rotes Event registriert wurden, konnten auf diesem Wege erkannt und
eliminiert werden und fihrten nicht zu einer Verfilschung der Ergebnisse.

Das NYONE® war in der Lage, Zellen automatisiert zu erkennen, zu quantifizieren und morpho-
logisch abzubilden. Es war also gelungen, eine zuverlissige und leicht praktikable Methode zur
Detektion zirkulierender Tumorzellen zu entwickeln. Die Methode eines Vorscans lediglich im
roten Kanal und eines anschlieBenden Nachscans nur in kleinen Bereichen der positiven Wells
erbrachte einen erheblichen Zeitvorteil, da sich die Betrachtung jedes einzelnen Wells unter dem

Mikroskop ertibrigte.

VORSCAN IM ROTEN KANAL VORSCAN ANALYSE

ANALYSE

Abbildung 8: Vorgehensweise des NYONE”

Das NYONE® arbeitete vollstindig automatisiert. In einem ersten Schritt wurde ein Vorscan
im roten Kanal durchgefiihrt (A). Zunichst wurden alle roten Ereignisse markiert (B) und nur
die Bereiche um diese Ereignisse der entsprechenden Wells anschlieBend in allen vier Farbkani-
len nachgescannt (rot, griin, blau, Hellfeld) (C). Alle Ereignisse, die einen Zellkern aufwiesen
und rot aber nicht grin waren (CTCs) wurden grau umkreist, alle Ereignisse mit Zellkern und
griner aber nicht roter Fluoreszenz (Lymphozyten) orange. Die Analyse zeigte anschlieBend,
wie viele rote Zellen gefunden wurden und in welchen Wells (D).
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3.2 Etablierung der Methode anhand von Spiking-Experimenten

3.2.1 Effektivitit des NYONE® beim Nachweis von CTCs

Um die Funktionalitit und Detektionsrate des neuen Immunfluoreszenz-basierten Nachweisver-
fahrens zu uberpriifen, fithrten wir mehrere Spiking-Experimente durch. Den Blutproben gesunder
Probanden wurden zuvor errechnete 100 Tumorzellen aus der Zellkultur hinzugefiigt. Die Blut-
probe wurde anschlieSend auf die gleiche Weise aufgereinigt, fixiert und geférbt (2.7) wie die Pro-
ben der Patienten mit kolorektalem Karzinom (2.6). Untersucht werden sollte, welcher Anteil der
zuvor ins Blut pipettierten Tumorzellen mit dem NYONE®-Verfahren detektiert werden konnte.

Als Referenzanzahl der Tumorzellen wurde jeweils die gleiche Menge Zellsuspension, die ins Pati-
entenblut gespikt wurde, in sechs Wells einer 96-Well-Platte pipettiert und gezahlt. Der Mittelwert
der Zellzihlung diente als Kontrollwert (2.7.1). Insgesamt wurde das Experiment siebenmal wie-

derholt (Abbildung 9).

120- o - 100
—+— :
1004 R
s o 80
_ 80- 9 c
= 60 o
N 601 —r— 0
g 8 40 O
404 ':\o'
20- - 20
0 T T 0

Kontrolle Spiking  Ausbeute [%]

Abbildung 9: Durch Spzking-Experimente ermittelte Wiederfindungsrate (Ausbeute)
von MCF7 und HT29 Zellkulturzellen

Je 10 pl Tumorzellsuspension mit ca. 100 Tumorzellen wurden entweder direkt in eine 96-Well-
Platte (Kontrolle) oder in 8,2 ml Blut von gesunden Probanden (Spzking) pipettiert. Aus der Quan-
tifizierung der Zellen in der Kontroll-Platte mit dem NYONE® ergab sich eine Referenzzellzahl.
Das Blut wurde mit dem NYONE®-Verfahren analysiert und die CTC-Zahl ermittelt. Die Zahl der
im Blut detektierten CTCs wurde nach Abschluss der Messung mit der Referenzzellzahl verglichen.
Jeder Punkt stellt das Ergebnis eines der insgesamt sieben Spiking-Versuche dar. Die Wiederfin-
dungsrate (Ausbeute) ist in Prozent dargestellt und betrug 54,7% (Mittelwert).

Die Wiederfindungsrate mit dem NYONE® (,Ausbeute: Anzahl detektierter Tumorzellen im
Blut/Messung im Verhiltnis zur Referenzzellzahl der Positivkontrolle) gemittelt tiber alle Experi-

mente betrug dabei 54,7 % (SD 17,99).
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3.2.2 Beispielmessungen zweier Spiking-Experimente

In Abbildung 10 sind zwei beispielhafte Auswertungen von Spiking-Experimenten mittels des NY-
ONE® dargestellt. Pro Spalte ist sechs Mal derselbe Bildausschnitt eines Wells, in dem eine Tu-
morzelle detektiert wurde, in den verschiedenen Farbkanilen des NYONE® abgebildet. In Abbil-
dung 10.1A und Abbildung 10.2A sind alle mit DAPI blau angefirbten Zellkerne zu sehen. In
Abbildung 10.1B und Abbildung 10.2B folgt der grine Kanal, der alle Leukozyten zeigt, die sich
durch an Alexa488-gekoppelte Anti-CD45-Antikorper grin darstellen. Im roten Kanal

Probe 1 Probe 2

DAPI

CDA45
(Alexa 488)

EpCAM, EGFR, pan-Cytokeratin, Her2
(Alexa 647)

HELLFELR:

OVERLAY

OVERLAY + QUANTIFIZIERUNG

Die im Spiking hinzugefiigten HT29-Zellen wurden fixiert, gefirbt und vom NYONE®-Celli-
mager automatisiert analysiert, quantifiziert und bildlich dargestellt. Die Bilder in den Spalten
zeigen jeweils denselben Bildausschnitt in den unterschiedlichen Farbkanilen des NYONE®
(A-C). Im letzten Auswertungsschritt (F) des Gerits wurden alle roten Events (CTCs) grau
umkreist, alle Leukozyten orange (hier nur zwei exemplarisch umkreist).
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(Abbildung 10.1C und Abbildung 10.2C) ist ausschlieBlich die rot fluoreszierende Tumorzelle zu
sechen. Im Hellfeld-Kanal (Abbildung 10.1D und Abbildung 10.2D) lisst sich die Morphologie
der Zellen erkennen. In den Bildern Abbildung 10E und Abbildung 10F sind alle vier Farbkanile
Ubereinander gelegt abgebildet. In den Abbildung 10.1F und 2F ist jeweils die Markierung der
Zellen nach erfolgter Quantifizierung zu sehen — die Tumorzellen wurden vom NYONE" auto-
matisch mit einem grauen Kreis umrandet, die Leukozyten mit einem orangenen Kreis (nur exemp-
larisch dargestellt).

In Abbildung 11 sind exemplarisch einige der mit dem NYONE® detektierten Tumorzellen im
Spiking-Versuch in einem kleineren Bildausschnitt dargestellt. Die Tumorzellen stellten sich deut-
lich rot fluoreszierend dar, zeigten eine variierende Kern-Plasma-Relation und waren CD45-nega-
tiv. Trotz variierender Kern-Plasma-Relationen, war das NYONE" in der Lage, die Tumorzellen
auch als solche zu erkennen. Der Durchmesser der Zellen betrug zwischen 14-19 um und unter-

schied sich somit vom deutlich kleineren Durchmesser der ebenfalls sichtbaren Leukozyten.

m
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Abbildung 11: Bilder ge.spikter HT29-Zellkulturtumorzellen (10-fach Objektiv)
Alle Tumorzellen wurden mittels des beschriebenen Antikérper-Cocktails rot angefirbt. Der
Durchmesser der Tumorzellen lag zwischen 14-19 um.

3.3 Etablierung eines klinischen Kollektivs von Patienten mit kolorektalen
Karzinomen

Zur klinischen Validierung des NYONE®-Nachweisverfahrens fiir CTCs wurden prospektiv von
Patienten mit einem kolorektalen Karzinom Blutproben gesammelt und mit dem NYONE®-Ver-
fahren hinsichtlich des Nachweises fiir CTCs ausgewertet. Die primire Fragestellung war hier die
mogliche Korrelation zwischen Tumorlast (im Sinne des Stadiums — klassifiziert nach UICC) und

der Hiufigkeit der CTCs. Des Weiteren wurden alle Behandlungen (neo-/adjuvante (Radio-)
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Chemotherapie), welche die Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung erhielten, ebenfalls erfasst, um
mogliche Zusammenhinge oder Korrelationen zu erkennen.
AuBlerdem untersuchten wir die Blutproben mit dem in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten,

CK20-RT-qPCR-basierten Verfahren [33][34] (s. Abschnitt 1.3.1), um die Ergebnisse beider Nach-

weismethoden nach Abschluss der Studie vergleichen zu kénnen.

3.4 Eigenschaften des Patienten- und Gesundspenderkollektivs

Im Rekrutierungszeitraum von 12 Monaten konnten insgesamt 44 Patienten mit einem histologisch
gesichertem kolorektalen Karzinom in die Studie eingeschlossen werden (Tabelle 12) — 32 (73%)
davon mit Kolonkarzinom, 12 (27%) mit Rektumkarzinom. 26/44 (59%) der Patienten/-innen
waren Minner, 19/44 (41%) Frauen. Das Durchschnittsalter lag bei 70 Jahren (46-91 Jahre). 17
Patienten (40%) befanden sich im UICC-Stadium 111, 12 Patienten (27%) im Stadium I, 9 Patienten
(20%) im Stadium IT und 5 Patienten (11%) im Stadium IV. 7 Probanden (16%) erhielten vor der
Operation bereits eine neoadjuvante Therapie, davon 6 Patienten mit Rektumkarzinom und ein
Patient mit Kolonkarzinom, 14 Patienten (32%) postoperativ eine adjuvante Behandlung. Bei ei-
nem Patienten konnte nach Durchfiihrung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie kein Primar-
tumor mehr nachgewiesen werden, weshalb er in Tabelle 12 als UICC-Stadium 0 aufgefithrt wird.
Die primire Blutentnahme erfolgte direkt vor der Tumorresektion. AnschlieBend erfolgten die
weiteren Blutentnahmen nach folgendem Schema: einen, drei, sechs, neun und zwo6lf Monate post-

operativ (Fehlet! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Die Patienten wurden nach der OP im Mittel 4,27 Monate (0-12 Monate) verlaufskontrolliert.

Als Kontrollkollektiv wurde zwolf gesunden Probanden verschiedenen Alters Blut abgenommen.

Die Eigenschaften des Gesundspender-Kollektivs sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 12: Eigenschaften des Patientenkollektivs

GESCHLECHT N (ANZAHL) ANTEIL (%)
Minner 26 59%

Frauen 18 41%

Total 44 100%

Alter (Jahre) 69,2 (46-91)

TYP
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Kolon 32 73%
Rechts 15 47%
Links 16 50%
Transversum 1 3%

Rektum 12 27%

STADIUM (UICC)

o pendane |

I 12 27%

II 9 20%

I11 17 40%

v 5 11%

NEOADJUVANTE

BEHANDLUNG

Ja 7 (6 Rektum/1 Colon) 16%

Nein 37 84%

ADJUVANTE

BEHANDLUNG

Ja 14 32%

Nein 30 68%

Tabelle 13: Eigenschaften des Kollektivs der Gesundspender

GESCHLECHT N (ANZAHL) ANTEIL (%)
Minner 6 50%

Frauen 6 50%

Total 12 100%

Alter (Jahre) 45,5 (27-61)

Im Vergleich zu Abbildung 10, welche die Detektion von Zellkultur-Tumorzellen im Rahmen der
Spiking-Experimente zeigt, sind in Abbildung 12 beispielhaft Bilder zweier Analysen von Patien-
tenproben mit dem NYONE" zu sehen.
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Abbildung 12: Bilder von CTCs in Blutproben von Patienten mit kolorektalem Karzinom

nach der Auswertung mit dem NYONE® Celimager (10-fach Objektiv)

Die Bilder in den Spalten zeigen jeweils denselben Bildausschnitt in den unterschiedlichen Farb-
kanilen des NYONE® (A-C). Im Hellfeld wird die Zellmorphologie erkennbar (D). Im letzten
Auswertungsschritt des NYONE® wurden alle roten Events mit einem grauen Kreis umrandet,
alle grinen Events mit einem orangenen Kreis (F) (hier nur zwei exemplarisch umkreist).

Abbildung 13 zeigt vergrofierte Aufnahmen von CTCs, die aus dem Blut verschiedener Patienten
isoliert wurden. Die rot angefirbten CTCs wiesen einen Durchmesser zwischen 9-12 pm auf und
waren damit kleiner als die Tumorzellen aus der Zellkultur, die fiir die Spiking-Experimente ver-

wendet wurden (vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 13: Bilder von CTCs im Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom
(10-fach Objektiv)
Aus 8,2 ml Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom wurden CTCs mit dem NYONE®-

Verfahren detektiert, analysiert und quantifiziert. Der Durchmesser der Tumorzellen lag zwi-
schen 9 und 12 um.

Wiahrend der Analyse konnte es zu falsch positiven Ereignissen durch die Anfirbung von Zell-
trimmern, -aggregaten oder kleinsten Fremdpartikeln, die wiren der Aufbereitung der Proben in
die Platten geraten konnten, mit dem rotem Fluoreszenzfarbstoff kommen. Mittels manueller
Kontrolle jedes vom NYONE® als CTC registrierten Ereignisses durch den Untersucher wurden
diese unmittelbar erkannt und eliminiert. Die Auswertungsergebnisse wurden auf diese Weise nicht
verfilscht und falsch positive Ereignisse frithzeitig aus der Auswertung ausgeschlossen. Beispiele

zweier falsch positiver Events sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Falsch positive Events im NYONE® hervorgerufen durch Zelltriimmer oder
Fremdpartikel (10-fach Objektiv)

Die Bilder in den Spalten zeigen jeweils denselben Bildausschnitt in den unterschiedlichen Farbka-
nilen des NYONE® (A-C). Im letzten Auswertungsschritt des NYONE® wurden alle roten Events
grau umbkreist, alle Leukozyten orange (F) (exemplarisch dargestellt).

Zelltrimmer, Zellaggregate, Fibrinfiden oder kleine Fasern (s. weille Pfeile) konnten ,,falsch posi-
tive” rote Signale hervorrufen, die vom NYONE® als CTCs gewertet wurden.
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3.5 Detektion von CTCs in Patientenproben

3.5.1 CTCs abhingig vom Tumorstadium (NYONE®-Verfahren)

In Abbildung 15 ist die stadienabhingige Anzahl von CTCs/8,2 ml Blut, welche mit dem NY-
ONE®-Verfahren gemessen wurden, dargestellt. Im Stadium I wurden im Mittel 0,64 CTCs nach-
gewiesen (0-4 Zellen), im Stadium II 0,75 Zellen (0-3 Zellen), im Stadium III 1,21 Zellen (0-7
Zellen) und im Stadium IV 1,5 Zellen (0-5 Zellen). Alle neoadjuvant vorbehandelten Patienten
(n=7) wurden bei dieser Auswertung ausgeschlossen. Die Einzelwerte der verschiedenen Patienten
bieten ein sehr heterogenes Bild, allerdings ist anhand der Mittelwerte eine steigende Tendenz der
CTC-Zahl zu erkennen, die sich parallel zu einem Anstieg des Tumorstadiums verhalt. Im Ver-
gleich der Gruppe der frihen Tumorstadien (I+II) und der fortgeschrittenen Tumorstadien
(III+1V) konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der CTCs nachgewiesen werden
(p=0.287, unpaired t-test) (Abb. 16). Insgesamt konnte bei 37, 8 % (14/37 Patienten) aller in die
Studie eingeschlossenen Patienten =1 CTC/8,2 ml Blut mit dem NYONE®-Verfahren detektiert
werden. In den frithen Stadien der Erkrankung I und II wurden ebenfalls 36,8 % der Erkrankten

positiv auf CTCs getestet.
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Abbildung 15: Stadien abhingige CTC-Zahl zum Operationszeitpunkt

Detektion der Anzahl von CTCs mit dem NYONE®-Verfahren aus 8,2 ml Blut von Patienten
mit kolorektalem Karzinom. Die CTC-Zahl wurde gegen das jeweilige Tumorstadium (UICC) der
Patienten aufgetragen. Jeder Punkt reprisentiert die CTC-Anzahl eines einzelnen Patienten zum
Zeitpunkt t0 unmittelbar vor der Primiroperation (n=37).Horizontale Linie = Mittelwerte
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Nach der Betrachtung der absoluten CTC-Zahlen/8,2 ml Blut wurde zusitzlich die absolute An-
zahl von Tumorpatienten ausgewertet, die zum Zeitpunkt der Operation CTC-positiv oder CTC-
negativ getestet wurden (Abbildung 16A). Im UICC Stadium I der Erkrankung wurden 72.7 %
(8/11) der Patienten negativ auf CTCs getestet. Im UICC Stadium II lag die Detektionsrate von
CTCs bei 50 % (4/8 Patienten), im UICC Stadium IIT lag die Detektionsrate von CTCs bei 35,7 %
(5/14). Die Detektionsrate im metastasierten UICC Stadium IV lag bei 50 % (Abbildung 16B).
Aufgrund der geringen Patientenanzahl wurden die UICC Stadien I-11I zusammengefasst und dem
metastasierten UICC Stadium IV gegentibergestellt. Die Detektionsrate von CTCs mit dem NY-
ONE®-Verfahren betrug in den UICC Stadien I-I1I 36,4 % (12/33), wohingegen bei 50 % (2/4)
aller Patienten im UICC Stadium IV CTCs nachgewiesen wurden (Abbildung 16C). Der Anteil
CTC-positiver Patienten war im UICC Stadium IV héher als in den fritheren Krankheitsstadien,

jedoch nicht signifikant (p=0,621, Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 16: Stadienabhingige Detektion von CTCs mit dem NYONE®-Verfahren bei Patien-
ten mit kolorektalem Karzinom zum OP-Zeitpunkt

A) Anzahl CTC-positiver Patienten

B) CTC-Detektion abhingig vom Tumorstadium in Prozent (UICC I-1V)

C) CTC-Detektion in Abhingigkeit vom Tumorstadium (UICC I-11I vs. UICC 1V)

A) Ubersicht der absoluten Anzahl der in die Studie eingeschlossenen Patienten. Die zum OP-
Zeitpunkt CTC-positiven Patienten wurden dabei den CTC-negativen Patienten gegeniiber ge-
stellt.

B) Ubersicht aller CTC-positiver (CTC>1) oder negativer (CTC=0) Patienten in Prozent nach
Tumorstadien.

C) Ubersicht aller CTC-positiver (CTC>1) oder negativer (CTC=0) Patienten in Prozent nach
Tumorstadien. Zur besseren Veranschaulichung wurden in Abbildung C die frithen Stadien UICC
I-1IT zusammengefasst und den Patienten im metastasierten Tumorstadium UICC IV gegeniiber-
gestellt (p=0,621).
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3.52 Gesundspender

Des Weiteren wurden Blutproben von 12 Gesundspendern untersucht. Bei 75% (9/12) der gesun-
den Probanden konnten keine positiven Ereignisse detektiert werden, in 25% (3/12) der Fille
konnte eine einzelne rot gefirbte mononukleire Zelle — vom NYONE® als CTC gewertet — nach-

gewiesen werden (Tabelle 14).

Tabelle 14: "CTC"-Status Gesundspender

ANZAHL
,CTC“-STATUS ANTEIL (%)
(Gesundspender)
»CTC*_ positiv (= 1) 3 25%
»CTC*“_ negativ 9 75%

3.5.3 CTCs abhingig vom Tumorstadium (RT-qPCR)

Neben der Bestimmung der CTC mit dem NYONE®-Verfahren kam als Referenzsystem eine be-
reits etablierte RT-qPCR zur Detektion von CK20-positiven CTCs zum Einsatz. Ziel war es, die
Detektionsraten beider Nachweisverfahren hinsichtlich ihrer Sensitivitit und Spezifitit zu verglei-
chen. Insgesamt konnten Proben von 35 Patienten ausgewertet werden. Die Detektionsrate von
CTCs mittels der CK20-RT-qPCR lag zum OP-Zeitpunkt bei 85,7 % (30/35). Dabei wurden initial
alle Patienten als positiv gewertet, deren EU > 0 (expression units) war. Der Nachweis von CTCs
mittels relativer Genexpression von CK20 zum OP-Zeitpunkt abhingig vom Tumorstadium ist in

Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Relative Genexpression von CK20 abhingig vom Tumorstadium zum OP-Zeit-
punkt

Die relative Genexpression von CK20 wurde anhand von Blutproben von Patienten (n=35) mit
kolorektalem Karzinom mittels einer RT-qPCR bestimmt. Jeder Punkt stellt den Wert eines spe-
zifischen Patienten der Kohorte dar. Die Werte sind in Bezug auf das jeweilige UICC-Stadium
aufgetragen.

Horizontale Linie: Mittelwert; EU: expression units

Im UICC Stadium I der Etkrankung wurden 90,9 % (10/11) der Patienten positiv getestet. Im
UICC Stadium II lag die Detektionsrate bei 71,4 % (5/7 Patienten), im UICC Stadium III bei
84,6 % (11/13). Die Detektionsrate im metastasierten UICC Stadium IV lag bei 50 % (2/4). Auf-
grund teilweise sehr heterogener Einzelwerte schwankten die Mittelwerte der relativen Genexpres-
sion stark, sodass sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der CK20-Expression der Tu-
morstadien I+II und der Stadien III+IV feststellen lie3 (p=0,381, unpaired t-test). Der Mittelwert
der relativen Genexpression der Patienten im UICC-Stadium I lag bei 2.99 EU.

In Abbildung 18A ist die CK20 Expression aller Patienten (n=14) dargestellt, deren CK20 Ex-
pression zum OP Zeitpunkt EU > 0 war und bei denen auch eine postoperative CK20 Bestim-
mung durchgefiihrt wurde. Dabei ist zu bemerken, dass die relative CK20-Genexpression im post-
operativen Verlauf 4 Wochen nach OP deutlich, jedoch nicht signifikant, absinkt (p=0,84).

In friheren Arbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass nur eine initiale CK20 Expression
>2,77 EU einen prognostisch signifikanten Einfluss auf das Gesamtiibetleben hat [34]. Daher wur-
den in Abbildung 18B nur die Patienten betrachtet, deren CK20 Expression zum Zeitpunkt der
Primdroperation tiber dem cut-gff von 2.77 EU lag. Mittels dieser Einteilung konnte gezeigt werden,

dass die relative Genexpression von der ersten (t0, s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
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werden.) zur zweiten Blutentnahme (t1, 4 Wochen post-OP) signifikant abfiel (p=0.007, Mann-
Whitney-Test).
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Abbildung 18: Relative Genexpression von CK20 zum OP-Zeitpunkt und postoperativ nach vier
Wochen

A) Alle Patienten (n=14), die zum Zeitpunkt der Operation eine relative Genexpression von CK20
> 0 aufwiesen.

B) Alle Patienten, deren CK20-Expression zum Zeitpunkt der Operation tiber dem cu-gff von 2,77
lag.

Horizontale Linie: Mittelwerte plus Standardabweichung; EU: expression units

Zum Vergleich der beiden verschiedenen Detektionsverfahren zum Nachweis von CTCs wurden
in Tabelle 15 in Abhingigkeit der jeweiligen Tumorstadien die iibereinstimmenden sowie die un-
terschiedlichen Ergebnisse dargestellt. Dabei wurde deutlich, dass 18/35 Patienten (51,4 %) mittels
der CK20-RT-qPCR positiv getestet wurden, allerdings negativ mit dem NYONE®-Verfahren. Bei
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14/35 Patienten (40 %) lieferten beide Verfahren ubereinstimmende Ergebnisse. Nur drei Patien-

ten wurden mittels des NYONE® positiv und mittels der CK20-RT-qPCR negativ getestet.

Tabelle 15: Anzahl an positiven/negativen Patienten mit dem jeweiligen Detektionsverfahren fir
CTCs NYONE" oder CK20-qPCR) zum OP-Zeitpunkt.

Aquivalente Ergebnisse Unterschiedliche Ergebnisse

Stadium NYONE + / NYONE - / NYONE - / NYONE + /

AT CK20-PCR + CK20-PCR - CK20-PCR + | CK20-PCR -
I 3 1 7 0
II 2 1 3 1
III 4 1 7 1
1AY 1 1 1 1
GESAMT 10/35 (28,6%) 4/35 (11,4%) 18/35 (51,4%) | 3/35 (8,6%)

3.6 Auswertung der Verlaufskontrollen

Im Anschluss an die Blutentnahmen zum Operationszeitpunkt bestellten wir die Patienten in re-
gelmiBigen Abstinden (s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden., t1-t5) zu
Verlaufskontrollen ein. Dadurch war es méglich, die Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen vor
dem Hintergrund des Krankheitsverlaufs zu beobachten. Tabelle 16 bietet einen Uberblick, wie
viele Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt an der Studie teilnahmen und sich den Verlaufskontrollen
unterzogen. Aullerdem ist zu erkennen, in welchem Tumorstadium sich die Patienten befanden.
Nach sechs Monaten konnten noch bei 55,8 % der Patienten Blutentnahmen akquiriert werden.
Nach einem Jahr postoperativ konnten noch bei acht Patienten (18,6 %) Blutentnahmen durchge-

fihrt werden.

Tabelle 16: Ubersicht der Patienten der Verlaufsstudie

Eingetragen ist die jeweilige Anzahl an Patienten (n), die pro UICC-Stadium zu den Zeitpunkten t0 bis t5
an der Studie teilgenommen haben. (Ein Patient, bei dem nach neoadjuvanter Chemotherapie kein Primar-
tumor mehr nachgewiesen werden konnte, wurde aus der Ubersicht ausgeschlossen.)

t0=Zeitpunkt kurz vor der Operation; t1=2-8 Wochen postoperativ; t2=8-15 Wochen postoperativ;
t3=22-30 Wochen postoperativ; t4=33-44 Wochen postoperativ; t5=48-58 Wochen postoperativ

Anzahl der Pa-

tienten (n) Zeitintervalle der Probenentnahme

UICC-Stadium t0 t1 2 t3 t4 t5
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I 12 9 6 6 2 3
I1 9 5 5 5 2 1
I1I 17 6 7 6 6 3
IV 5 3 3 2 1 1
GESAMT 43 23 21 19 12 8

Um einen Uberblick iiber die Gesamtanzahl der detektierten CTCs zu gewinnen, ist in Tabelle 17
dargestellt, wie viele Patienten pro Zeitpunkt jeweils wie viele CTCs aufwiesen. Bei einem Grof3teil
der Patienten (95,6 % zum Zeitpunkt t1) wurden zwischen null und vier CTCs nachgewiesen. Nur
bei einem kleinen Anteil (4,3 % zum Zeitpunkt t1, 9,5 % zum Zeitpunkt t2) der Patienten konnten

mehr als funf CTCs detektiert werden.

Tabelle 17: Anzahl aller Verlaufspatienten sortiert nach CTC-Zahl und den Zeitpunkten der Pro-
benentnahme

(Ein Patient, bei dem nach neoadjuvanter Chemotherapie kein Primirtumor mehr nachgewiesen werden
konnte, wurde aus der Ubersicht ausgeschlossen.)

t0=Zeitpunkt kurz vor der Operation; t1=2-8 Wochen postoperativ; t2=8-15 Wochen postoperativ;
t3=22-30 Wochen postoperativ; t4=33-44 Wochen postoperativ; t5=48-58 Wochen postoperativ

Patienten (n) Zeitpunkte der Probenentnabme

CTCs (n) 10 t1 2 t3 t4 t5
0 27 10 10 10 5 2
=1 14 12 9 8 6 5
=5 2 1 2 1 1 1
GESAMT 43 23 21 19 12 8

Aufgrund variierender Zeitpunkte der Probenentnahmen und individueller Therapiepline, welche
Radio-/Chemotherapien oder Rezidivoperationen beinhalteten, stellten sich die Ergebnisse der
Verlaufsstudie als sehr variabel heraus. Aus diesem Grund sind an dieser Stelle beispielhaft CTC-

Verldufe einzelner Patienten dargestellt.
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In Abbildung 19 ist der Verlauf der CTC-Zahl und der relativen Genexpression von CK20 (in
expression units (EU)) bei einem Patienten mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium III zu erkennen.
In diesem Fall scheint die Dynamik der zirkulierenden Tumorzellen in einem Zusammenhang mit
den eingeleiteten Therapieschritten zu stehen. Nach der Primirresektion des Tumors und mit Be-
ginn der adjuvanten Chemotherapie sank die CTC-Zahl im Verlauf ab, wobei erst nach 36 Wochen
die CTC Anzahl, die mit dem NYONE® detektiert wurde, auf null sank. Im Vergleich dazu lag die
relative CK20 Expression schon nach 12 Wochen unterhalb des cuz-gff Wertes von 2,77.
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Abbildung 19: CTC-Zahl fillt mit Beginn der Therapie ab

Patient mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium III. Dargestellt sind die Anzahl der detektierten
CTCs pro 8,2 ml Blut und die relative Genexpression von CK20 (EU=expression units) im Krank-
heitsverlauf Uiber der Zeit in Wochen.
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In Abbildung 20 zeigt den Verlauf der CTCs und der relativen Genexpression von CK20 einer
Patientin mit einem Sigmakarzinom im UICC-Stadium II. Zum Zeitpunkt der OP und auch in den
ersten Monaten konnten im Blut keine CTCs nachgewiesen werden. Circa 35 Wochen postoperativ
wurden erste CTCs mit dem NYONE® detektiert. 46 Wochen postoperativ wurde dann ein Lo-
kalrediziv im Bereich der linken Beckenwand im CT nachgewiesen, was als ursachlich fir den An-
stieg der CTCs zu sehen ist. Die Ergebnisse der CK20-RT-qPCR schwankten im Verlauf der Mes-
sungen, prasentierten sich insgesamt aber auch mit steigender Tendenz. 3 der Werte lagen tGber

dem cut-off von 2,77.
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Abbildung 20: CTC Zahl steigt im Verlauf an

Patientin mit Sigmakarzinom im UICC-Stadium II. Dargestellt sind die Anzahl der detektierten
CTCs pro 8,2 ml Blut und die relative Genexpression von CK20 (EU=expression units) im Krank-
heitsverlauf tiber der Zeit in Wochen.
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Abbildung 21 zeigt die Verlaufsdaten einer Patientin mit Kolonkarzinom, deren Tumorerkran-
kung zu Therapiebeginn bereits sehr weit fortgeschritten war (UICC IV). Es handelte sich um eine
Patientin mit multiplen Fernmetastasen, unter anderem in Leber und Lunge. Neben den CTC-
Werten und den CK20-RT-qPCR-Ergebnissen wurden aul3erdem weitere, den Krankheitsverlauf
beeinflussende, Therapieschritte eingetragen. 33 Wochen nach der Primaroperation wurde zur Be-
handlung der Lebermetastasen bei nicht mehr nachweisbaren LLungenmetastasen eine Hemihepa-
tektomie durchgefiihrt. 67 Wochen nach Therapiebeginn wurde ein Lokalrezidiv im rechten Tu-
benwinkel diagnostiziert, welches wenige Wochen spiter mittels einer Sekundiroperation reseziert
wurde. Wihrend sich sowohl die CTC-Anzahl als auch die CK20-Expression zunichst schwan-
kend prisentierten, fielen beide Werte mit Beginn der Chemotherapie ab. Bereits vier Monate vor
der Detektion des Lokalrezidivs mittels CT' Untersuchung stieg bereits die CK20-Expression an,

vor allem jedoch die CTC-Zahl mit einem Maximum von zuletzt 29 CTCs pro 8,2 ml Blut.
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Abbildung 21: CTC Zahl steigt im Verlauf an

Patientin mit fortgeschrittenem Kolonkarzinom im UICC-Stadium IV. Dargestellt sind die An-
zahl der detektierten CTCs pro 8,2 ml Blut und die relative Genexpression von CK20 (EU=ex-
pression units) im Krankheitsverlauf tiber der Zeit in Wochen.
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4 Diskussion

4.1 CTCs mit dem NYONE® suchen, finden und abbilden — Etablierung
der Methode

In der spezifischen Fragestellung sollte zum einen beantwortet werden, inwieweit es moglich ist,
zitkulierende Tumorzellen von Patienten mit einem kolorektalen Karzinom aus 8,2 ml Blut zu iso-
lieren, zu markieren und anschlieBend mit Hilfe des NYONE®-Verfahrens automatisiert zu quan-
tifizieren und zu visualisieren, denn dieses Verfahren war zuvor noch nicht fiir den Nachweis zit-
kulierenden Tumorzellen eingesetzt worden. Die Blutproben wurden im Rahmen dieser Untersu-
chungen in einem Zeitrahmen von héchstens vier Stunden nach Blutentnahme prozessiert, aller-
dings war eine lingere Unterbrechung der Aufbereitung bis zu vier Tage nach erfolgtem Waschen,
der Isolierung und Fixierung der Zellen méglich. Uber die Halbwertszeit von CTCs in abgenom-
menen Blutproben gibt es unterschiedliche Untersuchungen. In einer Publikation iiber CTCs bei
Brustkrebspatienten von S. Meng et al. ist von einer Halbwertszeit von héchstens 2,4 Stunden die
Rede [50]. Andere Studien, die z.B. mit dem Ce/lSearch®-System arbeiteten, setzten hingegen ein
zeitliches Limit bei 72 Stunden zwischen Blutentnahme und Verarbeitung [30]. Die Méglichkeit,
nach dem Schritt der Fixierung den Arbeitsprozess bis zu 4 Tage zu unterbrechen, ist ein Vorteil,
wenn z.B. Blutproben dezentral gesammelt und dann zentral weiter verarbeitet werden sollen. Da-
mit kénnten auch fixierte Proben per Post an eine zentrale Stelle zur Weiterverarbeitung gesendet
werden.

Die Aufbereitung der Blutproben erfolgte nach einem standardisierten Protokoll und war dadurch
unkompliziert und leicht reproduzierbar. Ein groBer Vorteil des NYONE®-Verfahrens ist das au-
tomatisierte Scannen und Auswerten der Wells, wodurch das aufwindige, hindische Mikroskopie-
ren der Proben tiberfliissig wird. Dieses fiihrte in der Analyse zu einer deutlichen Zeitersparnis und
unterbindet auch eine Untersucherabhingigkeit in der Analyse. Die automatisiert gespeicherten
Bildausschnitte, die positive Events enthielten, wurden nach Beendigung der Analyse ausgewertet.
Als positive Events wurden alle Zellen gewertet, deren DAPI-Signal die Kriterien fur Zellkerne
erfullte und deren Fluoreszenzsignale einen gewissen Threshold im grinen Kanal unter- bzw. im
roten Kanal iberschritten. Die Bilder erlaubten anschlieBend eine Beurteilung der einzelnen Zellen,
wobei in erster Linie begutachtet wurde, ob eine Zellmorphologie mit DAPI-positivem Zellkern
vorlag oder es sich um Artefakte handelte. Eine Anfirbung von Zelltruimmern, -aggregaten oder
kleinsten Fremdpartikeln fihrte bei fast jeder Blutprobe zu vereinzelten falsch-positiven roten Flu-
oreszenzsignalen. Dies stellte eine potentielle Fehlerquelle dar, die allerdings durch die manuelle

Kontrolle jedes vom NYONE® als CTC registrierten Ereignisses durch den Untersucher
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unmittelbar erkannt und eliminiert werden konnte — ein weiterer Vorteil dieser Verfahrensweise.
Die Auswertungsergebnisse wurden auf diese Weise nicht verfilscht und falsch-positive Ereignisse
nicht in die Auswertung einbezogen. Eine detailliertere morphologische Betrachtung spielte in der
Auswertung eine untergeordnete Rolle. Zur Detektion der CTCs wurde ein Antikdrpercocktail von
insgesamt vier epithelialen Oberflichenmarkern (EpCAM, EGFR, Her2 und pan-Cytokeratin) ein-
gesetzt. Wobei bei der Zihlung als CTC nicht differenziert wurde, fir welches, und ob die Tu-
morzelle eventuell auch fiir mehrere Oberflichenantigene positiv war. Fin Unterschied des einge-
setzten Verfahrens war im Gegensatz zu vielen anderen Studien, dass nicht nur ein Marker, wie
zum Beispiel EpCAM, EGFR oder CK20 eingesetzt wurde, sondern eine Kombination von vier
Oberflichenantigenen [24][31][33]. Mehrere Studien belegten, dass die Expression epithelialer
Marker auf der Oberfliche von Tumorzellen nicht immer konstant bleibt. L. Belov et al. zeigten
beispielsweise, dass die Expression von EpCAM, einem epithelialem Antigen, welches die Zellad-
hision begtnstigt [51], in frithen Stadien sehr ausgeprigt ist, mit Tumorprogression und Fortschritt
der Erkrankung aber dramatisch abnimmt [52]. Eine Reduktion der Oberflichenexpression scheint
sogar mit einer schlechteren Prognose beim Kolorektalen Karzinom assoziiert zu sein [53]. Daher
verwendete unsere Arbeitsgruppe neben Anti-EpCAM auBlerdem Anti-EGFER (epithelial growth factor
receptor) sowie Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper gegen das Protein Her2/neu als Marker.
Her2/neu kodiert fiir einen Tyrosinkinase-Rezeptor, der wiederum dem EGFR ihnelt [54]. Beide
Proteine werden ebenfalls in Adenokarzinomen exprimiert bzw. iberexprimiert [54][55]. Auch hier
zeigten sich aber Unterschiede im Grad der Expression, da Her2 im Rektumkarzinom stirker ex-
primiert zu sein scheint als im Kolonkarzinom [56]. Zuletzt setzten wir noch Antikorper gegen
pan-Cytokeratin und fir die RT-qPCR CK20 als Marker ein, welches ebenfalls nur in epithelialen
Zellen und den zugehérigen Malignititen exprimiert wird und auch in nahezu 100% aller Kolon-
karzinome mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden konnte [57]. Nichtsdestotrotz existie-
ren trotz des Einsatzes verschiedener epithelialer Oberflichenantigene immer noch einige poten-
zielle Fehlerquellen, die schon im Jahr 2003 von Borgen et al. beschrieben wurden. Die Ergebnisse
der immunhistochemischen Firbung kénnen durch verschiedene Faktoren negativ beeinflusst wer-
den, wie durch etwaige Expressionsunterschiede der adressierten Antigene auf den Zielzellen, in
diesem Fall den CTCs, durch Kreuzreaktivititen der Antikérper mit Epitopen auf himatopoeti-
schen Zellen, durch Interaktionen mit Fc-Rezeptoren auf Leukozyten oder eine falsche Expression
epithelialer Oberflichenantigene auf gewohnlichen Blutzellen [58]. Eine genauere morphologische
Betrachtung und Einschitzung der Zellen wire somit als zusitzlicher Aspekt interessant und
konnte in weiteren Studien, beispielsweise durch die Einbeziechung erfahrener Pathologen/-innen
in das Projekt, genauere Informationen zum Aussehen und der Struktur der einzelnen CTCs lie-

fern.
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Zusammenfassend lisst sich das NYONE® als einfaches, leicht reproduzierbares und arbeitser-
leichterndes Verfahren zum Nachweis von CTCs beschreiben, das jedoch beztiglich seiner Anfil-
ligkeit fur falsch-positive Ergebnisse durch die Anfirbung von Zelltrimmern oder -aggregaten

noch Schwichen aufwelist.

4.2 Etablierung der Methode anhand von Spiking-Experimenten

Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, fithrten wir Spiking-Experimente zur Validierung des NYONE®-
Verfahrens durch. Dort erreichten wir maximalen CTC-Detektionsraten von bis zu 90 %, im
Durchschnitt allerdings nur von 54,7 %. Andere immunzytochemische Nachweisverfahren sind in
der Lage, hohere Detektionsraten zu erzielen. Beispielhaft ist das CellSearch®-Verfahren zu nennen,
das einzige durch die FDA (food and drug administration) zugelassene Verfahren zur Detektion von
CTCs [29], welches den Oberflichenmarker EpCAM nutzt, um die Tumorzellen magnetisch zu
isolieren und mittels fluoreszierender AntikOrper gegen epitheliale Oberflichenantigene sichtbar
zu machen. Im Rahmen dhnlicher Spiking-Experimente konnten dort Detektionsraten von >85 %
etreicht werden [59]. Auch andere Detektionsmethoden wie z.B. das ISET®-Verfahren (isolation by
size of epithelial tumor cells), welches unter der Annahme, das CTCs einen grofleren Durchmesser
aufweisen als periphere Blutzellen, Filter mit definierten PorengréB3en zur Isolation verwendet,
weisen teilweise bessere Detektionsraten von >80 % im Rahmen von Spiking-Experimenten auf
[25]. Allerdings wurden ausschlieSlich Tumorzellen aus Zellkulturen verwendet. Da die urspring-
liche Annahme, Tumorzellen wiesen einen grof3eren Durchmesser auf als andere Blutzellen, in
erster Linie Versuchen mit Zellkultur-Tumorzelllinien entspringt, konnte es bei einer Anwendung
des Verfahrens bei Tumorpatienten zu falsch niedrigen CTC-Detektionsraten kommen, da ein-
zelne CTCs aufgrund ihres kleineren Durchmessers nicht als solche erkannt wiirden [24]. Andere
Studien liefern ebenfalls Hinweise dafiir, dass insbesondere CTCs in fortgeschrittenen Krankheits-
stadien kleinere Durchmesser aufweisen als zuvor angenommen [24][60]. Auch in unserer Arbeit
wiesen die Tumorzellen der Zellkulturlinien MCF-7 und HT-29 mit 14 bis 19 um einen gréfleren
Durchmesser auf als die CTCs, die aus dem Blut der Patienten isoliert wurden. Diese maf3en ledig-
lich 9 bis 12 um, welches die o.g. Annahme unterstiitzt.

Die Sensitivitit der verschiedenen Detektionsverfahren miteinander zu vergleichen, stellt allgemein
eine Schwierigkeit dar, weil sich jedes Verfahren andere Eigenschaften der CTCs zunutze macht,
wie bereits in Abschnitt 1.2.1 beschrieben. Dadurch, dass jedes Verfahren seine eigenen Kriterien
tir die Wertung einer Zelle als CTC aufstellt und kein Verfahren alle Kriterien berticksichtigt, kann
es dazu kommen, dass einige CTCs nicht als solche erkannt werden. Ein limitierender Faktor des

NYONE®-Verfahrens ist, dass die Kriterien, nach denen entschieden wird, ob eine Zelle als CTC



4 Diskussion 55

gewertet wird oder nicht, ausschlief3lich auf der Existenz von epithelialen Oberflichenantigenen
auf den Tumorzellen basieren, andere Aspekte wie die Grof3e oder die Oberflichenladung der Zel-
len aber nicht beriicksichtigen. Allerdings arbeitet das von der FDA zugelassenen Cel/Search®-Ver-
fahren nach dem gleichen Algorithmus, misst aber nur einen und nicht vier Oberflichenmarker.
Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch die Theorie der EMT, der ,,epithelial-mesenchymalen
Transition® von Tumorzellen, die besagt, dass sich Tumorzellen nicht immer in einem stabilen
Zustand mit ausschlieBlich epithelialen Eigenschaften befinden, sondern in einem mehrstufigen
Prozess in der Lage sind, sich in Zellen mit zunehmend mesenchymalen Eigenschaften umzuwan-
deln [61][62]. Zhao et al. gingen soweit, die CTCs in drei Gruppen zu unterteilen — epithelial, mesen-
chymal und biophinotypisch, mit sowohl epithelialen als auch mesenchymalen Oberflicheneigen-
schaften. Die epithelialen CTCs machten dabei im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen den
kleinsten Anteil aus [63].

Vor diesem Hintergrund wire es interessant, die in unserem Versuchsaufbau verwendeten epithe-
lialen Marker (EpCAM, pan-Cytokeratin, EGFR und Her2) in weiteren Studien um mesenchymale
Marker zu erweitern, um moglichst auch solche Zellen als CTCs identifizieren zu kénnen, die ge-

gebenenfalls schon eine EMT durchlaufen haben.

4.3 Detektion von CTCs in Patientenproben — auch in frithen Stadien

Wihrend der Untersuchung der Blutproben von Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde zu-
nichst die absolute Anzahl zirkulierender Tumorzellen in der Blutprobe zum Zeitpunkt kurz vor
der Resektion des Primartumors untersucht. Zu diesem Zeitpunkt war noch keine Vorbehandlung
mit einer Chemotherapie erfolgt. Die absolute Anzahl von CTCs korrelierte nicht signifikant mit
dem Tumorstadium der Patienten, es lie3 sich jedoch eine steigende Tendenz der CTC-Anzahl mit
steigendem Tumorstadium erkennen. Im Mittel enthielten die Blutproben von Patienten in den
UICC-Stadien I und II 0-1 CTCs (Mittelwert: 0.68 CTCs, 0-4 CTCs), in den Stadien III und IV 1-
2 CTCs (Mittelwert: 1.28 CTCs, 0-7 CTCs). Insgesamt wiesen 37,8% (14/37) aller Patienten =1
CTC auf. In unseren friheren Analysen zur Detektion von CTCs bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen hatte sich unter Verwendung der CK20-RT-qPCR eine Detektionsrate von 37% ge-
zeigt [33].

In diesem Studienkollektiv lag eine Verschiebung in Richtung auf frithe Tumorstadien vor. Im
Studienkollektiv befanden sich 88,6 % (39/44) der Patienten in frihen Krankheitsstadien (UICC
I-ITI) und nur 11,4 % (5/44) in einem Stadium mit bereits bestehender Fernmetastasierung (UICC
IV). Hohere Detektionsraten fir CTCs wurden aus anderen Arbeitsgruppen berichtet. Beispiels-

weise wurden in einer grof3en Multicenter-Studie Blutproben von 413 CRC-Patienten mittels des



4 Diskussion 56

CellSearch®-Verfahrens auf CTCs untersucht, von denen 47,5 % >1 CTC aufwiesen, es handelte
sich bei den Probanden jedoch ausschliefllich um Patienten mit metastasiertem CRC [29], was bei
dem Vorhandensein von Organmetastasen auch die héhere Rate an CTCs im Blut erklirt. In un-
serer Studie befanden sich zum Diagnosezeitpunkt nur 11 % der Probanden in einem metastasier-
ten Tumorstadium. Dennoch wurden auch in den frihen Stadien der Erkrankung I und II 36,8 %
der Erkrankten positiv auf CT'Cs getestet.

Auch in einer anderen Studie von Cohen et al. wurden 413 Patienten mit metastasiertem kolorekta-
lem Karzinom in 55 verschiedenen klinischen Zentren untersucht, von denen 48 % =1 CTC auf-
wiesen [64].

Zur besseren Vergleichbarkeit betrachteten wir in Abbildung 16C die Prozentzahl aller CTC-po-
sitiven Patienten in den Stadien I-IIT im Vergleich zu den Patienten im UICC-Stadium IV. Wihrend
in Zusammenschau der Stadien I-IIT nur 36,4 % (12/33) aller Patienten CTCs aufwiesen, konnten
bei 50 % (2/4) der Patienten im UICC-Stadium IV zitkulierende Tumorzellen detektiert werden
(p=0,621, Mann-Whitney-Test). Aufgrund der geringen Fallzahl in dieser Studie konnte keine sta-
tistisch signifikante Korrelation zwischen dem Tumorstadium und dem Auftreten zirkulierender
Tumorzellen getroffen werden, die aber in anderen Studien bereits gezeigt werden konnte [34][{63].
Es wird immer wieder diskutiert, welche klinische Relevanz dem Nachweis von CTCs in frithen
Tumorstadien (ohne Nachweis von Organ- und Lymphknotenmetastasen) beizumessen ist, gerade
wenn im Stadium I+1II bei 37 % der Patienten CTCs nachgewiesen werden, diese Patienten aber
nur sehr selten im weiteren Verlauf Organmetastasen entwickeln. Unsere Arbeitsgruppe konnte
bereits zeigen, dass fiir den Nachweis von CTCs mittels der CK20 RT-qPCR auch in den Stadien
I+1I ein signifikant schlechteres Uberleben nachzuweisen ist, wenn die Detektion von CTCs den
cut-offWert von 2,77 BU {iiberschreitet [34]. Fiir den Nachweis von CTCs mit dem NYONE® in
den frithen Stadien sind diese Analysen noch mit keiner ausreichend grolen Kohorte durchgefthrt
worden, sodass hier bislang keine Aussage dazu getroffen werden kann, ob eine Prognosever-
schlechterung z.B. auch erst ab dem Nachweis von mehr als 2 oder 3 CTCs zu erwarten ist. Auch

hier kénnte es sinnvoll sein, im Rahmen weiterer Untersuchungen einen cut-gff-Wert festzulegen.

4.4 Analyse der Blutproben von Gesundspendern

Auch das Blut von gesunden Probanden wutrde auf CTCs untersucht — in 25% (3/12) der Fille
konnte eine einzelne rot gefirbte mononukleire Zelle — vom NYONE® als CTC gewertet — nach-
gewiesen werden. Zur richtigen Einordnung der Ergebnisse ist es wichtig zu beachten, dass es sich
bei unserem Nachweisverfahren nicht um eine Friherkennungs- oder Screeningmethode fiir Kar-

zinome handelt, sondern um eine Detektionsmethode fur CTCs im Blut von Patienten mit bereits
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diagnostizierter Tumorerkrankung. Ein positives Event bei gesunden Probanden ist somit nicht
gleichzusetzen mit einem positiven Event bei Tumorpatienten [58]. Es ist nicht auszuschlief3en,
dass auch gesunde Probanden einen gewissen niedrigen Grundspiegel an CTCs bzw. CK20 RNA
im Blut aufweisen. Daher sollten CTCs analog zu anderen Tumormarkern betrachtet werden. Da
auch gesunde Probanden einen Grundspiegel gewisser Tumormarker aufweisen kénnen, geht es
vielmehr um die Dynamik im Verlauf der Tumorerkrankung als um die absoluten Werte. Um zu
verifizieren, dass es sich bei den CTCs im Blut der Gesundspender wirklich um zirkulierende Tu-
morzellen handelt, konnte in weiteren Untersuchungen eine Genanalyse durchgefithrt werden. So-
lange kann nicht ausgeschlossen werden, dass es vereinzelt ,,harmlose” Zellen im Blut gesunder
Probanden gibt, die positiv auf die Marker unserer Detektionsmethoden sind.

Aus diesen Griinden, um klar zwischen gesunden Probanden und Tumorpatienten zu unterschei-
den, haben wir die Ergebnisse der Gesundspender einzeln betrachtet und aus der Ergebnisdarstel-

lung des Patientenkollektivs ausgeschlossen.

4.5 CK20-RT-qPCR vs. NYONE®

In der vorliegenden Studie wurden die Blutproben der CRC-Patienten nicht nur mittels des NY-
ONE® untersucht, sondern aulerdem mit der in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten CK20-
RT-qPCR [33][34][35]. Entsprechend der vorangegangenen Analysen der Proben mit dem NY-
ONE?” (s. Abbildung 15) wurden hierbei auch mégliche Zusammenhinge zwischen der Auspri-
gung der relativen CK20-mRNA-Expression und dem Tumorstadium betrachtet. Vergleichbar mit
den Ergebnissen von Hing et al. (2015), wo allerdings im Unterschied zum jetzigen Patientenkol-
lektiv ausschliellich vendse Blutproben von Patienten mit Rektumkarzinom untersucht wurden,
konnte in der aktuellen Arbeit aufgrund sehr heterogener Einzelwerte keine signifikante Korrela-
tion zwischen der Hohe der Genexpression von Cytokeratin 20 und dem UICC-Stadium festge-
stellt werden [33]. Auch mit dem NYONE" konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwi-
schen der CT'C-Zahl und dem Tumorstadium festgestellt werden, wobei die hier untersuchte Ko-
horte sehr klein gewesen ist und in der Mehrzahl Patienten in frithen Tumorstadien untersucht hat.
In einer fritheren Studie unserer Arbeitsgruppe, in der ausschlieBlich Kolonkarzinompatienten be-
trachtet wurden, konnte hingegen mittels der CK20-RT-qPCR ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einem hoéheren Tumorstadium (UICC 1V) und einem hdheren CK20-Expressionslevel
nachgewiesen werden [34].

Aufgrund einer heterogenen Studienkohorte, begriindet durch individuelle Therapickonzepte,
Blutentnahmezeitpunkte und die geringe Gesamtanzahl an Patienten, fokussierten sich die Analy-

sen in erster Linie auf die Blutproben, die zu einem Zeitpunkt der Erkrankung gewonnen wurden,
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zu dem von einer groBBtmdéglichen Gleichheit der Kohorte ausgegangen werden konnte — dem
Zeitpunkt kurz vor der Primaroperation. Patienten, die eine neoadjuvante, also priaoperative The-
rapie erhalten hatten, wurden aus diesem Grund aus den Untersuchungen ausgeschlossen. Aus
diesem Grund lag der eigentliche Schwerpunkt dieser Arbeit auch nicht auf der Betrachtung des
Einflusses verschiedener Therapieansitze auf die CTC-Zahl; jedoch konnte mittels der RT-qPCR
ein signifikanter Abfall der CK20-Expression (p=0,007) zwischen dem Zeitpunkt kurz vor der
Primaroperation und der ersten Kontrolle vier Wochen postoperativ beobachtet werden. Dies galt
jedoch nur fiir die Kohorte der Patienten, die schon zum OP-Zeitpunkt Gber dem cxt-gff von
2.77 EU lagen. Die Operation als die radikalste Methode einer schnellen Tumormassen-Reduktion
schien somit einen Einfluss auf die relative Genexpression von CK20 zu haben.

Ein einzelner Patient befand sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme vier Wochen postoperativ
in einem septischen Zustandsbild und prisentierte exorbitante Werte. Die durch das NYONE®
ermittelte CTC-Zahl betrug 34, die relative CK20-mRNA-Expression 44.56 EU, was zu der Frage
fihrte, ob generalisierte Entziindungen die CTC-Zahl beeinflussen kénnten. Wen e al. konnten am
Beispiel des Nierenzellkarzinoms zeigen, dass Patienten mit erhéhten CRP-Werten gleichzeitig
auch hohere CTC-Zahlen aufwiesen [65]. Da ein moglicher Einfluss des Entziindungsprozesses
als ,,Confounder* also nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde dieser Patient nicht in die Aus-
wertungen einbezogen.

Betrachtet man die Ergebnisse beider Analyseverfahren im Vergleich, wie in Tabelle 15 gegen-
tbergestellt, wird deutlich, dass ein deutlich gréBerer Anteil an Patienten mit der RT-qPCR-Me-
thode positiv auf CK20-mRNA getestet wurde, hingegen mit dem NYONE® negative Ergebnisse
lieferte. Anders als bei der neuen NYONE®-Methode handelt es sich bei der RT-qPCR um ein
semiquantitatives Verfahren, welches nicht in der Lage ist, die exakte Anzahl zirkulierender Tu-
morzellen zu ermitteln, daftr jedoch durch die Amplifikation der CK20-mRNA in der Lage ist,
schon kleinste Mengen des Genproduktes zu detektieren. Nur zwei Patienten wiesen bei der Aus-
wertung mit dem NYONE?® CTCs auf, nicht jedoch CK20-mRNA in der RT-qPCR. Dies legt die
Vermutung nahe, dass es sich bei den detektierten CTCs der beiden Patienten mittels des NY-
ONE® entweder um falsch positive zirkulierende Tumorzellen handelt, oder aber die RT-qPCR
falsch negativ war.

Die Ergebnisse weisen insgesamt darauf hin, dass es sich bei dem RT-qPCR-basierten Verfahren
um eine sensitivere Methode zu handeln scheint, als bei der NYONE®-basierten Technik. Durch
die Amplifizierung der CK20-mRNA kénnen selbst geringe Mengen des Genprodukts nachgewie-
sen werden, wohingegen vereinzelte Zellen im Rahmen des NYONE"-Verfahrens undetektiert
bleiben kénnen. Diese Vermutung wird gestiitzt durch die Tatsache, dass bei der Verarbeitung der

Proben mit dem NYONE® nur 37,8 % der Patienten zum OP-Zeitpunkt CTCs aufwiesen, bei der
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Analyse mittels der RT-qPCR hingegen >80 % der Patienten CK20-mRNA. Das NYONE® weist
im Vergleich zwar eine niedrigere Sensitivitit, aber eine hohere Spezifitit auf, da mehr als nur ein
CTC-Kriterium erfiillt werden muss. Es geniigt nicht, dass das NYONE® spezifische Fluoreszenz-
signale, ausgeldst durch verschiedene epitheliale Oberflichenmarker, erkennt, es miissen auch die
Kriterien einer passenden Zellmorphologie sowie die Negativitit gegentiber CID45, einen lympho-
zytiren Marker, erfillt sein. Die RT-qPCR scheint im Rahmen der CT'C-Detektion besser geeignet
als sensitives und qualitatives Verfahren, das NYONE® hingegen als spezifisches und quantitatives.
Man kann also sagen, dass es sich bei den 14 Patienten, bei denen beide Verfahren dquivalente
Ergebnisse lieferten, mit der hochsten Wahrscheinlichkeit um richtig positive beziechungsweise
richtig negative Resultate handelte. In Anbetracht dieser Erkenntnisse ergibt sich die Schlussfolge-
rung, dass es sinnvoll ist, beide Verfahren aufgrund ihrer individuellen Vor- und Nachteile als er-

ginzende Methoden zu betrachten, um letztendlich méglichst valide Ergebnisse zu generieren.

4.6 CTCs und CK20-Expression im Verlauf — Individuelle Therapieplidne
schrinken die Vergleichbarkeit ein

Neben der Validierung des neuen Nachweisverfahrens und dem Vergleich der beiden Methoden
CK20-RT-qPCR und NYONE® bestand der dritte Teil dieser Studie darin, Proben der Patienten
im Verlauf der Erkrankung bis zu einem Jahr postoperativ zu sammeln und zu analysieren. Insge-
samt wurden 43 Patienten in die Verlaufsbeobachtung aufgenommen, jedoch stiegen aufgrund des
logistischen Aufwands fir die Patienten, die sich fir jede Blutentnahme in der Klinik vorstellen
mussten, mehr als 80% der Patienten im Laufe des Jahres aus der Studie aus, 50% bereits innerhalb
von sechs Monaten. Nur acht Patienten unterzogen sich dem Grof3teil der Blutentnahmen, sodass
die Verldufe von CTC-Anzahl und CK20-Expression bis zum Abschluss der Studie verfolgt wer-
den konnten.

Aufgrund der groBen Individualitit der verschiedenen Patienten hinsichtlich des Ausmalles der
Erkrankung, des Therapieregimes und verschiedener Metastasierungslokalisationen, bezogen wir
nur vereinzelte beispielhafte Verlaufsdaten in diese Arbeit ein, um eventuelle Zusammenhinge
zwischen Therapie und CTC-Verlauf bzw. CK20-Expression bei einzelnen Patienten erkennen zu
konnen. Einflussfaktoren sind zum einen die Unterscheidung zwischen Kolon- und Rektumkarzi-
nom beztglich des Therapieschemas (neoadjuvant, adjuvant, Radiochemo- oder reine Chemothe-
rapie, Wahl des Chemotherapeutikums), zum anderen die genaue Lokalisation und Ausdehnung

des Primartumors, welche die OP-Radikalitit und notwendigen Sicherheitsabstinde beeinflusst,
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Alter und Komorbidititen der Patienten, welche postoperative Letalitit und Gesamtiiberleben be-
einflussen, sowie das Vorhandensein, die Anzahl und die Lokalisation eventueller Metastasen [13].
Auch die Blutentnahme-Zeitpunkte variierten teilweise deutlich und wurden daher Zeitriumen zu-
geordnet, die sich aber jeweils iiber mehrere Wochen erstreckten. Dies trug zusitzlich zu einer
eingeschrinkten Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei. Um die Patienten einzelnen Untergruppen,
sortiert nach Abnahme-Zeitpunkten, Therapieregime, Tumorentitit, Tumorstadium etc., zuordnen
zu konnen, und so miteinander vergleichbare, signifikante Ergebnisse in ausreichender Anzahl zu
generieren, wire es notwendig, ein deutlich gréBeres Studienkollektiv zu untersuchen, am besten
im Rahmen einer Multi-Center-Studie.

Die zentrale Frage bei der Auswertung der Verlaufsergebnisse war, ob sich ein Zusammenhang
zwischen Therapieschritten, Krankheitsprogress und der CTC-Anzahl bzw. CK20-Expression er-
kennen lieBe. In Einzelfillen korrelierten die Kurvenverldufe mit der Krankheitsentwicklung; die
CTC-Zahlen bzw. die Expression von CK20 fielen mit dem Beginn einer adjuvanten Chemothe-
rapie ab (s. Abbildung 19) oder zeigten in Zusammenhang mit der Detektion eines Lokalrezidivs
steigende Tendenzen (s. Abbildung 20, Abbildung 21). Jedoch lief3 sich bei der Betrachtung des
gesamten Patientenkollektivs kein konstanter Zusammenhang zwischen Therapie und Entwick-
lung der zirkulierenden Tumorzellen bzw. CK20-Expression darstellen. Daher ldsst sich zum ak-
tuellen Zeitpunkt keine sichere Aussage tber eine tatsichliche Kausalitit zwischen OP, erginzen-
den Therapieansitzen oder dem Auftreten von Lokalrezidiven oder Metastasen und der Entwick-
lung der CTCs bzw. CK20-Expression im Blut der Patienten treffen.

Bei zwei Patientinnen wurden im Krankheitsverlauf Lokalrezidive bzw. Metastasen detektiert, die
anschlieBend operativ entfernt wurden. Eine der Patientinnen befand sich im UICC Stadium II
(Abbildung 20), die andere im UICC Stadium IV (Abbildung 21). Diese beiden Finzelfallbetrach-
tungen zeigen, dass der Nachweis von CTCs mittels CK20 RT-qgPCR oder NYONE® auch im
Rahmen der Tumornachsorge zur ggf. friheren Detektion von Metastasen geeignet ist. Auch ist
diese ,,liquid biopsy* einfacher durchzufiihren als enmaschige CT Untersuchungen.

Generell besteht nach kurativer Therapie fiir finf Jahre ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung
eines lokalen oder lokoregioniren Rezidivs (3- 24%) sowie von Fernmetastasen (25%) [13]. 70%
der Rezidive treten innerhalb der ersten zwei Jahre nach Primiroperation auf [66]. In niedrigen
Stadien ist dieses Risiko geringer zu bewerten als in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung.

In den zwei zuvor genannten Fillen wurden die Lokalrezidive nach ca. einem Jahr (nach 46 bzw.
67 Wochen postoperativ) detektiert, sodass die weitere Entwicklung der CTC-Zahl bzw. CK20-
Expression nicht mehr in unseren Beobachtungszeitraum fiel. Wollte man zuverlissigere Daten

beziiglich des Auftretens von Rezidiven und Metastasen und einer eventuellen Korrelation mit dem
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Auftreten von CTCs oder der Expression von CK20 generieren, wiirde es sich anbieten, den Be-
obachtungszeitraum in zukiinftigen Studiendesigns auf mindestens zwei Jahre auszuweiten.

AuBlerdem wire es vor dem Hintergrund der Patientin mit Lokalrezidiv im UICC Stadium II inte-
ressant gewesen, zu beleuchten, was die Grinde fiir die Entwicklung eines Rezidivs, trotz des ver-
gleichsweise geringen Tumorstadiums, gewesen sein konnten. Bisher ist allein eine Detektion von
CTCs moglich, aber es gibt noch keine etablierten Moglichkeiten, zu zeigen, ob es sich hierbei um
CTCs handelt, die das Potential zur Entwicklung von ,,Makrometastasen‘ haben, oder ob es CTCs
sind, die innerhalb der nichsten 48 Stunden durch Apoptose absterben, da sie nicht die Fahigkeit
zur Extravasation erworben haben. Daher wird zukinftig nicht nur der Nachweis von CTCs mit
unterschiedlichen Methoden im Fokus stehen, sondern die genauere Analyse der einzelnen CTCs,

z.B. durch Mutationsanalysen.
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5 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund der zentralen Bedeutung von Krebserkrankungen in Deutschland als eine
der hiufigsten Todesursachen gewinnt auch der Wunsch, einer genaueren Analyse von Krebszel-
len, der frihzeitigen Detektion etwaiger Metastasen oder Rezidive und der Wunsch, genauere prog-
nostische Aussagen treffen zu konnen, immer mehr an Bedeutung. Ein Forschungsfeld beschaftigt
sich seit langer Zeit mit der Detektion und Analyse zirkulierender Tumorzellen — Zellen, die sich
vom Primirtumor abgel6st haben und in den Blutkreislauf der Patienten gelangen. Es wird davon
ausgegangen, dass einige dieser Zellen in der Lage sind, Metastasen auszubilden.

Ziel unserer Arbeitsgruppe war es, CT'Cs im Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs zu isolieren. Zur Detektion standen uns
zwel Verfahren zur Verfiigung. Die Cytokeratin20-RT-qPCR, die bereits in mehreren Studien un-
serer Arbeitsgruppe etabliert werden konnte, sowie ein neues, Immunfluoreszenz-basiertes Nach-
weisverfahren auf der Grundlage immunhistochemischer Anfirbung der CT'Cs mit fluoreszieren-
den Antikorpern gegen verschiedene Oberflichenantikorper (EpCAM, Her2/neu, Cytokeratin,
EGRF).

Es sollte untersucht werden, inwiefern sich die Ergebnisse der beiden Verfahren vergleichen lieSen
und ob es Parallelen zwischen CTC-Status und Krankheitsstadium (UICC), bzw. zwischen CTC-
Entwicklung und Krankheitsverlauf geben wiirde.

Zur Detektion der CTCs wurden Blutproben von 44 Patienten/-innen mit kolorektalem Katrzinom
zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung untersucht. Die Zellen wurden mittels Vacutai-
ner™ Rohrchen isoliert, fixiert, permeabilisiert und anschlieBend mit der Antikérpermischung ge-
firbt. Die Zellkerne bzw. Leukozyten wurden mittels DAPI bzw. Anti-CD45 angefirbt. Die Aus-
wertung erfolgte anschlieBend automatisiert mittels des NYONE®-Cellimagers. Fiir die CK20-qgPCR
wurden die mononukleiren Zellen mittels Ficoll isoliert und die RT-qPCR anschlieend nach Her-
stellerangaben durchgefihrt.

Es stellte sich heraus, dass das NYONE" in der Lage ist, Zellen automatisiert zu erkennen, zu
quantifizieren und morphologisch abzubilden. Es ist gelungen, eine zuverlissige Methode zur De-
tektion zirkulierender Tumorzellen zu entwickeln, welche durch die standardisierte Vorgehens-
weise des NYONE® Untersucher-unabhingige, konstante Auswertungsergebnisse erbringt.
Insgesamt konnte bei 37, 8 % (14/37 Patienten) aller in die Studie eingeschlossenen Patienten
(abziiglich der neoadjuvant vorbehandelten) >1 CTC/8,2 ml Blut mit dem NYONE® detektiert
werden. Anders als in anderen Studien gelang es uns, bereits in frihen Stadien der Erkrankung
CTCs nachzuweisen. 36,8 % der Erkrankten mit UICC I+1I wurden positiv auf CTCs getestet. Die

Detektionsrate einer positiven relativen Genexpression von CK20 mittels der RT-qPCR lag bei
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85,7 % (30/35). Zwischen Tumorstadium und CTC-Status konnte mit keinem beider Verfahren
ein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Wurden allerdings nur die Patienten betrach-
tet, deren CK20 Expression zum Zeitpunkt der Primidroperation tber einem cut-gff von 2.77 EU
lag, konnte gezeigt werden, dass die relative Genexpression von der ersten (t0=OP-Zeitpunkt) zur
zweiten Blutentnahme (t1=4 Wochen post-OP) signifikant abfiel (p=0.007). Bei einem Vergleich
beider Verfahren wurde deutlich, dass 18/35 Patienten (51,4 %) mittels der CK20-qPCR positiv,
allerdings mit dem NYONE® negativ getestet wurden. Bei 14/35 Patienten (40 %) lieferten beide
Verfahren tibereinstimmende Ergebnisse. Die Auswertung der Verlaufsbeobachtungen ergab sehr
heterogene Ergebnisse, abhingig vom Therapieregime des jeweiligen Patienten, und lieferte daher
keine vergleichbaren, signifikanten Erkenntnisse.

Zur Optimierung der Ergebnisse wire es in Zukunft winschenswert, neben einer VergroB3erung
der Kohorte auch die Auswahl der Oberflichenantikérper zu erweitern, um neben epithelialen
CTCs auch Zellen zu detektieren, die eine epithelial-mesenchymale Transition durchlaufen haben.
AuBerdem wire es von Vorteil, die CK20-gPCR und das NYONE®-basierte Verfahren als sich
erginzende Verfahren zu verwenden. Die qPCR als sensitiveres, das NYONE® als spezifischeres
Verfahren. Fir optimierte Ergebnisse bei der Betrachtung der CTCs im Krankheitsverlauf wire es

anzustreben, den Untersuchungszeitraum auf mindestens zwei Jahre auszudehnen.
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