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Abkürzungsverzeichnis 

Sofern es keine deutsche Entsprechung gab, wurde auf die in der Literatur geläufige 

lateinische oder englische Version zurückgegriffen. In Klammern befindet sich die 

deutsche Übersetzung. 
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1. Einleitung 

1.1 Epitheliale Tumore 

Epitheliale Zellen entstehen während der Embryonalentwicklung aus Ektoderm und 

Entoderm (äußeres und inneres Keimblatt). Das Ektoderm bildet Epidermis, Sin-

neszellen, Gehirn, Rückenmark, Bindegewebe und Teile des Skeletts. Aus dem En-

toderm entstehen Lunge, Darm, Leber und Pankreas. Das mittlere Keimblatt bildet 

das Mesoderm, aus dem Wirbelsäule, Muskulatur, Nieren, Gonaden und Blutgefäße 

entstehen. Bösartige epitheliale Tumore werden Karzinome, bösartige mesen-

chymale Tumore Sarkome genannt. 

In der vorliegenden Arbeit werden die epithelialen Tumore der Mamma und der 

Prostata analysiert. Beide Tumorentitäten haben die gemeinsame Eigenschaft, dass 

sie in die Knochen metastasieren. Zudem sind sie jeweils die häufigsten Tumore bei 

Mann und Frau. Es soll der Frage nachgegangen werden, ob die Detektion von CTC 

(zirkulierende Tumorzellen) oder DTC (disseminierte Tumorzellen) und die Detek-

tion genetischer Alterationen in Tumor, Blut und KM (Knochenmark) der Patien-

tinnen und Patienten als Tool für eine effektive, sensible und sensitive Präventivdi-

agnostik hinsichtlich Diagnose, Progression, Tendenz zur Metastasierung, Therapie 

und postoperativem Monitoring Verwendung finden könnte. Außerdem wird der 

Zusammenhang zwischen der extrahierten tumorassoziierten DNA aus Blut, KM, 

sowie Tumorgewebe und von CTC und DTC mit den klinischen und klinisch-

pathologischen Daten der Patientinnen und Patienten untersucht. 

1.2 Das Mammakarzinom 

Die beiden häufigsten Formen des Mammakarzinoms (MaCas) entstehen aus dem 

Epithel der Milchgänge (ca. 75 %) und der lobulären Endstücke (ca. 15 %). Das 

Carcinoma ductale in situ (DCIS) und das Carcinoma lobulare in situ (LCIS) sind 

die Basalmembran nicht überschreitende Veränderungen des Milchgangepithels 

bzw. der lobulären Endstücke („Azini“). Bei Überschreiten der Balsalmembran 

spricht man vom invasiven duktalen bzw. invasiven lobulären Karzinom. 
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1.2.1 Epidemiologie 

Das MaCa ist mit mehr als einer Million Krankheitsfällen und annähernd 600.000 

Todesfällen jährlich die häufigste maligne Erkrankung der Frau (IARC, 2003). Jede 

10. Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem MaCa. Das MaCa ist in Deutsch-

land die häufigste Todesursache der Frau (Statistisches Bundesamt, 2007b). Das 

Haupterkrankungsalter liegt um das 65. Lebensjahr. In den westlichen Industriena-

tionen tritt das MaCa etwa fünfmal häufiger auf, als in Asien oder Südamerika. Es 

ist nicht gesichert, wovon die epidemiologischen Unterschiede abhängen (Smid et 

al., 2006). 

1.2.2 Ätiologie und Pathogenese 

Der bedeutendste Risikofaktor für die 

Entstehung eines MaCas ist das Alter. 

Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen 

dem 50. und 70. Lebensjahr (Schmidt-

Matthiesen et al., 2002). Weitere Risiko-

faktoren sind genetische Prädisposition, 

wie das Auftreten von MaCa bei Ver-

wandten ersten Grades, die Dauer der 

Östrogenexposition (frühe Menarche, 

späte Menopause, Nulliparität und späte 

Erstschwangerschaft), hoher Nahrungs-

fettgehalt und ein kontralaterales MaCa 

(Böcker, 2001; Kreienberg, 2002). 

Die beiden TSG BRCA1 (breast cancer 

gene 1) auf Chromosom 17 (17q21) und 

BRCA2 auf Chromosom 13 (13q12-13) spielen eine wichtige Rolle bei Diagnostik 

und Therapie des MaCa. Einzelheiten hierzu werden im Kapitel „Tumor-

suppressorgene und Onkogene“ (Kap. 1.4.2) erörtert. 

 
Abb. 1: Längsschnitt der Brustdrüse 
Bildquelle: www.brustkrebs-info.de 
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1.2.3 Histopathologische Einteilung 

Histopathologisch wird das 

MaCa folgendermaßen klas-

sifiziert (Abb.2): 80 % sind 

duktale Karzinome, 20 % 

lobuläre Karzinome, 10 % 

prognostisch günstigere Son-

derformen (tubuläres MaCa, 

medulläres MaCa, papilläres 

MaCa, muzinöses MaCa, 

Morbus Paget) (Stauber et 

al., 2001). Das multizentri-

sche Auftreten ist mit 60 bis 

80 % beim lobulären Karzi-

nom häufiger als beim duktalen Karzinom. In der kontralateralen Brust finden sich 

beim lobulären Karzinom in 20 % der Fälle präinvasive oder invasive Herde. In et-

wa einem Drittel der Fälle entstehen invasive MaCa multizentrisch. 

1.2.4 Stadieneinteilung 

Das Tumorstadium der in der vorliegenden Arbeit analysierten MaCa wurde im In-

stitut für Gynäkopathologie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf und im 

Institut für Pathologie des Universitätsklinkums Essen beurteilt, wobei Grundlage 

für die Einteilung die 5. Auflage der TNM-Klassifikation der Union Internationale 

Contre le Cancer (UICC), 1997 war (Tab. I). 

 
Abb. 2: Darstellung der beiden häufigsten 
histopathologischen Formen des MaCa mit ihren Vorstu-
fen 
Bildquelle: www.brustkrebs-info.de 
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Tab. I.: pTNM-Klassifikation des MaCas nach der 5. Auflage der UICC, 1997 

pT Primärtumor 
pTX Primärtumor nicht beurteilbar 

pT0 Kein Anhalt für Malignität 

pTis Carcinoma in situ 

pT1 Tumor 2 cm oder weniger in größter Ausdehnung 

pT2 Tumor > 2 cm, aber nicht > 5 cm in größter Ausdehnung 

pT3 Tumor > 5 cm in größter Ausdehnung 

pT4 Tumor jeglicher Größe mit Infiltration der Haut oder der Brustwand 

pN Regionäre Lymphknoten 
pNX Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

pN0 Kein Anhalt für Befall der regionären Lymphknoten 

pN1 Metastasen in ipsilateralen beweglichen axillären Lymphknoten 

pN2 Metastasen in ipsilateralen axillären Lymphknoten, untereinander oder 
an anderen Strukturen fixiert 

pN3 Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten entlang der Arteria mammaria 
interna 

pM Fernmetastasen 
pMX Fernmetastasen nicht beurteilbar 

pM0 Kein Anhalt für Fernmetastasen 

pM1 Fernmetastasen vorhanden 
 

Neben dem TNM-Stadium ist derzeit das Grading der wichtigste Anhaltspunkt für 

die Prognoseabschätzung des MaCa (Tab. II). Ausmaß der Tubulusbildung, Kern-

pleomorphie und Mitoserate werden zur Beurteilung des Malignitäts- und Differen-

zierungsgrades bestimmt (Bloom und Richardson, 1957; Elston und Ellis, 1991). 

Tab. II: Histopathologisches Tumorgrading des MaCa 

Malignitätsgrad G-Gruppe Differenzierungsgrad 
Gering G1 Gut differenziert 

Mäßig G2 Mäßig differenziert 

Hoch G3 Schlecht differenziert 

1.2.5 Diagnostik 

Die Methoden der Diagnostik des MaCa haben in den letzen Jahren an Komplexität 

zugenommen. Den etablierten Methoden kommt nach wie vor, gerade in der Pri-

märdiagnostik, eine große Bedeutung zu. So zählen bei Verdacht auf ein MaCa die 

Beurteilung der Symptome und der sichtbaren und tastbaren Veränderungen, die 

Mammographie und Galaktographie, die Kernspin-Mammographie, die Sonogra-
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phie, die Sekretuntersuchung, die Punktionsdiagnostik und die Stanzbiopsie zu den 

primären Maßnahmen der Diagnostik. Weitere Strategien zur Diagnostik gewinnen 

aber zunehmend an Bedeutung, so die Bestimmung des Rezeptorstatus, wie z.B. des 

Her2/neu-Rezeptors, die Detektion genetischer Alterationen, v.a. im Bereich von 

TSG, und die Beurteilung der Metastasierungstendenz durch die Detektion von 

CTC und DTC. 

1.2.6 Rezeptorstatus 

Sowohl das vermehrte Vorkommen an Östrogen(ER)- und Progesteron(PR)-

Rezeptoren, als auch die Überexprimierung des Her2/neu-(Humaner epidermaler 

Wachstumsfaktor 2-)-Rezeptors sind für die Prognoseeinschätzung, die zytotoxi-

sche Medikamentenwirkung und die Wahl der medikamentösen adjuvanten Thera-

pie von großer Bedeutung (Elledge et al., 1998; Johnson und Seidman, 2005; Paik 

et al., 1998; Paik et al., 2004; Quenel et al., 1995; Schwarzenbach et al., 2004; Wit-

zel et al., 2006). Die Expression der ER- und PR-Rezeptoren wird 

immunhistochemisch bestimmt. Rezeptorpositive Fälle werden als prognostisch 

günstiger angesehen. Am besten ist die Prognose, wenn der Status der beiden 

Rezeptortypen positiv ist (Pfeiderer et al., 2001). Für die Diagnose ist die Höhe des 

Rezeptorwertes von relativ geringer Bedeutung, als „positiv“ werden Werte über 

20 fmol bezeichnet (Jänicke, 2002). Bei etwa 25 bis 30 % aller Patientinnen mit 

MaCa ist eine Überexpression des Her2/neu-Rezeptors, eines vom c-erbB2-Gens 

kodierten membranständigen Rezeptors für Wachstumsfaktoren, nachweisbar. 

1.2.7 Tumormarker 

Für die Frühdiagnostik des MaCa gibt es bis heute keine ausreichend sensiblen und 

sensitiven Marker. Die heute gebräuchlichen Marker dienen vor allem der Ver-

laufskontrolle nach der Therapie. Die Marker CEA (Carcinoembryonales Antigen) 

und CA 15-3 werden im Blut der Patientinnen bestimmt. Erhöhte Werte sollten 

nach der Therapie abfallen. Bei 50-85 % der Patientinnen kommt es bei einem Re-

zidiv zu einem Anstieg dieser Marker (Schmidt-Matthiesen et al., 2002). 

Der Tumormarker CA 15-3 ist ein hochmolekulares Glycoprotein (Mucin), das im 

peripheren Blut der MaCa-Patientinnen gefunden werden kann. Während die CA 

15-3-Konzentration bei Patientinnen mit primärem Tumor im normalen Bereich 
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liegt, wird bei Patientinnen mit Metastasen oft ein erhöhter Level an Ca 15-3 im 

Blut gemessen, der mit einer vergrößerten metastatischen Last korrelieren kann. 

CEA wird als Serummarker für das Monitoring verschiedener Tumorstadien ver-

wendet. 

1.3 Das Prostatakarzinom 

Die meisten Prostatakarzinome (PCa) bilden sich aus dem Drüsenepithel und gehö-

ren somit ebenso wie das MaCa zu den Adenokarzinomen (Abb.3). Diese Karzino-

me sind fast immer multifokal nachweisbar, können in verschiedenen Differenzie-

rungsstadien nebeneinander vorliegen und somit unterschiedliche Malignitätsgrade 

aufweisen. 

1.3.1 Epidemiologie 

Das PCa ist mit einer Inzidenz von 84 pro 100.000 in Europa die häufigste maligne 

Erkrankung des Mannes in der westlichen Welt. Nach dem Bronchialkarzinom und 

dem Darmkrebs ist das PCa die dritthäufigste Todesursache unter den malignen Er-

krankungen des Mannes in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2007a). Jährlich 

gibt es in Deutschland etwa 11.000 Todesfälle (Statistisches Bundesamt, 2007a). 

Die Inzidenz des PCa nimmt mit einer durchschnittlichen jährlichen Steigerungsrate 

von 3,7 % stetig zu. Es ist noch ungeklärt, ob für die Zunahme ein erhöhtes Erkran-

kungsrisiko oder die verbesserte Diagnostik die Ursache ist (Hautmann und Huland, 

2001). Die Inzidenz weist deutliche ethische und geographische Unterschiede auf, 

so schwankt sie zwischen 1,3 (China), 30 (Bundesrepublik Deutschland), 60 (weiße 

Amerikaner) und 95 (farbige Amerikaner) pro 100.000 Einwohner (Hautmann und 

Huland, 2001). Einen Zusammenhang zwischen Alter und Erkrankungshäufigkeit 

gibt es sowohl für das latente als auch für das manifeste PCa, so steigt die Inzidenz 

deutlich bei Männern über 60 Jahren und ist bei Männern über 80 Jahren am größ-

ten (Altwein, 2001). 

1.3.2 Ätiologie und Pathogenese 

Neben den o.g. ethnographischen Risikofaktoren werden fünf Ursachengruppen für 

die Entstehung eines PCas diskutiert. Etwa 10-15 % aller PCa sind hereditär bedingt 

(Hautmann und Huland, 2001). Es wurden Veränderungen auf dem Chromosom 1 
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in der Region des  Gens HPC1 („human prostate cancer 1“) und auf dem X-

Chromosom beobachtet (Hautmann und Huland, 2001). Den Laboren von Sandberg 

et al. (1994) und Carter et al. (1997) gelang der Nachweis von Defekten auf Regio-

nen von Chromosom 7, 10 und 16, die Tumorsuppressorgene (TSG) enthalten. 

Auch hormonale Faktoren können die Tumorentstehung beeinflussen, z. B. ist die 

Entwicklung des PCa androgenabhängig (Ross et al., 1983; Sökeland et al., 2002). 

Exogene Hormone, wie pflanzliche Östrogene, scheinen einen protektiven Einfluss 

zu haben (Bartha et al., 1996). Weitere Risikofaktoren sind Ernährung mit haupt-

sächlich tierischem Fett und Eiweiß, Umweltfaktoren, wie Abgase und Luftver-

schmutzung, und erlittene virale und venerische Entzündungen (Hautmann und 

Huland, 2001). 

1.3.3 Diagnostik  

Zu den bisher etablierten primären „Staging“-Untersuchungen des PCas zählen die 

digitale rektale Untersuchung (DRU), der transrektale Ultraschall (TRUS), die 

PSA(prostataspezifisches Antigen)-Bestimmung (s. Kap. 1.3.6) und die Stanz-

biopsie. Die PSA-Bestimmung aus dem Blutplasma erfolgt meist routinemäßig mit-

tels eines monoklonalen Antikörpers im Rahmen der Krebsvorsorge. 

Im Frühstadium ist das PCa häufig völlig symptomlos. Aufgrund seiner peripheren 

Lage kommt es erst im Spätstadium zu Miktionsbeschwerden und gelegentlich zu 

einer Hämaturie. Zusätzlich können im Spätstadium so genannte Metastasensymp-

tome auftreten, wie z.B. Knochenschmerzen – insbesondere Kreuzschmerzen durch 

Wirbelmetastasen – oder Bein- und Skrotalödeme bei Befall von pelvinen Lymph-

knoten. Erst im sehr weit fortgeschrittenen Stadium zeigen sich allgemeine Tumor-

zeichen, wie Kachexie oder Anämie. 
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1.3.4 Histopathologische Einteilung 

Die Prostata wird in vier Zonen 

eingeteilt. 90 % der Karzinome 

entstehen an der rektalen Seite im 

peripheren Drüsenanteil, nur 5 % 

wachsen ausschließlich in der 

periurethralen Zone. 

Histopathologisch wird das PCa 

entsprechend seiner Architektur 

folgendermaßen klassifiziert: 

> 90 % sind azinäre 

Adenokarzinome und jeweils 

< 1 % duktale, muzinöse, adenoid-

zystische Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome, Urothelkarzinome und undif-

ferenzierte Karzinome. 

Der Grad der glandulären Differenzierung wird durch das Gleason-System, auf 

Grund des Wachstumsmusters und der Karzinomarchitektur beschrieben. Je höher 

der Gleason-Score ist, desto undifferenzierter sind die Zellen und desto schlechter 

ist die Prognose für den Patienten (Gleason und Mellinger, 1974; Vesalainen et al., 

1995). 

1.3.5 Stadieneinteilung 

Das Tumorstadium der in der vorliegenden Arbeit analysierten PCa wurde im Insti-

tut für Pathologie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf und im Institut 

für Pathologie des Centre Hospitalier Universitaire CHU de Montpellier beurteilt, 

wobei Grundlage für die Einteilung die 6. Auflage der TNM-Klassifikation der 

Union Internationale Contre le Cancer (UICC), 2002 war (Tab. III). 

 
Abb. 3: Darstellung der anatomischen Lage und der 
Einteilung der Prostata in Zonen 
Bildquelle: www.prostate-cancer.org 
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Tab. III: Stadieneinteilung des primären PCas nach UICC 2002, 6. Auflage 

T Primärtumor 
TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T0 Kein Anhalt für einen Primärtumor 

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, nicht zu palpieren, nicht durch bildge-
bende Verfahren zu erkennen 

a Tumor ist zufälliger histologischer Befund (inzident) in 5% oder weniger 
des resezierten Gewebes 

b Tumor ist zufälliger histologischer Befund (inzident) in mehr als 5% des 
resezierten Gewebes 

c Tumor durch Nadelbiopsie identifiziert, weil PSA-Spiegel erhöht 

T2 Tumor auf Prostata begrenzt 

a Tumor befällt die Hälfte eines Lappens oder weniger 

b Tumor befällt mehr als die Hälfte eines Lappens, aber nicht beide Lappen 

c Tumor befällt beide Lappen 

T3 Tumor hat die Prostatakapsel durchbrochen 

a Einseitige- oder beidseitige extrakapsuläre Ausbreitung 

b Tumor befällt die Samenblasen 

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert Nachbarstrukturen 

a Tumor infiltriert Blasenhals und/oder Sphinkter externus und/oder Rektum 

b Tumor infiltriert Levator-Muskeln und/oder ist an der Beckenwand fixiert 

N Regionäre Lymphknoten 
NX Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastasen in solitären regionären Lymphknoten, 2 cm oder weniger in 
größter Ausdehnung 

N2 Metastasen in solitären Lymphknoten, mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 
cm in größter Ausdehnung, oder in multiplen regionären Lymphknoten, kei-
ne mehr als 5 cm in größter Ausdehnung 

N3 Metastase(n) in regionären Lymphknoten, mehr als 5 cm in größter Ausdeh-
nung 

M Fernmetastasen 
MX Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen vorhanden 

a Metastasen in nichtregionären Lymphknoten 

b Knochenmetastasen 

c Andere Lokalisation(en) 
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1.3.6 Tumormarker 

In der Präventiv- bzw. Frühdiagnostik ist das PSA der bis heute einzig etablierte 

Tumormarker. Der positive prädiktive Wert in der PSA-Diagnostik ist aber beunru-

higend niedrig. Internationale Studien etablierten einen Cut-off-Wert von 4 ng/ml 

für das t-PSA (Gesamt-PSA) im Blut von PCa-Patienten (Kleer und Oesterling, 

1993), jedoch weisen 30 % der PCa-Patienten einen t-PSA-Wert < 4 ng/ml auf und 

werden fälschlicherweise als gesund beurteilt (Wirth et al., 1990). Bei ca. 75 % aller 

Patienten ergibt das t-PSA einen falsch positiven Wert. In der vorliegenden Arbeit 

soll u.a. der Frage nachgegangen werden, ob DNA-Alterationen, wie LOH (Loss of 

Heterozygosity/ Verlust der Heterozygotie) oder MSI (Mikrosatelliteninstabilität), 

zu einer im Vergleich zur PSA-Bestimmung präziseren Früherkennung geeignet 

sein könnten. 

1.4 Molekulargenetik von Tumoren 

1.4.1 Zirkulierende Nukleinsäuren 

Das Vorkommen zirkulierender Nukleinsäuren wurde erstmals 1948 beschrieben 

(Mandel und Métais, 1948). 30 Jahre später konnte mittels eines 

Radioimmunoessays gezeigt werden, dass die Konzentration der freien zirkulieren-

den DNA im Blut von Tumorpatienten signifikant erhöht ist (Leon et al., 1975). Bei 

Patienten mit metastasierten Tumoren wurde sogar etwa zweimal soviel freie DNA 

im Blut gefunden wie bei Patienten mit nicht metastasierten Tumoren, was auf eine 

mögliche Korrelation mit der Progression der Tumore hinweist. Auch konnte zwi-

schen den genetischen Alterationen, wie LOH und MSI, des Primärtumors und den 

Alterationen in der zirkulierenden DNA eine Übereinstimmung beobachtet werden 

(Bruhn et al., 2000). Eine geringe Menge frei im Blut zirkulierender DNA wird bei 

allen gesunden Menschen gefunden. Der Nachweis stark erhöhter Konzentrationen 

an freier DNA im Blut tumorkranker Patienten und die Erkenntnis, dass die Kon-

zentration bei effektiver Therapie abfallen kann (Leon et al., 1977; Stroun et al., 

1987), legt nahe, dass Tumorzellen (TZ) im Verlauf der Erkrankung DNA ins Blut 

abgeben. Welcher Mechanismus bei diesem Vorgang eine Rolle spielt, wird zur 

Zeit diskutiert. Apoptose sowie Nekrose und die aktive Freigabe von DNA in den 

Blutstrom durch TZ tragen zu dem erhöhten DNA-Spiegel im Blut bei (Stroun et 
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al., 2000). Tumorspezifische DNA wurde im Blut von Patienten mit verschiedenen 

Tumorentitäten gefunden (Fleischhacker und Schmidt, 2007). Deshalb könnte die 

Detektion tumorspezifischer Aberrationen in der extrazellulären DNA in Körper-

flüssigkeiten, wie Blut und KM, von klinischer Bedeutung sein (Goessl et al., 

2002). 

1.4.2 Tumorsuppressorgene und Onkogene 

Die Entstehung eines Karzinoms beruht auf der Akkumulation mehrerer Alteratio-

nen in verschiedenen Genen. Es spielen meist genetische Veränderungen eine ent-

scheidende Rolle, welche die Funktion bestimmter Gene ausschalten („loss of func-

tion“) oder neue Funktionen hervorbringen („gain of function“). Für die 

Karzinogenese sind Gene, die an der Regulation von Zellwachstum und Differen-

zierung beteiligt sind, von besonderer Bedeutung (Ponder, 1992). Sie lassen sich in 

zwei Gruppen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen unterteilen: Onkogene und 

TSG. Tumoren entstehen durch das Zusammenspiel der aktivierten Expression von 

Onkogenen und der Suppression von TSG (Fearon und Vogelstein, 1990). Durch 

verstärkte Expression können die kodierten Proteine der Onkogene eine Tumorent-

wicklung fördern (Bishop, 1983; Bishop, 1991). Für die Tumorgenese sind TSG 

von besonderer Bedeutung. Der Verlust dieser Gene kann zum Verlust einer 

tumorprotektiven Funktion des entsprechenden Genprodukts führen. Beispielsweise 

kann ein fehlendes oder fehlerhaftes Protein seine proliferationshemmende Wirkung 

nicht mehr fortsetzen und damit zur Tumorbildung beitragen.  

1.5 Wahl der Mikrosatellitenmarker für die Mammakarzinom-
Analysen 

Bei Diagnostik und Therapie des MaCa spielen die TSG BRCA1 (breast cancer ge-

ne 1) auf Chromosom 17 (chromosomaler Locus 17q21.2) (Hall et al., 1990; Silva 

et al., 1999b) und BRCA2 auf Chromosom 13 (chromosomaler Locus 13q12.36) 

(Silva et al., 1999b; Wooster et al., 1995) eine wichtige Rolle. Sowohl BRCA1, als 

auch BRCA2 sind an der Signalkaskade von p53, Retinoblastom (RB) und c-Myc 

beteiligt und somit in die Transkription, die Regulierung des Zellzyklus, die Repa-

ratur von DNA-Defekten, die Zentrosom-Duplizierung, das Zellwachstum und die 

Apoptose involviert (Yoshida und Miki, 2004). Die Wahl der Therapieform und die 
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Entscheidung zu einer bilateralen Brustamputation hängen nach Beschluss des 9. 

internationalen Expertenkonsensustreffens davon ab, ob die Patientin u.a. Trägerin 

des mutierten Gens BRCA 1 oder 2 ist (Goldhirsch et al., 2005; Rebbeck, 2002; 

Schwartz et al., 2003). 

 

Das Chromosom 17 hat die meisten bekannten genetischen Alterationen beim 

MaCa. Neben dem o.g. TSG BRCA1 trägt es ebenfalls das Protoonkogen c-erbB2 

(17q12-q21) (Kauraniemi und Kallioniemi, 2006; Murphy et al., 1995; Plummer et 

al., 1997), das für den membranständigen Her2/neu (Humaner epidermaler Wachs-

tumsfaktor 2)-Rezeptor kodiert. Ebenfalls auf dem Chromosom 17 liegt das für 

PNMT (Phenylethanolamin-N-Methyltransferase) kodierende Gen (Dressman et al., 

2003), welches über die Leptinregulation Einfluss auf die Entstehung des MaCa 

nehmen kann (Benusiglio et al., 2006; Harvey und Ashford, 2003; Stattin et al., 

2004). 

 

Auf dem Chromosom 16 wurden ebenfalls genetische Alterationen beim MaCa 

nachgewiesen. Die Region 16q22-23 kodiert das TSG E-Cadherin, dessen Genpro-

dukt eine entscheidenden Rolle in der Bildung und dem Erhalt der Zell-Zell-

Kontakte spielt. Die Downregulation des Gens kann zu Tumorentstehung, Progres-

sion und Metastasierung beitragen (Pecina-Slaus, 2003). 

 

In der folgenden Tabelle sind die in meinen Analysen verwendeten Marker aufge-

listet. 

Tab. IV: Mikrosatellitenmarker, chromosomale Region und TSG für die MaCa-Analysen 

Marker Chromosomale 
Region 

TSG Literatur 

D17S855 17q21 BRCA1 (Hall et al., 1990; Silva et al., 1999b) 

D17S250 17q11.2-q12 PNMT (Benusiglio et al., 2006; Dressman et 
al., 2003; Harvey und Ashford, 2003; 
Stattin et al., 2004) 

D16S421 16q22-q23 E-Cadherin (Pecina-Slaus, 2003) 
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1.6 Wahl der Mikrosatellitenmarker für die Prostatakarzinom-
Analysen  

Beim PCa wurden hohe Inzidenzen an LOH in der für den Retinsäurerezeptor B 

kodierenden Region 3p24 entdeckt. Bindung von all-trans-Retinsäure an seinen Re-

zeptor hat einen wachstumshemmenden Effekt. Ein Verlust des Rezeptors kann zu 

erhöhter Zellproliferation führen (Qiu et al., 2000). Eine Downregulation des Re-

zeptors wurde für das PCa berichtet (Nakayama et al., 2001). 

 

Ein weiteres wichtiges TSG kodiert für die TGF-ß-aktivierte Kinase1 (TAK1) und 

liegt auf dem Locus 6q16. Untersuchungen an humanen Prostatazellen zeigten, das 

die durch TGFß induzierte Apoptose dieser Zelllinie auf die Aktivierung der TAK1 

zurückzuführen ist. Ektopische Expression von TAK1 stimulierte die Apoptose, ei-

ne dominant-negative TAK1-Variante reduzierte diese (Cooney et al., 1996; Konis-

hi et al., 2003). 

 

Auf dem Chromosom 8 befindet sich das TSG Neuroregulin1, das für mehrere 

Spleißvarianten eines Liganden, der an erbB-Rezeptoren bindet, kodiert. Über einen 

komplexen Signaltransduktionsweg wird im Verlauf der programmierte Zelltod in-

duziert, wie am Beispiel der androgen-unabhängigen PCa-Zelllinie LNCaP gezeigt 

wurde (Tal-Or et al., 2003). 

 

Das TSG „Cyclin dependent kinase 2“ („CDKN2“) befindet sich in der chromo-

somalen Region 9p21. Es kodiert für einen Inhibitor der Zyklin-abhängigen Kinase 

und beeinflusst bei Downregulation den Zellzyklus (Jarrard et al., 1997; Perinchery 

et al., 1999). 

 

Bei DNA-Verlust im chromosomalen Bereich des 11p12, der für DDB2, eine 

Untereinheit des „damaged-DNA recognition factor“ DDB, kodiert, kommt es zu 

einer Dysregulation der genetischen Reparaturmechanismen in menschlichen Zel-

len. Die Expression von DDB2 wird von p53, BRCA1 und ionisierender Strahlung 

induziert (Yoon et al., 2005). 
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Auf Chromosom 11 in der Region 11q22 liegt ein TSG, dessen Genprodukt eine 

Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus spielt. Die CHK1 (Checkpoint-Kinase) ist ein 

Schlüsselregulator des G2-/M-Checkpoints des Zellzyklus. Bei Replikationsfehlern 

wird sie durch Phosphorylierung aktiviert und kann in phosphorylierter Form die 

cyclinabhängige Kinase inhibieren. Der Zellzyklus wird dadurch unterbrochen und 

die DNA-Reparatur kann erfolgen (Katsuragi und Sagata, 2004). 

Tab. V: Mikrosatellitenmarker, chromosomale Region und TSG für die PCa-Analysen 

Marker Chromosomale 
Region 

TSG Literatur 

THRB 3p24 Retinsäure-
rezeptor 

(Nakayama et al., 2001; Qiu et al., 
2000) 

D6S1631 6q16 TGF-ß-
aktivierte 
Kinase 1 

(Cooney et al., 1996; Konishi et al., 
2003) 

D8S87 8p12 Neuro-
regulin1 

(Tal-Or et al., 2003) 

D9S171 
D9S1748 

9p21 CDKN2 (Jarrard et al., 1997; Perinchery et al., 
1999) 

D11S898 11q22 CHK1 (Katsuragi und Sagata, 2004) 

D11S1313 11q12 DDB2 (Yoon et al., 2005) 

1.7 Mikrosatelliten-Längen-Polymorphismus und Mikro-
satelliteninstabilität 

Mikrosatelliten-DNA-Abschnitte sind „Tandem-Repeat“-Sequenzen und bestehen 

aus kurzen hochrepetitiven DNA-Sequenzen von 10 bis 50 Kopien mit einer Länge 

von 2 bis 6 Basenpaaren (bp) (Nakamura et al., 1987; Weber und May, 1989). Am 

häufigsten kommen Wiederholungen von Di-, Tri- oder Tetranukleotiden vor wie 

z.B. (CA)n, wobei n= 10-50 sein kann. Im Genom sind Mikrosatelliten weit verbrei-

tet und liegen meist in nicht-kodierenden Abschnitten, wobei aber auch die Lokali-

sation in Exons möglich ist. Häufige Motive sind CA, AC, AAN oder AG. Um die 

Häufigkeit polymorpher Allele anzugeben, ist der PIC-Wert (Polymorphic Informa-

tion Content) definiert worden. Er gibt die Häufigkeit in einer Population an, mit 

der an einem Locus eine heterozygote Konstitution vorliegt. Da sich die Mikrosatel-

liten-DNA in den maternalen und paternalen Chromosomen in ihrer Länge unter-

scheiden, kann sie nach Amplifikation mit spezifischen Primern auf einem Poly-

acrylamidgel bzw. mit Hilfe der Kapillarelektrophorese anschaulich aufgetrennt 
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werden. Mikrosatelliten vereinen demnach mehrere Vorteile für die Unterscheidung 

homologer Allele und werden deshalb heute oft in Genanalysen, wie der Detektion 

von DNA-Verlusten (LOH) oder DNA-Gewinnen (MSI) eingesetzt. Aufgrund ihrer 

gleichmäßigen Verteilung sind sie in großer Zahl für alle Chromosomenregionen 

mit Hilfe der PCR leicht nachweisbar.  

Die Natur der Mikrosatelliten-DNA mit ihren hochrepetitiven Sequenzen kann eine 

erhöhte Fehlerrate bei der Replikation bewirken, die in einer Strangverkürzung bzw. 

–verlängerung resultieren kann. Eine Anhäufung solcher Fehler kann dazu führen, 

dass Reparaturenzyme diese nicht mehr erkennen. Hinzu kommt, dass auch die Re-

paraturmechanismen infolge der Instabilität des genetischen Systems defekt sein 

können. Die 1996 von Belchis et al. (1996) beschriebene Instabilität in der Mikrosa-

telliten-DNA (MSI) deutete auf ein Versagen des DNA-Mismatch-Repair-Systems  

hin. Überdies zeigten Paulson et al. (1996) im gleichen Jahr eine Korrelation von 

MSI mit einer schlechten Prognose. Durch die größenabhängige Verschiebung der 

Allele kann es zu zusätzlichen Banden in einem Gel kommen. 

1.8 LOH-Analysen in Tumor, Blut und Knochenmark 

Ein Ansatz zur Lokalisation von TSG ist der Nachweis von heterozygoten 

Deletionen bzw. Allelverlusten (Verlust der Heterozygotie, „loss of 

heterozygosity“, LOH) mithilfe von Mikrosatelliten-Längen-Polymorphismus-

Analysen der DNA aus Leukozyten, Tumor, Blut und KM von Tumorpatienten mit 

polymorphen Markern (Schwarzenbach et al., 2004). Häufige Allelverluste in einer 

bestimmten Region weisen darauf hin, dass in dieser Region möglicherweise ein 

TSG liegen könnte, welches bei der Pathogenese eines Tumors eine Rolle spielt. 

Zum Auffinden eines LOH muss an einem Lokus konstitutionelle Heterozygotie 

vorliegen. Nur in einer solchen Konstitution kann ein Allelverlust in einer PCR-

basierten Mikrosatelliten-Analyse nachgewiesen werden. Eine homozygote Kons-

tellation, bei der väterliches und mütterliches Allel nicht unterscheidbar sind, ist in 

diesen Analysen nicht informativ. Bei einer heterozygoten Konstitution des Mikro-

satelliten kann in Tumor, Blut oder KM im Falle eines Verlusts der Heterozygotie 

nur eine Allel des betreffenden Markers nachgewiesen und mit den beiden Allelen 

der Leukozyten-DNA als Referenz-DNA verglichen werden (Lessa und Apple-

baum, 1993). 
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Metastasen sind häufig durch Akkumulation von genetischen Änderungen charakte-

risiert und ein vermehrtes Auftreten von LOH korrelierte signifikant mit einem ver-

kürzten postmetastatischen Überleben der Patientinnen mit MaCa. Es wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass die erhöhte LOH-Frequenz die „Dormancy“ (s. Kap. 

1.11.4) der TZ in entfernten Organen beendet und für die Progression der Metasta-

sen erforderlich ist (Hampl et al., 1999). 

1.9 Metastasierungskaskade epithelialer Tumore 

Es gibt verschiedene Theorien zur Metastasierungskaskade epithelialer Tumore. Ein 

traditionelles Modell zur Entstehung von Metastasen besagt, dass Metastasen auf 

kleine Subpopulationen des Primärtumors, die erst spät in der Tumorgenese entste-

hen, zurückzuführen sind (Chambers et al., 2002; Fidler und Kripke, 1977). Nach 

neueren Erkenntnissen wird angenommen, dass die meisten TZ des Primärtumors 

die Fähigkeit zur Metastasierung besitzen und dass es schon früh in der Tumorent-

stehung, ausgehend vom Primärtumor, zu einer metastatischen Streuung kommt 

(Pantel und Brakenhoff, 2004). Zudem konnte eine genetische Determinierung der 

Zellen bezüglich des Ortes der Metastasierung nachgewiesen werden (Smid et al., 

2006; Woelfle et al., 2003). In Genanalysen zeigten CTC und DTC wenig geneti-

sche Ähnlichkeit mit ihrem Ursprungsgewebe (Schmidt-Kittler et al., 2003). Ver-

mutlich kommt es während der genetischen Entwicklung des Primärtumors zu einer 

kontinuierlichen Disseminierung von TZ, die dann neue genetische Eigenschaften 

erwerben können (Pantel und Brakenhoff, 2004). Um einen Hinweis zu bekommen, 

wie diese Zellen ihr Metastasierungspotential und gegebenenfalls ihre Resistenz ge-

gen systemische Therapien entwickeln, wäre es interessant, das Milieu, in dem sich 

die TZ genetisch verändern, zu untersuchen (Gray, 2003). 

Basierend auf der frühen Disseminierung und der genetischen Determinierung der 

TZ haben Pantel und Brakenhoff zwei Modelle einer lymphogenen und hämatoge-

nen Metastasierungskaskade entwickelt (Pantel und Brakenhoff, 2004).  

Nach dem ersten Modell hängt die Entstehung primärer Fernmetastasen von dem 

Vorhandensein von LK-Metastasen ab. Die TZ disseminieren früh sowohl 

lymphogen als auch hämatogen vom Primärtumor. Die lymphogenen CTC prolife-

rieren und bilden in LK Metastasen, aus denen zu einem späteren Zeitpunkt wiede-

rum TZ zu entfernten Organen disseminieren, um dort Fernmetastasen zu bilden. 
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Hier wird die Determinierung der CTC durch die Umgebung der LK angenommen. 

Die hämatogenen CTC haben nur eine kurze Überlebenszeit im peripheren Blut 

(Chambers et al., 2002; Pantel und Brakenhoff, 2004). 

Nach dem zweiten Modell disseminieren die TZ unter Umgehung der LK direkt in 

entfernte Organe, um früh Fernmetastasen zu bilden. Bei Patienten, die keine LK-

Metastasen, aber Fernmetastasen entwickelt haben, wie z.B. bei MaCa-Patientinnen 

beobachtet, scheint dies der Fall zu sein. In diesem Fall korreliert der Status der TZ-

Disseminierung in den LK nicht mit dem im KM (Braun et al., 2001; Gerber et al., 

2001; Woelfle et al., 2003). In zahlreichen Studien wurde ein signifikanter Zusam-

menhang zwischen dem Vorhandensein von CTC im peripheren Blut und einer 

schlechten Prognose sowohl beim metastasierten als auch beim nicht-metastasierten 

MaCa beschrieben (Cristofanilli et al., 2004; Cristofanilli et al., 2005; Masuda et al., 

2005; Müller et al., 2005; Pantel et al., 2009; Stathopoulou et al., 2002; Weigelt et 

al., 2003). 

Nach beiden Modellen kann eine weitere hämatogene Disseminierung sowohl aus 

den primär hämatogen entstandenen Fernmetastasen, als auch aus den von LK-

Metastasen ausgegangenen Fernmetastasen stattfinden. Die DTC könnten deshalb 

besonders aggressiv sein, weil sie die intensive Passage durch Blut- und Lymphge-

fäßsystem überlebt haben (Pantel und Brakenhoff, 2004; Pantel et al., 2008; Pantel 

et al., 1993b). 

Die beiden Modelle zur Metastasierungskaskade könnten von entscheidender Be-

deutung für die Therapieplanung sein. Nach dem zweiten Modell sind die Diagno-

sen von LK-Metastasen und Metastasen in entfernten Organen voneinander unab-

hängige prognostische Informationen. So gibt es eine laufende Debatte darüber, ob 

die MaCa-Patientinnen entscheidend davon profitieren, dass ihnen routinemäßig die 

axillären LK entfernt werden, um das Risiko der Metastasierung zu reduzieren 

(Krag und Single, 2003). 
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1.10 Metastasierung des Mammakarzinoms und des Prostatakarzi-
noms 

Vor allem bei Ma- und PCa metastasieren fortgeschrittene Tumore in die Knochen 

(Müller et al., 2005; Mundy, 2002; Pantel und Brakenhoff, 2004). Die Metastasie-

rung beim Ma- und PCa erfolgt sowohl lymphogen als auch hämatogen. Das 

lymphogene Ausbreitungsmuster hängt von der Lokalisation des Primärtumors ab. 

Die MaCa des oberen äußeren Quadranten siedeln sich meist in die axillären 

Lymphknoten ab und medial gelegene Tumore metastasieren in die retrosternalen 

und supraklavikulären LK. Lymphogene Metastasen der PCa werden initial in den 

Lymphknoten der Obturatorius- und Iliakalregion, später in den extrapelvinen und 

 

H ä matogene  
Dissiminierung 

Lymphknoten  
Metastase 

Lymphatische 
Dissiminierung 

Prim ä re  distante 
Metastase 

Sekund ä re  distante 
Metastase 

Prim ä r Tumor 

H ä matogene  
Disseminierung 

Lymphknoten- 
metastase 

Lymphogene 
Disseminierung 

Prim ä re  Fern– 
metastase 

Sekund ä re  Fern– 
metastase 

Primärtumor 

 
Abb. 4: Modell der Metastasierungskaskade nach Pantel und Brakenhoff (2004)  
Bildquelle: (Pantel und Brakenhoff, 2004) Die Disseminierung der TZ vom Primärtumor geschieht 
sowohl lymphogen (rote Pfeile) als auch hämatogen (blaue Pfeile). Nach dem ersten Modell entste-
hen aus den lymphogen disseminierten TZ LK-Metastasen, während die hämatogen disseminierten 
TZ sterben oder ruhen. Nach dem zweiten Modell disseminieren die TZ, die hämatogen gestreut sind 
und bilden Fernmetastasen. Solche Patienten können Fernmetastasen entwickeln ohne, dass LK-
Metastasen nachweisbar sind. Nach beiden Modellen kann später eine sekundäre hämatogene 
Disseminierung ausgehend von Fernmetastasen stattfinden. 
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retroperitonealen Lymphknotengruppen manifest. Weichteilmetastasen des MaCa 

entstehen wohl am ehesten infolge der lymphogenen Metastasierung in gegenseiti-

ger Mamma, Pleura und Mediastinum und hämatogen in Lunge, Leber, Gehirn und 

Skelettsystem. Prädilektionsstelle für hämatogene Fernmetastasen des PCa ist das 

Skelettsystem. 

1.11 Zirkulierende Tumorzellen im Blut und disseminierte Tumor-
zellen im Knochenmark von Patienten mit epithelialen Tumoren 

1.11.1 Tumorzellen in Blut und Knochenmark als Prognosefaktor und ent-
scheidendes Kriterium für Therapieplanung und -monitoring 

Bei Diagnose eines Karzinoms sind die Metastasierungstendenz des Tumors, die 

Mechanismen der Metastasierung und die Art der Metastasierung von entscheiden-

der Bedeutung sowohl für die Einschätzung der Prognose als auch für Wahl und 

Monitoring der Therapie. Weltweit beschäftigen sich zahlreiche Forschungsgruppen 

und Ausschüsse mit der prognostischen und therapiebeeinflussenden Bedeutung 

von CTC im Blut und von DTC im KM und in anderen Organen, um eine einheitli-

che Detektion von CTC und DTC für eine effizientere Therapieplanung mit indivi-

duellem Risikomanagement und eine suffizientere Einschätzung der Prognose zu 

erreichen (Benoy et al., 2006; Braun und Naume, 2005; Cristofanilli et al., 2004; 

Cristofanilli et al., 2005; Müller et al., 2006b; Müller und Pantel, 2005; Naume et 

al., 2004; Pantel und Brakenhoff, 2004; Pantel et al., 2003; Pantel und Woelfle, 

2005; Pierga et al., 2004; Schmidt-Kittler et al., 2003; Slade et al., 2005; Woelfle et 

al., 2006). 

Bereits in den 90er Jahren konnten die Arbeitsgruppen von Pantel und Schlimok das 

Vorhandensein von DTC im KM von Patienten mit Bronchial-, Kolorektal- und 

Magenkarzinom nachweisen und die prognostische Relevanz dieser Ergebnisse be-

legen (Pantel et al., 1993a; Schlimok et al., 1990; Schlimok et al., 1991). Diel et al. 

(1992), Mansi et al. (1991), sowie Braun und Pantel (1999) konnten eine signifikan-

te Korrelation eines positiven KM-Befundes mit der Tumorgröße, dem Lymphkno-

ten-Status und dem Tumorgrading beim MaCa nachweisen. Weiterhin wurde ein 

Zusammenhang des Nachweises von DTC mit rezidivfreiem Überleben, Gesamt-

überlebenszeit und Progression der Erkrankung beschrieben (Cote et al., 1991; Har-

beck et al., 1994; Mansi et al., 1991). In großen aktuellen Studien konnte das Vor-
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kommen von CTC im peripheren Blut und/oder DTC im KM als signifikanter 

Prognosefaktor sowohl beim nicht-metastasierten MaCa als auch beim nicht-

metastasierten PCa nachgewiesen werden (Braun et al., 2005; Cristofanilli et al., 

2004; Cristofanilli et al., 2005; Köllermann et al., 2008; Moreno et al., 2001; Müller 

et al., 2005; Naume et al., 2004; Pantel und Brakenhoff, 2004; Pantel et al., 2008; 

Pantel et al., 1993a; Scher und Pantel, 2009; Weckermann et al., 2009). Mehrfach 

wurde eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorkommen von DTC im KM 

und der Entwicklung von Fernmetastasen nicht nur bei Lymphknoten-positiven, 

sondern auch bei Lymphknoten-negativen Patienten entdeckt (Janni et al., 2003; 

Masuda et al., 2005; Pantel und Woelfle, 2005). Der KM-Status dürfte also ein 

wichtiger Indikator für die Streuung von DTC sein und sollte deshalb in der Be-

handlung der Patienten berücksichtigt werden (Braun und Naume, 2005; Janni et 

al., 2005; Müller und Pantel, 2005; Müller et al., 2006c; Pantel und Brakenhoff, 

2004; Pantel et al., 1999; Pantel et al., 2003; Pantel und Otte, 2001; Pantel und 

Woelfle, 2005; Sienel et al., 2003; Woelfle et al., 2006). 

Ein Beispiel für den möglichen Einsatz der Detektion von Mikrometastasierung ist 

der heute gültige Standard zur Therapie von Patientinnen mit einem MaCa ohne 

nachgewiesene Metastasen. Die Wahl der zusätzlich zur primär-chirurgischen The-

rapie durchzuführenden systemischen Therapie des MaCa richtet sich nach dem sta-

tistischen Risiko der Patientinnen, ein Rezidiv zu erhalten (Goldhirsch et al., 2005), 

ohne Kenntnis des Vorkommens von CTC im Blut bzw. DTC im KM. Die 

adjuvante systemische Therapie hat wesentlich zu der Reduktion der Mortalität der 

Patientinnen mit MaCa beigetragen (Berry et al., 2005). Im Rahmen des individuel-

len Risikomanagements könnte jedoch die Fokussierung auf eine Therapie, die sich 

gezielt nach der Detektion von TZ in Blut oder KM richtet, die Mortalität bei 

gleichzeitiger Senkung der Anzahl belastender sytemischer Therapien wohl weiter 

reduzieren (Pantel und Brakenhoff, 2004). Basierend u.a. auf Studien von Pantel et 

al. (2008) und de Bono et al. (2008) erkannte die US Food and Drug Administration 

(FDA) die Detektion von CTC durch das CellSearch System zum Einschätzen der 

Prognose und zum Monitoring der Therapieantwort bei Patienten mit PCa-, MaCa- 

und kolorektalem Karzinom an (de Bono et al., 2008; Pantel et al., 2008; Pantel und 

Riethdorf, 2009; Scher und Pantel, 2009). Die Notwendigkeit der Detektion von 

DTC zum Monitoring während und nach der Therapie wird durch Hinweise darauf, 
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dass DTC im KM die ersten adjuvanten Chemotherapien überleben können, unter-

strichen (Müller et al., 2005; Pantel et al., 1999; Pantel et al., 2003; Slade et al., 

2005; Thurm et al., 2003; Wiedswang et al., 2006).  

Um Studien weltweit vergleichbar zu machen, die Durchführung von Multi-

zenterstudien zu ermöglichen und so eine Empfehlung für die routinemäßige klini-

sche Anwendung der Detektion von DTC im KM geben zu können, wird aktuell an 

einer Standardisierung der angewandten Methoden gearbeitet (Borgen et al., 2006; 

Fehm et al., 2006b; Müller et al., 2006b; Müller und Pantel, 2005). 

1.11.2 Bedeutung der zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut 

Eine große Chance für die zukünftige Behandlung von Tumorpatienten ist, dass der 

TZ-Status in Blut und KM für Diagnose, Progression bzw. klinische Entwicklung, 

Tendenz zur Metastasierung, Therapie und postoperatives Monitoring hervorragend 

geeignet sein könnte. Da KM-Analysen invasiv und schmerzhaft sind, stellt sich die 

Frage, ob die im Blut zirkulierenden CTC die gleichen Informationen liefern könn-

ten, wie die im KM angereicherten DTC. So könnte den Patienten eine wiederholte 

Entnahme von KM erspart bleiben (Müller et al., 2006b). Zu diesem Zweck wurden 

auch in der vorliegenden Studie komparative Analysen mit CTC im Blut und DTC 

im KM durchgeführt. Von besonderer Bedeutung zur Klärung der Frage der Aus-

tauschbarkeit ist, ob die prognostische Aussagekraft von DTC und CTC überein-

stimmt. Hierzu gibt es bisher noch wenige Studien, jedoch zeichnet sich ab, dass 

DTC im KM eine bedeutendere prognostische Signifikanz haben als CTC im Blut 

(Benoy et al., 2006; Pantel et al., 2008; Wiedswang et al., 2006). Eine fehlende 

Übereinstimmung der prognostischen Aussagekraft von CTC und DTC wurde von 

Pierga et al. (2004) und Wiedswang et al. (2006) beschrieben. Zur prognostischen 

Relevanz von CTC trug eine Studie von de Bono et al. bei, die zeigte, dass die mit 

Hilfe des CellSearch Systems präoperativ detektierten CTC und ihr Vergleich mit 

dem postoperativen CTC-Level einen unabhängigen Marker für das Überleben von 

PCa-Patienten darstellten (de Bono et al., 2008). Zum anderen ist der Vergleich der 

Frequenzen von DTC im KM und CTC im Blut von Bedeutung. Müller et al. und 

Pierga et al. konnten für das MaCa einen signifikanten Zusammenhang zwischen 

dem Auftreten von CTC im Blut und DTC im KM nachweisen (Müller et al., 2005; 

Pierga et al., 2004). 
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Zusammengefasst kann noch nicht eindeutig geklärt werden, ob die Detektion von 

DTC durch CTC ersetzt werden kann. Fest steht aber, dass sowohl CTC als auch 

DTC relevant für das Monitoring metastatischer Progression und die Entwicklung 

individueller Therapiepläne sein können. Weitere Untersuchungen werden die Be-

deutung der CTC analysieren. 

1.11.3 Techniken zur Anreicherung und Detektion disseminierter Tumorzellen 

Sowohl Arbeiten einzelner Forschungsgruppen als auch laborübergreifende Studien 

und Symposien beschäftigen sich zurzeit mit dem Entwurf effizienter, standardisier-

ter Anreicherungstechniken (Borgen et al., 2006; Fehm et al., 2006a). In meinen 

Analysen wurden die DTC über das Ficoll-Gradienten-System angereichert und mit 

Hilfe eines monoklonalen Antikörpers, der spezifisch für epitheliale Antigene ist, 

über das APAAP-System immunzytochemisch detektiert (Müller und Pantel, 2004; 

Pantel und Woelfle, 2006).  

Anfang der achtziger Jahre wurden die ersten Versuche zur immunhistochemischen 

Detektion von DTC durchgeführt (Dearnaley et al., 1983; Dearnaley et al., 1981; 

Redding et al., 1983; Sloane et al., 1980). Die gegen das Zytoskelett epithelialer 

Zellen gerichteten Zytokeratin-Antikörper erwiesen sich spezifischer als Antikörper 

gegen Zellmembranantigene, wie z. B. das humane epitheliale Antigen (HEA), das 

tumorassoziierte Glykoprotein-Antigen (TAG) oder das in den ersten Versuchen 

verwendete epitheliale Membranantigen Anti-EMA. Das standardisierte Alkalische-

Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase(APAAP)-Nachweisverfahren lieferte ei-

ne hohe Reproduzierbarkeit mit dem Zytokeratin-Antikörper (Braun et al., 2001; 

Pantel und Otte, 2001; Stigbrand et al., 1998). Kreuzreaktivität dieser Antikörper 

mit Nicht-Epithelzellen konnte durch Doppelmarkierungsstudien weitgehend ausge-

schlossen werden (Pantel et al., 1996; Pantel et al., 1994b; Schlimok et al., 1987).  

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl  weiterer Systeme zur Detektion von CTC 

und DTC entwickelt, unter ihnen das CellSearch System (Riethdorf et al., 2007), 

EpCAM-basierte (Uhr, 2007) und größenbasierte (Pinzani et al., 2006) Anreiche-

rungssysteme, das EPISPOT-System (Alix-Panabieres et al., 2007) und PCR-

basierte Methoden (Brakenhoff et al., 1999). Das automatische immunomagnetische 

System CellSearch, das die immunomagnetische Anreicherung und die Fluores-

zenz-Immunocytochemische Charakterisierung von TZ kombiniert, scheint eine 



Einleitung 31 
 

Methode zu sein, mit der signifikante Aussagen über die Prognose von Patienten 

mit PCa, MaCa und kolorektalem Karzinom gemacht werden können (Cohen et al., 

2006; Hayes et al., 2006; Shaffer et al., 2007). Basierend auf Studien zur Validie-

rung dieses Systems erkannte die US Food and Drug Administration (FDA) die De-

tektion von CTC unter Einsatz des CellSearch Systems zum Einschätzen der Prog-

nose und zum Monitoring der Therapieantwort bei Patienten mit metastasiertem 

PCa und MaCa sowie metastasiertem kolorektalen Karzinom an (de Bono et al., 

2008; Pantel et al., 2008; Pantel und Riethdorf, 2009; Riethdorf et al., 2007; Scher 

und Pantel, 2009). 

1.11.4 Genetische und phänotypische Analysen des Primärtumors und der zir-
kulierenden und disseminierten Tumorzellen 

Die genetische und phänotypische Charakterisierung der CTC und DTC dürfte 

wichtige Informationen über die Metastasierungstendenz, das lokale Wachstums-

verhalten und die biologischen Vorraussetzungen, welche die Metastase benötigt, 

liefern. Damit könnte die Wahl der Therapie, das Verständnis für Therapieresistenz 

und das Monitoring der adjuvanten Therapie verbessert und somit die Effektivität 

und Verträglichkeit für den Patienten gesteigert werden. 

Komparative genomische Hybridisierungen (CGH) von einzelnen DTC aus KM 

und CTC aus Blut von Patienten mit verschiedenen Tumorentitäten zeigten eine ho-

he genetische Divergenz zwischen den TZ und dem Primärtumor (Klein et al., 

2002). Überdies hatten die DTC von MaCa-Patientinnen weniger genomische Aber-

rationen als der Primärtumor von dem aus sie streuten (Schmidt-Kittler et al., 2003). 

Von Interesse ist, warum sich einige TZ resistent gegenüber der konventionellen 

Chemotherapie zeigen. Ein Erklärungsansatz ist, dass sich diese Zellen in einem 

Ruhezustand befinden („dormancy“) befinden (Braun et al., 2000; Müller et al., 

2005; Pantel et al., 1993b; Pantel et al., 2009). Tiermodelle ließen vermuten, dass 

sich ein signifikanter Anteil der TZ nie zu Fernmetastasen entwickelt, sondern ab-

stirbt oder ruht (Chambers et al., 2002). Die Frage, wie solche Zellen wieder akti-

viert werden können, um dann Fernmetastasen zu bilden, ist noch nicht abschlie-

ßend geklärt. Man geht heute davon aus, dass dieser Vorgang aus einem Zusam-

menspiel von Interaktion mit dem Stroma der aktuellen Umgebung und einer Kom-

bination aus somatischen Aberrationen und hereditären Komponenten resultiert 

(Wikman et al., 2008). 
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2. Arbeitshypothese und Fragestellung 

2.1 LOH-Analysen in Blut und Knochenmark von Patientinnen mit 
Mammakarzinom und Patienten mit Prostatakarzinom 

Die Identifizierung und Charakterisierung tumorspezifischer Aberrationen in der 

extrazellulären DNA in Körperflüssigkeiten, wie Blut und KM, könnten von klini-

scher Bedeutung sein, da vor allem die Mehrzahl der Proteine und Glykoproteine, 

die in der aktuellen Frühdiagnostik epithelialer Tumore Verwendung finden, als 

Marker nicht tumorspezifisch sind [Goessl et al., 2002]. Genetische Änderungen, 

wie LOH und MSI in zirkulierender tumorspezifischer Mikrosatelliten-DNA könn-

ten somit als zusätzliche molekulare Marker ein wichtiges Werkzeug für die Be-

stimmung der Diagnose, Progression und Therapie von MaCa und PCa werden. 

Die LOH-Analysen in Tumor, Blut und KM der Patientinnen und Patienten sollen 

folgende Fragen beantworten: 

 

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Menge der tumorassoziierten DNA mit 

dem Metastasierungsstatus der Patienten, der LOH-Frequenz oder der Anzahl de-

tektierter TZ? 

 

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Menge der tumorassoziierten DNA mit 

ihrem Ursprungsgewebe? 

 

Sind genetische Alterationen wie LOH und MSI in Blut, KM und Tumorgewebe der 

Patientinnen und Patienten nachzuweisen? 

 

Welche der untersuchten TSG sind am häufigsten von einem LOH oder MSI betrof-

fen? 

 

Besteht ein Zusammenhang zwischen der LOH-Frequenz und dem Auftreten eta-

blierter Risikofaktoren? 

 

Besteht ein Zusammenhang zwischen der LOH-Frequenz und dem Auftreten von 

CTC im Blut und DTC im KM? 
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Könnte dieser experimentelle Ansatz ein im Vergleich zu den gängigen diagnosti-

schen Methoden präziseres Screening in der Frühdiagnostik dieser Neoplasien wer-

den? 

2.2 Detektion zirkulierender und disseminierter Tumorzellen in 
Blut und Knochenmark von Patientinnen mit Mammakarzinom 
und Patienten mit Prostatakarzinom 

Die Detektion von CTC im Blut und DTC im KM stellt eine mögliche Methode 

zum Nachweis einer okkulten Metastasierung dar. Von vielen Autoren wird der Zu-

sammenhang des Nachweises mit einem rezidivfreien Überleben und der Gesamt-

überlebenszeit beschrieben. Des Weiteren könnte die Detektion von TZ in Blut und 

KM für Diagnostik, Prognoseeinschätzung, Metastasierungstendenz, Therapie und 

postoperatives Monitoring epithelialer Tumore ein wichtiges Tool werden (Pantel 

und Brakenhoff, 2004; Pantel et al., 2008). 

Die Untersuchungen zur Detektion von CTC im Blut und DTC im KM der Patien-

ten sollen folgende Fragen beantworten: 

 

Können CK-positive Zellen im Blut und KM der Patientinnen und Patienten nach-

gewiesen werden? 

 

Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CK-positiven Zellen im 

Blut und CK-positiven Zellen im KM? 

 

Ist die Bestimmung von CK-positiven Zellen für eine Prognoseabschätzung hin-

sichtlich der Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung beim MaCa und PCa geeig-

net? 

 

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Inzidenz von CK-positiven Zellen in Blut 

und KM mit dem Auftreten etablierter Risikofaktoren? 
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Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CK-positiven Zellen in 

Blut und KM mit der Detektion genetischer Alterationen in Blut, KM oder Tumor-

gewebe? 
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3. Patientenkollektive und Material 

3.1 Patientenkollektive (Mamma- und Prostatakarzinompatienten) 
und Gewebeproben (Blut, Knochenmark und Tumorgewebe) 

3.1.1 Einteilung der Patientenkollektive und Gewebeproben 

Tab. VI: MaCa-Patientinnen 

MaCa-Kollektiv Anzahl der Patientinnen 

Blut-Serum 30 

KM-Plasma 12 

Tumorgewebe   6 

Patienten insgesamt 30 

Tab. VII: PCa-Patienten 

PCa-Kollektiv Anzahl der Patienten 

Blut-Plasma 36 

KM-Plasma 21 

Patienten insgesamt 36 

In der vorliegenden Arbeit wurde Gewebe von insgesamt 66 anonymisierten Patien-

tinnen und Patienten mit epithelialen Tumoren untersucht. Von diesen waren 30 Pa-

tientinnen mit gesichertem MaCa und 36 Patienten mit gesichertem PCa. Blut, KM 

und Tumorgewebe von 10 MaCa-Patientinnen wurden unter der Leitung von Prof. 

Dr. Jänicke in der Gynäkologischen Klinik des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf entnommen. 20 Blut- und KM-Proben wurden von Prof. Dr. Kasimir-

Bauer aus dem Universitätsklinikum Essen zur Verfügung gestellt. Blut und KM 

von 21 PCa-Patienten wurden unter der Leitung von Prof. Dr. med. Hartwig Huland 

durch Frau Dr. Lange in der Urologischen Klinik des Universitätsklinikums Ham-

burg-Eppendorf gewonnen. 15 weitere Proben wurden von der Urologischen Klinik, 

Montpellier zur Verfügung gestellt.  Alle Patientinnen und Patienten stimmten der 

Verwendung ihrer Daten und Gewebeproben für wissenschaftliche Untersuchungen 

zu. 



Patientenkollektive und Material 36 
 

3.2 Aufarbeitung von Blut und Knochenmark für den immun-
zytochemischen Nachweis disseminierter Tumorzellen 

Tab. VIII: Materialien, Reagenzien und Geräte, die bei der Blut- und KM-Aufarbeitung ver-
wendet wurden 

Material/Reagenz/Geräte Bezugsquelle/Firma 

Hank’s Salt Solution (1x) ohne Ca2+,  
Mg2+ und Phenol Rot 

Biochrom KG 

PBS DULBECCOS ohne Ca2+, Mg2+  
und NaH2CO3 

Gibco BRL 

Ficoll-PaqueTM Separating Solution Amersham Pharmacia Biotech AB 

Trypan Blue Solution (0,4%) Sigma 

Objektträger Histo-Bond Marienfeld 

Objektträger Super Frost Plus Menzel Gläser 

Biofuge fresco Heraeus 

MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cyc-
ler 

Biozym 

Vortex Genie 2 Scientific Industries 

3.3 Nachweis disseminierter Tumorzellen mit der Alkalische 
Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)- Methode 

Tab. IX: Materialien, Reagenzien und Geräte, die bei dem immunzytochemischen Nachweis 
der TZ mit der Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase- (APAAP-) Methode 
verwendet wurden 

Material/Reagenz/Geräte Bezugsquelle/Firma 

Dako-Pen Dako 

AB-Serum Biotest 

NaCl J.T. Baker 

Na2HPO4 x 2·H2O Merck 

KH2PO4 Merck 

A45-B/B3 (Primärantikörper muriner mono-
klonaler Pan-Cytokeratin-AntikörperIgG1; 
detektiert CK8, CK18, CK19) 

Micromet 

MOPC-21 (Isotypkontroll-Antikörper) Sigma 

Brückenantikörper (Kaninchen-Anti-Maus) Z 
0259 

Dako 

APAAP-Komplex (CIAP und muriner mono-
klonaler Anti-Alkalische Phosphatase-
Antikörper) 

 

Mammakarzinom-Zelllinie BT-20  

Prostatakarzinom-Zelllinie  

Tris-Puffer 1 M Gibco BRL 
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NaNO2 Merck 

Levamisol Sigma 

Naphtol AS-BI Phosphat Sigma 

N,N-Dimethylformamid pro analysi Merck 

Neufuchsin 

Hämalaun 

Aquatex 

Kaisers Glyceringelatine 

3.4 Materialien für die DNA-Analyse der Blut-, Knochenmark- und 
Tumorproben 

Tab. X: Gewinnung von Plasma aus den Blut- und KM-Proben; Isolierung der Leukozyten; 
Extraktion der zirkulierenden DNA aus Tumorgewebe, sowie Blut- und KM-Plasma 

Material/Reagenz/Gerät/Software Bezugsquelle/Firma 

Zell-Lyse-Puffer Qiagen, Hilden 

QIAamp DNA Mini Kit (250): 
Proteinase K-Lösung 
Buffer AL – Lysepuffer 
Buffer AW1 – Waschpuffer 1 
Buffer AW2 – Waschpuffer 2 
Buffer AE – Elutionspuffer 
 

Qiagen, Hilden 

Thermomixer kompakt Eppendorf, Hamburg 

Vortex Genie 2 Scientific Industries 

Biofuge fresco Heraeus 

MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler Biozym 

Manifolder (Vakuumkammer) Qiagen, Hilden 

Qiagen-Säule 

VacConnektoren 

Säulenaufsatz 

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 
 

Tab. XI: Nicht-fluoreszenzmarkierte Marker und fluoreszenzmarkierte Marker für die 
Polymerase-Kettenraektion (PCR) 

Material/Reagenz/Geräte Bezugsquelle/Firma 

Desoxynucleoside Triphosphate Set (PCR Grade) Roche, Mannheim 

Magnesiumchlorid Sigma, Taufkirchen 

5’Primer MWG, Ebersberg 

3’Primer 

5’Fluoreszenzprimer 
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AmpliTaq Gold mit GeneAmp 10 x PCR-Puffer 
Applied Biosystems,  
Mannheim 

Vortex Genie 2 Scientific Industries 
 

Tab. XII: Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Material/Reagenz/Geräte/Software Bezugsquelle/Firma 

ProtoGel Acryamid (30 % (w/v) Acrylamid: 0,8 % 
(w/v) Bisacrylamid Stock Solution (37,5:1), Prote-
in and Sequencing, Elektrophoesis Grade (Gas 
Stabilized) 

National Diagnostics 

5 x TBE ( Tris-Borat EDTA) 
 

Biorad, München 

Ammoniumpersulfat Serva, Heidelberg 

TEMED (N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin) Amersham Bioscience 

PhiX 174 DNA / Hinf I Marker Promega, Mannheim 

Elektrophoresis Power Supply Model E143 Consort, Turnhout 

Geltrockner Model 583 Biorad, München 

Silver Fast Ai Laser Soft Imaging AG 

Photoshop 7,0 Adobe 

 

Tab. XIII: Aufbereitung der PCR-Produkte mit fluoreszenzmarkierten Primern 

Material/Reagenz/Geräte/Software Bezugsquelle/Firma 

HiDi Formamid Applied Biosystems,  
Freiburg 

Gene Scan ROX Size 500 Standard Applied Biosystems,  
Mannheim 

HPLC-H2O Merck; Darmstadt 
Genetic Analyzer 310 Applied Biosystems,  

Mannheim 

3.5 Puffer und Lösungen 

Tab. XIV: Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung Bezugsquelle/Firma 

Dulbecco´s PBS w/o Calcium and Magnesium 
w/o Sodium Bicarbonat 

Gibco BRL, Eggenstein 

Ethanol 80%, 
96%, 100% 

 Merck, Darmstadt 
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Fixierlösung 
(für 2 Poly-
acrylamid-Gele) 

90 ml H2O 
150 ml Methanol 
30 ml Essigsäure 100% 
30 ml Fixative Enhancer 

Biorad, München 

5x Loading Buf-
fer 

5 ml 50% Glycerol 
1 ml 0,5 M EDTA 

 200 µl 1 M Tris, pH 7,5 

 H2O ad 10 ml 

 Bromphenolblau (1:3) 

 Xylene Cyanol (1:3) 

10x PBS pH 7,4 90 g NaCl 

 14,33 g Na2HPO4 x 2·H2O 

 2,67 g KH2PO4 

 H2O ad 1 l 

Silbernitrat-
Färbelösung  
(für 1 Poly-
acrylamid-Gel) 

14 ml H2O 
2 ml Silver Complex Solution 
2 ml Reduction Moderator  
Solution 

 2 ml Image Development 
Reagent 

 20 ml Development 
Accelerator Solution 

5x TBE 
(Tris-Borat 
EDTA) 

54 g Trizma Base 
27,5 g Borsäure 
20 ml 0,5 M EDTA pH 8 

 H2O ad 1 l 

Zell-Lyse-Puffer 106,9 g 0,3 M Sucrose 

 10 ml 1 M10 mM Tris pH 7,5  

 5 ml 1 M 5 ml MgCl2 

 10 ml 100% 1% Triton X 100 

 H2O ad 1 l 

3.6 Kits 

Tab. XV: Kits 

Kits Zusammensetzung Bezugsquelle/Firma 

AmpliTaq Gold 
(200 µl, 1000 U, 
5 U/µl) 
 

GeneAmp 10x PCR Gold Puf-
fer 
(1,5 ml 150 mM Tris-HCl,  
pH 8,0 ; 500 mM KCl) 

Applied Biosystems, Mann-
heim 

 25 mM MgCl2-Lösung (1,5 ml) 
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QIAamp DNA 
Mini Kit (250) 

Proteinase K-Lösung 
Buffer AL – Lysepuffer 

Qiagen, Hilden 

 Buffer AW1 – Waschpuffer 1 

 Buffer AW2 – Waschpuffer 2 

 Buffer AE – Elutionspuffer 

Silver Stain Plus Fixative Enhancer Concentrate Biorad, München 

 Silver Complex Solution 

Reduction Moderator Solution 

 Image Development Reagent 

 Development Accelerator Re-
agent  Development Accelerator So-
lution 

3.7 PCR-Primer 

3.7.1 Fluoreszenzmarkierte PCR-Primer für die Analysen der 
Mammakarzinom-Proben 

D17S855, 17q21 (5´6-FAM) 

   Forward Primer: GGA TGG CCT TTT AGA AAG TGG 54°C 

   Reverse Primer: ACA CAG ACT TGT CCT ACT GCC 143 bp 

 

D17S250, 17q11.2-12   (5´HEX) 

   Forward Primer: GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT 47°C 

   Reverse Primer: GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC 151 bp 

 

D16S421,16q22-23 (5´6-FAM) 

   Forward Primer: ACA TGA ACC GAT TGG ACT GA 52°C 

   Reverse Primer: CCG TTC CCT ATA TTT CCT GG 206-216 bp  

3.7.2 Fluoreszenzmarkierte PCR-Primer für die Analysen der  
Prostatakarzinom-Proben 

THRB, 3p24 (5´HEX) 

   Forward primer: GATCACAAGGAGCTAGAGT 56°C 

   Reverse primer: TCAAAGGAGTCAGGCTGTAG 197 bp 

 

D6S1631, 6q16 (5´HEX) 

    Forward primer: TTTGGCTTGAGAACATTTACC 54°C 
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    Reverse primer: GTGCCACACTGCCTCTAA 164-182 bp 

 

 

 

D8S87, 8p12 (5´TAMRA) 

   Forward primer: GGGTTGTTGTAAATTAAAAC 53°C 

   Reverse primer: TGTCAAATACTTAAGCACAG                 145 bp 

 

D9S171, 9p21 (5´TAMRA) 

   Forward primer: AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT 61°C 

   Reverse primer: ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT 158-177 bp 

 

D9S1748, 9p21 (5´HEX) 

   Forward primer: CACCTCAGAAGTCAGTGAGT 53°C    

   Reverse primer:       GTGCTTGAAATACACCTTTCC 130 bp 

 

D11S898, 11q22 (5´6-FAM) 

   Forward primer: AGCACCATTTGCTGAGACTG 56°C 

   Reverse primer: TGTATTTGTATCGATTAACCAACTT 140-156 bp 

 

D11S1313, 11q12 (5´6-FAM) 

   Forward primer: CTAAGCATGANGCCAAGTTA 56°C 

   Reverse primer: AGTTTGACATTAGGGAATTTTGA 184-204 bp 

 

Für die LOH-Analysen der PCa-Proben mit der Gelelektrophorese wurden die oben 

angegeben Primer in nicht-fluoreszenzmarkierter Form verwendet. 

 



Methoden 42 
 

4. Methoden  

4.1 Knochenmark- und Blutzytologie- Aufbereitung und Anreiche-
rung mononukleärer Zellen 

Sowohl für Multizenterstudien als auch für die routinemäßige diagnostische An-

wendung der Detektion von CTC und DTC, ist es wichtig, die Methoden so zu ge-

stalten, dass hohe Effizienz und Vergleichbarkeit garantiert sind. Mit modernen 

Aufbereitungssystemen scheinen diese Anforderungen erfüllt werden zu können. 

Sowohl Arbeiten einzelner Forschungsgruppen, als auch laborübergreifende Studien 

und Symposien beschäftigen sich zurzeit mit dem Entwurf effizienter, standardisier-

ter Modelle.  

4.1.1 Gewinnung und Aufbereitung der Gewebeproben und Herstellung der 
Zytospins 

Sowohl aus Blut (ca. 20 ml) als auch aus KM (5-10 ml) der MaCa-Patientinnen und 

PCa-Patienten wurden die mononukleären Zellen angereichert. Alle Arbeiten wur-

den an einer Sterilbank durchgeführt. Die Anreicherung der Zellen erfolgte über ei-

nen Ficoll-Gradienten. 

Von den Blut- und KM-Proben wurden nach 5minütiger Zentrifugation bei 

1400 rpm 3-4 ml Plasma abgenommen und in Cryo-Röhrchen bis zur Isolierung und 

Analyse der zirkulierenden DNA bei -20˚C gelagert. Die verbliebenen 16-17 ml 

Blut wurden mit kalter Hanks-Lösung auf 30 ml aufgefüllt und bei 1400 rpm und 

4˚C 10 min. zentrifugiert. Danach wurde die Fettphase abpipettiert und verworfen. 

Das Sediment wurde mit kaltem PBS-Puffer auf 30 ml aufgefüllt. Verdünntes Blut 

und KM wurden dann vorsichtig auf 20 ml Ficoll-Plaque-Lösung überschichtet. Die 

Gradienten wurden bei 1400 rpm und 4˚C für 40 min zentrifugiert. In der Interphase 

reicherten sich die mononukleären Zellen an. Das Sediment der Blutproben, wel-

ches Leukozyten und Erythrozyten enthielt, wurde für die DNA-Isolierung aus den 

Leukozyten weiterverarbeitet (s. Kap. 4.2.1 und 4.2.2). Der Überstand und die 

Interphase wurden in ein neues Falcon-Röhrchen überführt und mit PBS-Puffer auf 

50 ml aufgefüllt. Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 1400 rpm 

und 4˚C; der Überstand wurde danach entfernt. Da das Sediment neben den 

mononukleären Zellen auch Spuren von Erythrozyten enthielt, wurde eine Erythro-
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zyten-Lyse durchgeführt. Dazu wurde das Sediment mit 1 ml H-Lyse-Puffer 

resuspendiert, dann mit 50 ml Waschpuffer W aufgefüllt und für 10 min bei 

1400 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 10 ml PBS-Puffer 

resuspendiert. 

Das Auszählen der Zellen erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Dazu wurden 

10 µl der Lösung 1:2 mit 10 µl Trypan Blue Solution gemischt. Nur die intakten, 

nicht mit Trypan Blue angefärbten Zellen wurden in den vier Quadraten der Zähl-

kammer gezählt und der Mittelwert bestimmt. Für die Berechnung der Zellzahl 

wurde der Verdünnungsfaktor von 2 berücksichtigt, da die Zellsuspension mit 

Trypan Blue 1:2 verdünnt worden ist, sowie der Faktor von 104, um die Zellzahl pro 

1 ml Blut bzw. KM zu ermitteln. Die Gesamtzellzahl wurde auf das Volumen, in 

dem die Zellen resuspendiert wurden, bezogen. 

Zur Herstellung der Zytospins wurden jeweils ca. 700.000 mononukleäre Zellen bei 

1000 rpm für 3 min auf Super-Frost-Objektträger zentrifugiert. Die Cytospins wur-

den über Nacht luftgetrocknet und dann bis zur immunzytochemischen Färbung in 

Alufolie gewickelt bei -80˚C aufbewahrt. 

4.1.2 Immunzytochemische Detektion disseminierter Tumorzellen 

4.1.2.1 Immunzytochemische Behandlung der mononukleären Zellen 

Die Behandlung der Zytospins zum Nachweis Zytokeratin(CK)-positiver Zellen er-

folgte mit der APAAP-Methode. Nach Auftauen der Zytospins und Umrandung der 

Areale auf den Zytospins, auf denen sich die Zellen befanden, mit dem DAKO-Pen, 

wurden die Zytospins zur Blockierung unspezifischer Bindungen 20 min mit 150 µl 

10%iger AB/PBS-Lösung behandelt. Als Primärantikörper diente der monoklonale 

Maus-Antikörper A45-B/B3 (IgG1) in einer Konzentration von 2 µg/ml (zweiter In-

kubationsschritt: 20 min). A45-B/B3 (IgG1) ist gegen die CK-Heterodimere CK8, 

CK18, CK19 gerichtet. Als Isotypenkontroll-Antikörper wurden 120 µl MOPC-21 

(IgG1) eingesetzt (dritter Inkubationsschritt: 45 min). Dieser Antikörper reagiert 

nicht mit epithelialen Antigenen; somit sollte keine Farbrektion aufgetreten sein. 

Als Sekundär- oder Brückenantikörper dienten 120 µl Kaninchen-Anti-Maus-

Antikörper (Z259) (vierter Inkubationsschritt: 45 min). Die vierte Inkubation diente 

der farblichen Markierung des durch Primär- und Sekundär- bzw. Brückenantikör-

per gebundenen Zytokeratins auf den epithelialen Zellen. Hierzu wurde der 
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APAAP-Enzymkomplex verwendet. Der Komplex besteht aus dem Enzym Alkali-

sche Phosphatase und einem gebildeten monoklonalen Maus-Antikörper gegen die-

ses Enzym. Für die spezifische Erkennung müssen beide, Primärantikörper und der 

Antikörper des Enzymkomplexes, von derselben Tierart stammen. Nach dreimali-

gem je 3minütigem Waschen der Zytospins in 1xPBS-Puffer erfolgte die 

30minütige Inkubation mit 120 µl des APAAP-Komplexes. Danach wurde erneut 

3 x 3 min mit PBS gewaschen.  

Die primäre Mammakarzinomzelllinie BT-20 diente als Positivkontrolle für die 

Proben der MaCa-Patientinnen (Braun et al., 2000), für die PCa-Proben wurde die 

Zelllinie 3T3 mit MCF7 bestickt verwendet. 

4.1.2.2 Färbung und Gegenfärbung 

Für die Substratentwicklung wurde eine Neufuchsin-Substratlösung hergestellt: 

 

Lsg. 1: 78,8 ml H2O + 4,2 ml 1M Tris-Lsg., pH = 9,5 + 200µl 0,625M Levamisol 

Lsg. 2: 415 µl NaNO2 + 166 µl 5 % Neufuchsin, 3 min Inkubation 

Lsg. 3: 42 mg Naphtol-AS-Biphosphat in 500 µl Dimethylformamid 

 

Beide Lösungen 1 und 2 wurden gemischt und dann Lösung 3 dazugegeben. Sofort 

im Anschluss wurde das Substrat auf die Zytospins gegeben und für 20 min 

inkubiert. Levamisol ist für die endogene (Knochengewebe und Leukozyten) Hem-

mung der Alkalische Phosphatase verantwortlich. 

Die Gegenfärbung der Zellkerne erfolgte mit Hämalaun. Als Fixierlösung wurde 

0,1% HOAC und zum Nachbläuen NaHCO3 verwendet. Im Anschluss wurden die 

Zellen mit Glyzergel Mounting Medium eingedeckelt. 

4.1.2.3 Auswertung 

Die Auswertung der Zytospins wurde mit dem „Automated Cellular Imaging Sys-

tem“ (ACIS; Choma Vision Medical System, Inc., San Juan Apistrano, Kalifornien, 

USA) durchgeführt. Die ACIS-Software erkennt die durch die APAAP-Methode 

markierten Zellen. Die positiven Ergebnisse wurden zur Beurteilung, ob es sich um 

TZ handelt, von mindestens zwei Personen unabhängig voneinander bewertet. Die 

Detektion der TZ mit der Software des ACIS-Systems zeichnet sich gegenüber der 
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rein manuellen Lichtmikroskopie durch eine wesentlich höhere Sensitivität und Re-

produzierbarkeit aus (Bauer et al., 2000; Borgen et al., 1999; Funke und Schraut, 

1998). 

4.2 Genanalyse der Blut-, Knochenmark- und Tumorproben 

4.2.1 Gewinnung von Plasma aus den Blut- und Knochenmark-Proben und 
Isolierung der Leukozyten 

Von den ca. 20 ml Vollblut und den ca. 5-10 ml KM-Proben, wurden nach 

Zentrifugation für 5 min bei 1400 rpm 3-4 ml Plasma abgenommen und in Cryo-

Röhrchen bis zur Isolierung und Analyse der zirkulierenden DNA bei -20˚C gela-

gert. Das Sediment, das nach der Anreicherung der Zellen die Leukozyten und 

Erythrozyten enthielt, wurde mit einem 4˚C kalten Lysepuffer versetzt und für 

20 min auf Eis gestellt. Die zunächst nicht durchsichtigen Blutsuspensionen wurden 

durch die Lyse klar und transparent und durch die Erythrozytenlyse dunkelrot. Die 

Sedimentation der Leukozyten erfolgte durch 20minütige Zentrifugation mit 

3500 rpm bei 5˚C. Die Pellets wurden in 30 ml kaltem Lyse-Puffer gewaschen und 

dann erneut mit 3500 rpm bei 5˚C zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes 

wurden die Leukozyten-Pellets bei -20˚C in 1,5 ml Tubes gelagert. 

4.2.2 Isolierung zirkulierender DNA aus dem Blut- und KM-Plasma und 
Isolierung der DNA aus dem Tumorgewebe 

Die Isolierung zirkulierender DNA aus dem Plasma von Blut und KM wurde mit 

Hilfe des QIAmp DNA Mini Kits durchführt. Nach dem Auftauen der eingefrore-

nen Blut- und KM-Plasmen wurden 1/10 des Plasma-Volumens Proteinase K und ein 

Volumen Lysepuffer AL zu den Plasmen hinzugefügt, um die Proteine im Plasma 

abzubauen und die DNA von bindenden Proteinen zu befreien. Die Inkubation er-

folgte bei 56˚C auf einem Thermomixer für 10 min. Die DNA wurde mit einem Vo-

lumen 100%iges Ethanol präzipitiert. Qiagen-Säulen mit VacConnectoren und Säu-

lenaufsatz wurden auf eine Vakuumkammer (Manifolder) montiert und das 

Lysat/Ethanolgemisch wurde auf die Säulen gegeben. Bei geschlossenem Hahn 

wurde das Vakuum über eine Wasserstrahlpumpe in der Kammer unter den Säulen 

angelegt. Das Gemisch wurde bei aufgedrehtem Hahn durch das Vakuum in die 

Kammer gezogen, wobei die DNA an die Säulenmatrix gebunden wurde. Um unge-
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bundenes Material von der Säule zu waschen, wurden nacheinander je 700 µl 

Waschpuffer AW1 bzw. AW2 auf die Säulen gegeben. Nach den Waschschritten 

wurden die Säulen in ein Tube gestellt und bei maximaler Geschwindigkeit für 

1 min zentrifugiert. Sie wurden dann in ein neues Tube gestellt und die DNA wurde 

mit 100 µl Elutionspuffer AE bei einer Zentrifugation für 1 min bei 5000 rpm 

eluiert. Das Total-Volumen der eluierten zirkulierenden DNA betrug 100 µl. Die 

Konzentration der zirkulierenden DNA wurde in einem UV-Spektrometer bestimmt 

(s. Kap. 4.2.4) Die DNA wurde bei 4˚C gelagert. 

4.2.3 Isolierung der genomischen DNA aus den Leukozyten 

Die Leukozyten-Pellets wurden zur Isolierung der genomischen DNA (gDNA) un-

ter Verwendung des QIAmp DNA Mini Kits nach einem leicht veränderten Proto-

koll extrahiert. Die Zellen wurden in 200 µl PBS-Puffer aufgenommen. Um die Zel-

len zu lysieren und die gDNA von Proteinen zu befreien, wurden 20 µl (1/10 –

Volumen) Proteinase K und 200 µl Lysepuffer AL zu den gelösten Zellen gegeben. 

Während der Inkubationszeit (56˚C, 2-3 Stunden) wurde das Gemisch alle 30 min 

gevortext. Zum Fällen der gDNA wurden 200 µl 100% Ethanol zugegeben. Das 

Lysat-Ethanolgemisch wurde während einer 1minütigen Zentrifugation von 

5000 rpm durch eine Qiagen-Säule in ein Eppendorf-Tube gezogen. Die an der Säu-

le gebundene gDNA wurde durch Zugabe von je 500 µl Waschpuffer AW1 bzw. 

AW2 und einer Zentrifugation bei 5000 rpm für je 1 min gewaschen. Durch eine 

dritte Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit für 1 min wurde die Säule von 

restlichem Waschpuffer befreit. Dann wurde die Säule in ein neues beschriftetes 

1,5 ml Eppendorf-Tube gestellt. Für die Elution der gDNA von der Säule wurden 

zweimal je 100 µl Elutions-Puffer AE auf die Säule gegeben, 1 min inkubiert und 

1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die Konzentration der eluierten Leukozyten-DNA 

(200 µl) wurde in einem UV-Spektrometer bestimmt (s. Kap. 4.2.4). Die DNA wur-

de bei 4˚C gelagert. 

4.2.4 Spektrometrische Quantitätsbestimmung der genomischen DNA 

Die Konzentrationsbestimmung der gDNA aus Blut- bzw. KM-Plasma und Tumor-

gewebe erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm in einem 

UV-Spektrometer. Das UV-Meter wurde mit 100 µl Elutionspuffer AE als Blank 
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geeicht. Anschließend wurden jeweils 100 µl der eluierten DNA aus Blut- bzw. 

KM-Plasma bzw. 50 µl der eluierten DNA aus Tumorgewebe für die OD-Messung 

bei 260 nm eingesetzt. Zum Errechnen der DNA-Konzentration kann folgende 

Formel verwendet werden:  

DNA-Konzentration (µg/µl) = OD260 x 50 (µg/µl) x Verdünnungsfaktor 

Eine gemessene OD260 von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 mg/ml.  

4.2.5 Qualitätsbestimmung der genomischen DNA 

Die Qualität der gDNA lässt sich durch die zusätzliche Messung bei einer OD von 

280 nm bestimmen.  

E260 /E280 = 1,8 bis 2,0 lässt auf reine DNA schließen. 

E260 /E280 < 1,6 weist auf Proteinverunreinigungen hin. 

4.2.6 PCR zur Detektion genetischer Alterationen mit nicht-
fluoreszenzmarkierten Primern 

Saiki und Mullis wurden 1993 für die Entwicklung der aus der modernen Moleku-

larbiologie nicht mehr wegzudenkenden Methode der Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) mit dem Nobelpreis für Chemie ausgezeichnet (Mullis, 1990; Saiki et al., 

1985). Die PCR ist eine Methode zur selektiven Vervielfältigung von Nukleinsäu-

ren, bei der spezifische DNA-Sequenzen unter Einsatz eines Primersets, bestehend 

aus einem Sense-Primer (5´) und einem Antisense-Primer (3´), angereichert werden 

können. Schon geringste Ausgangsmengen DNA können durch die PCR exponenti-

ell amplifiziert werden (White et al., 1989). Die gesamte Reaktion beruht auf 3 

Teilschritten mit jeweils unterschiedlichen Temperaturen: Denaturierung, Primer-

Annealing und Elongation. Primer sind kurze DNA-Einzelstränge 

(Oligonukleotide), die etwa 15 bis 30 Basen lang sind. Sie binden jeweils an die zu 

amplifizierende DNA-Sequenz des sense(5´)- und antisense(3´)-Strangs. 

Von der Länge und Basenzusammensetzung der Primer hängt die Schmelztempera-

tur bzw. Annealingtemperatur der Primer ab. Die Annealingtemperatur lässt sich für 

kurze Primer mit einer Länge von ungefähr 20 Basen mit Hilfe der GC-Formel ab-

schätzen, die die Zahl der Wasserstoffbrückenbindungen im Molekül berücksich-

tigt. G und C bilden drei und A und T bilden zwei Wasserstoffbrückenbindungen 

miteinander aus. 
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Tm in ˚C = 2·(A + T) + 4·(G + C) 

A − Anzahl der Adeninbasen 

T − Anzahl der Thyminbasen 

G − Anzahl der Guaninbasen 

C − Anzahl der Cytosinbasen 

Eine Standard-PCR-Reaktion wurde nach folgendem Schema pipettiert: 

Tab. XVI: Standard-Reaktionsansatz der PCR 

Reagenz Eingesetzte Menge End-Konzentration 
gDNA-Template 50 ng   

10 x PCR Puffer 3 µl 1 x 

25 mM MgCl2 3,6 µl 3 mM 

2 mM dNTPs 3 µl 200 µM 

20 µM 5´Primer 0,5 µl 10 pM 

20 µM 3´Primer 0,5 µl 10 pM 

AmpliTaq Gold DNA- 
Polymerase (5 U/µl) 

0,4 µl 2 U 

H2O Ad 30 µl   

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgeführt. Die Standardbedingungen für 

das PCR-Programm gelten wie folgt: 

Tab. XVII: Standard-Bedingungen der PCR 

Vorgang Temperatur Dauer Zyklus 

Aktivierung der AmpliTaq Gold DNA-
Polymerase 

95°C 5 min. 1 Zyklus 

Denaturierung der DNA; 
Die DNA wird in Einzelstrang-DNA zer-
legt 
→ Matrix für die Synthese 

95°C 25 sek. 

40 Zyklen 
Annealing der Primer: 
Bindung der im Überschuss vorliegenden 
Oligonukleotid-Primer an die komplemen-
täre Basensequenz der Einzelstrang-DNA. 

X (55-72)°C 30 sek. 
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Elongation: 
Verlängerung der Primer durch die 
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase: 
Sie folgt dem Einzelstrang in (3´)-(5´)-
Richtung. Die Amplifikation erfolgt expo-
nentiell und ist begrenzt durch die Anzahl 
der Oligonukleotide. 

72°C 30 sek. 

Komplettierung der Elongation: 
Unvollständig kopierte Replikate werden 
fertig synthetisiert. 

72°C 7 min. 1 Zyklus 

4.2.7 Bestimmung der spezifischen Annealingtemperatur mit der Gradienten-
PCR 

Primer haben individuelle Schmelztemperaturen Tm, die vom GC-Gehalt und der 

Länge des Oligonukleotids abhängt. In einer Gradienten-PCR wird ermittelt, bei 

welcher Temperatur beide Primer optimal an das zu amplifizierende DNA-

Template binden können. Der Temperaturbereich wird so gewählt, dass er die er-

rechneten Annealingtemperaturen beider Primer umfasst. Die PCR-Bedingungen 

und das Pipettierschema bleiben gleich (s.o.), nur die Annealingtemperatur steigt in 

einem Gradienten von links nach rechts im Gradienten-Thermocycler an. Die jewei-

ligen Temperaturen an den einzelnen Positionen der PCR-Tubes im Gradienten-

Cycler werden vom PCR-Programm vorgegeben. 

Mit Hilfe des „Genetic Analyzer“ kann die Spezifität und Quantität der Banden für 

die einzelnen Temperaturen beurteilt und die optimale Temperatur für jedes 

Primerpaar ermittelt werden. 

4.2.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

4.2.8.1 Fertigung der Gele 

Die PCR-basierte MSI- bzw. LOH-Analyse wurde aufgrund einer sehr genauen 

Analyse auch geringster Mengen von DNA mit dem „Genetic Analyzer“ durchge-

führt. Einige Proben wurden zusätzlich mit der Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(PAGE) untersucht. Aufgrund des hohen Auftrennungsvermögens eines 12%igen 

Polyacrylamidgels konnten die DNA-Fragmente, die sich in ihrer Größe nur wenig 

unterscheiden, aufgetrennt werden. Die 12%ige Polyacrylamidlösung wurde mit 

folgenden Reagenzien hergestellt: 
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Tab. XVIII: Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Reagenz Eingesetzte 
Menge 

Funktion 

30 % Polyacrylamid  12,5 ml Polymerisation, Vernet-
zung der linearen Polyme-
re durch N,N´-
Methylenbisacrylamid 

5 x TBE (54 g Trizma Base; 27,5 g 
Borsäure; 20 ml 0,5 M EDTA, pH 
8; ad 1l H2O) 

5 ml Laufpuffer 

H2O 7,5 ml pH-Einstellung 

10 % Amoniumpersulfat (APS) 150 µl Polymerisationsinitiator 

TEMED 25 µl Katalysator der Polymeri-
sation 

Zuerst wurde aus Polyacrylamid (PA), 5 x TBE und H2O ein Ansatz vorbereitet, zu 

dem das Ammoniumpersulfat und TEMED hinzugefügt wurden. Das Gießen der 2 

Gele erfolgte in einem Gießstand. Jeweils eine Glasplatte wurde mit einer Alumini-

umplatte kombiniert, wobei zwischen den beiden Platten am rechten und linken 

Rand Spacer angebracht wurden. Die PA-Lösung wurde zügig und blasenfrei zwi-

schen die Platten pipettiert und jeweils ein Kamm mit 10 Zinken zum Aussparen 

der Taschen zwischen die Platten in die PA-Lösung gesteckt. Nach der Polymerisa-

tion (ca. 30 min) wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer eingespannt und mit 

dem Laufpuffer 1 x TBE vollständig bedeckt. Jeweils 30 µl PCR-Produnkt wurden 

mit je 5 µl Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Für die Größenbe-

stimmung der Allele wurden 10 µl des DNA-Markers phi174 (750 ng) in die jeweils 

erste Tasche geladen. Bei einer Spannung von 150 V (25 V/cm) wurden die Gelb-

anden für ca. 1,5-2 Std. in dem elektrischen Feld getrennt. Die Banden (Allele) wa-

ren optimal aufgetrennt, wenn die Xylencyanol-Front des Ladepuffers, die bei ca. 

60 bp lief, das untere Ende des Gels erreicht hatte. Nach der Auftrennung der Ban-

den erfolgte die Silberfärbung der Gele. 

4.2.8.2 Silberfärbung der Polyacrylamidgele  

Die Gele wurden nach der Elektrophorese mit einer Fixierlösung (150 ml Methanol, 

30 ml Essigsäure, 30 ml Fixier-Enhancer Konzentrat, 90 ml H2O) auf einem Schütt-

ler für 20 min inkubiert. Nach 2maligem Waschen der Gele mit einem Überschuss 

an H2O für jeweils 10 min wurden die Gele mit einer Silbernitratlösung gefärbt, bis 
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die Banden deutlich sichtbar waren. Mit 5%iger Essigsäure wurde die Farbreaktion 

gestoppt (15 min). Schließlich wurde das Gel mit H2O für 5 min gespült.  

4.2.8.3 Scannen der Gele 

Die PA-Gele wurden am Computer mit dem Programm Silver Fast Ai bei Einstel-

lungen von 500 dpi und 16 bit Graustufen eingescannt und mit Adobe Photoshop 

7,0 bearbeitet. 

4.2.8.4 Trocknen der Gele 

Um die Gele zu konservieren, wurden sie auf Whatmanpapier gelegt, mit einer 

Ceranfolie bedeckt und bei 80°C für 30 min vakuumgetrocknet. 

4.2.9 PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern 

Für die fluoreszenzmarkierte PCR wurden folgende Reagenzien benutzt: 

Tab. XIX: Reagenzien für die fluoreszenzmarkierte PCR 

 Reagenz Eingesetzte Menge Endkonzentration 
gDNA-Template 10 ng   

10x PCR Puffer 1 µl 1x 

25 mM MgCl2 1 µl 2,5 mM 

2 mM dNTPs 1 µl 200 µM 

20 µM 5´Fluoreszenz-Primer 0,2 µl 11 pM 

20 µM 3´Primer 0,2 µl 11 pM 

AmpliTaq Gold DNA-
Polymerase (5 U / µl) 

0,1 µl 1,5 U 

H2O Ad 10 µl   

Die Amplifikation wurde mit einem 5´Fluoreszenz-Primer und einem nicht-

markierten 3’Primer durchgeführt. Diese Primer sind an ihrem 5´-Ende mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff FAM, HEX oder TAMRA markiert. Das Gesamtvolumen des 

Ansatzes wurde auf ein Drittel (10 µl) und alle Komponentenvolumina proportional 

dazu reduziert.  

4.2.9.1 Probenaufbereitung, Denaturierung und Messung 

Nach der PCR mit dem Standard-PCR-Programm (s. Tab. XVII) wurden die PCR-

Produkte der Leukozytenproben mit HPLC-H20 1:20 verdünnt. Die Blut-, KM- und 
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Tumorproben wurden jedoch unverdünnt eingesetzt. Für die Analyse am „Genetic 

Analyzer“ wurde der folgende Ansatz in 0,5 ml-Eppendorf Tubes pipettiert und für 

2 min. bei 94°C denaturiert: 

 

0,5 µl fluoreszenzmarkiertes PCR-Produkt (1:20 Verdünnung) 

+ 40 µl HiDi Formamid (ultrarein) 

+ 0,2 µl ROX Size Standard (für interne Standardisierung) 

 

Nach Entfernung der Deckel wurden die Tubes mit den denaturierten Proben mit 

einer Durchstechmembran verschlossen. Die Tubes wurden in die genau angeordne-

ten Steckplätze eines Ständers platziert, der dann in das Gerät „Genetic Analy-

zer 310“ gestellt wurde. Während der Messung wurden nacheinander in jede Probe 

eine Elektrode und eine Kapillare, die mit einer Gelmatrix gefüllt war, geführt und 

für jeweils 3 sek. ein Aliquot der Proben in das Gel der Kapillare gesaugt. In der an-

schließenden Kapillarelektrophorese, die bei 15 kV, 0,9 mA und 60°C durchgeführt 

wurde und für jede Probe 24 min. dauerte, wurden die PCR-Produkte entsprechend 

ihrer Größe aufgetrennt. 
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5. Ergebnisse 

In der vorliegenden Studie wurden Tumorgewebe, Blut und KM von 66 Patientin-

nen und Patienten mit epithelialen Tumoren (30 Patientinnen mit MaCa und 36 Pa-

tienten mit PCa) untersucht. 

5.1 Einteilung der Mammakarzinom-Patientinnen und Prostata-
karzinom-Patienten in Kollektive 

Die insgesamt 66 Patientinnen und Patienten wurden in Kollektive unterteilt, wel-

che die geltenden Prognosekriterien für das MaCa bzw. das PCa berücksichtigen 

(Tab. XX). Die Kollektive wurden deskriptiv analysiert und soweit sinnvoll in Kor-

relationsanalysen ausgewertet. 

Tab. XX: Kollektive der MaCa-Patientinnen unterteilt nach Prognosekriterien 

Kriterium Low risk n High risk n 
Alter < 50 Jahre 9 ≥50 Jahre 21 

Tumorgröße Tumor im Stadium 
T1oder T2  
(Tumor < 5 cm in 
größter Ausdehnung, 
keine Infiltration der 
Haut oder der Brust-
wand) 

26 Tumor im Stadium 
T3 oder T4 (Tumor 
jeglicher Größe mit 
Infiltration der 
Haut oder der 
Brustwand) 

2 

Nodalstatus Keine (N0) 19 Vorhanden (N1) 9 

Fernmetastasenstatus Keine (M0) 27 Vorhanden (M1) 2 

Metastasierungsstatus Keine (N0+M0) 18 Vorhanden 
(N1/M1) 

10 

Grading Gemäß dem exakten Wert 

Her/2neu Gemäß dem exakten Wert 

ER Negativ 10 Positiv 19 

PR Negativ 12 Positiv 17 

CEA (ng/ml) < 5 17 ≥ 5 2 

CA 15-3 (U/l) <25 18 ≥ 25 10 

n entspricht der jeweiligen Anzahl der Patientinnen, bei denen die entsprechenden 

klinischen Parameter durch die behandelnden Kliniken erhoben worden sind, sodass 

n nicht der Größe des Gesamtkollektivs entsprechen muss. Bei den Parametern 

Grading (1,2,3) und Her/2neu (0,1,2,3) wurden die Kollektive entsprechend dem 

exakten Wert eingeteilt. 
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Tab. XXI: Kollektive der PCa-Patienten unterteilt nach Prognosekriterien 

Kriterium Low risk n Median 
Risk 

n High risk n 

Alter (Jahre) < = 60 6 > 60-80 27 > 80 3 

Tumorgröße T1, T2 
(Tumor auf 
Prostata 
begrenzt) 

22   T3 (Tumor 
hat die Pros-
tatakapsel 
durchbrochen 

14 

Nodalstatus Keine (N0) 30   Vorhanden 
(N1) 

4 

Fernmetastasenstatus Keine (M0) 28   Vorhanden 
(M1) 

3 

Metastasierungsstatus Keine 
(N0+M0) 

25   Vorhanden 
(N1+M1) 

6 

Gleason-Score <7 13   ≥7 21 

t-PSA (ng/ml) < 4 2 4-10 12 > 10 22 

n entspricht der Anzahl der Patienten, bei denen die entsprechenden klinischen Pa-

rameter durch die behandelnden Kliniken erhoben worden sind, so dass n nicht der 

Größe des Gesamtkollektives entsprechen muss. 

Aufgrund der besonderen Bedeutung des Metastasierungsstatus für die Auswertung 

der Ergebnisse der detektierten TZ wird hier der Metastasierungsstatus unterteilt 

nach Art des Gewebes dargestellt. 

Tab. XXII: Kollektive der Blut-, KM und Tumor-Proben von MaCa-Patientinnen unterteilt 
nach dem Metastasierungsstatus 

 Gesamt 

 

 
n 

ohne  

Metastasen 
 

n (n%) 

mit  

Metastasen 

 
n (n%) 

mit 

Lymphknoten- 

metastasen 

n (n%) 

mit  

Fern- 

metastasen 

n (n%) 
Blut 29 19 (65%) 10 (34%) 9 (31%) 2 (6%) 

KM 7 3 (5%) 3 (5%) 3 (5%) 0 (0%) 

Tumor 6 3 (6%) 2 (4%) 2 (4%) 0 (0%) 
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Tab. XXIII: Kollektive der Blut- und KM-Proben von PCa-Patienten unterteilt nach dem 
Metastasierungsstatus 

 Gesamt 

 
 
n 

ohne  

Metastasen 
 
n (n%) 

mit 

Metastasen 
 
n (n%) 

mit 

Lymphknoten- 

Metastasen 
n (n%) 

mit 

Fern- 

metastasen 
n (n%) 

Blut 36 24 (77%) 6 (19%) 4 (12%) 3 (9%) 

KM 21 20 (95%) 1 (5%) 1 (5%) 0 (0%) 

5.2 Statistische Methodik 

Die in den labortechnischen Analysen erhobenen Daten umfassen die Konzentratio-

nen der zirkulierenden DNA im Blut, die detektierten LOH im Blut, KM und Tu-

morgewebe und die detektierten CTC im Blut und DTC im KM. Tumorgewebe war 

nur im Kollektiv der MaCa-Patienten vorhanden (s. Tab. VI). Quantitative Parame-

ter wurden anhand von Mittelwert und Standardabweichung, Minimum und Maxi-

mum sowie den drei Quartilen dargestellt. 

Die erhobenen Daten wurden gemäß folgender Tabelle mit den klinisch-

pathologischen Parametern, jeweils nach den geltenden Prognosekriterien unterteilt, 

korreliert. Die angewandten statistischen Tests waren Kolmogorov-Smirnov-Test, 

Chi-Quadrat-Test nach Pearson, U-Test nach Mann und Whitney und der T-Test für 

unabhängige Stichproben. Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test wurden die quanti-

tativen Größen auf Normalverteilung geprüft, je nach Verteilung wurden der U-Test 

oder der t-Test für unverbundene Beobachtungen genutzt, um zwei unabhängige 

Stichproben hinsichtlich eines quantitativen Parameters miteinander zu vergleichen. 

Es wurde stets zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5% zu Grunde ge-

legt. Die statistische Analyse wurde mit SPSS für Windows Version 15 (SPSS Inc., 

Chicago, IL) durchgeführt. 
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Tab. XXIV: Korrelationsanalyse der erhobenen Ergebnisse.  

Patienten- 

kollektiv 

Korrelationsparameter 1 Korrelationsparameter 2 

MaCa- 

Patientinnen 

a) LOH  
 (Blutserum/ 

KM-Plasma/ 
Tumorgewebe) 

 

b)  CTC (Blutserum) 
  DTC (KM-Plasma) 
 

c) Konzentration zirkulie-
render DNA 

 (Blutserum/KM-Plasma) 

Alter 

Primärtumor 

Tumorstadium 

Nodalstatus 

Fernmetastasierungsstatus 

Metastasierungsstatus (Lymphkno-
ten- und Fernmetastasen) 

Grading 

Östrogenrezeptor(ER)-Status 

Progesteronrezeptor(PR)-Status  

Her/2neu-Status 

CEA  

CA 15-3 

PCa-
Patienten 

a) LOH  
 (Blutplasma/KM-

Plasma/Tumorgewebe) 
 

b) CTC (Blutplasma) 
 DTC (KM-Plasma) 
 

c) Konzentration zirkulie-
render DNA 

 (Blutplasma) 

Alter 

Tumorstadium 

Nodalstatus 

Fernmetastasierungsstatus 

Metastasierungsstatus (Lymphkno-
ten- und Fernmetastasen) 

Gleason 

t-PSA 

5.3 DNA-Extraktion und Quantifizierung - Korrelation der Kon-
zentration frei im Blut zirkulierender DNA mit den 
Prognoseparametern 

Aus dem Blutserum von 30 MaCa-Patientinnen wurde die zirkulierende DNA iso-

liert. Von 7 dieser Patientinnen stand KM und von 6 Patientinnen Tumorgewebe zur 

Verfügung. Auch aus diesen Materialien wurde die DNA isoliert. Zusätzlich wurde 

aus dem Blutplasma von 36 Patienten mit PCa die zirkulierende DNA isoliert. Von 

21 dieser Patienten stand KM zur Verfügung, aus dem ebenfalls die DNA isoliert 

wurde. In der folgenden Tabelle XXV sind die Konzentrationen der zirkulierenden 

DNA aus dem Blut der MaCa-Patientinnen und PCa-Patienten ohne und mit Meta-

stasen dargestellt. 

Die durchschnittliche DNA-Konzentration im Blut der MaCa-Patientinnen lag bei 

1379 ng/ml und war somit wesentlich höher als die durchschnittliche DNA-
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Konzentration im Blut der PCa-Patienten (759 ng/ml). Zudem fand sich in der de-

skriptiven Analyse der DNA-Konzentrationen im Blutserum der MaCa-Patientinnen 

im Kollektiv der Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen (N1) ein mit 

2802,11 ng/ml deutlich höherer Mittelwert der DNA-Konzentration als bei dem 

Kollektiv ohne Lymphknotenmetastasen (N0) (738,53 ng/ml) (Abb. 5A). Der Me-

dian lag bei 408 bzw. 467. Auch bei den PCa-Patienten lag der Mittelwert der 

DNA-Konzentration bei den N1-Patienten mit 1074,50 ng/ml höher als bei den N0-

Patienten (739,07 ng/ml) (Abb. 5B). Der Median lag fast doppelt so hoch bei Pati-

enten mit Lymphknotenmetastasen (1170 vs. 550). 

 

Nodalstatus

N1N0

D
N

A
-K

o
n

z
. 
P

la
s
m

a
 [

n
g

/m
l]

2500

2000

1500

1000

500

0 n=19 n=9

 
Nodalstatus

N1N0

D
N

A
-K

o
n

z
. 

P
la

s
m

a
 [

n
g

/m
l]

2500

2000

1500

1000

500

0 n=30 n=4

 
A B 
Abb. 5: Korrelation der DNA-Konzentration im Blut der MaCa-Patientinnen  
(U-Test, p=0,572) (A) bzw. PCa-Patienten (U-Test, p=0,336) (B) mit dem Nodalstatus als 
Prognosefaktor 

 

Für den Status der Fernmetastasierung wurde bei den PCa-Patienten mit dem U-

Test ein signifikanter negativer Zusammenhang (p=0,024) mit der Höhe der DNA-

Konzentration nachgewiesen (DNA-Konzentration bei M0: 880,32 ng/ml, bei M1: 

131,67 ng/ml), wobei darauf hingewiesen werden muss, dass in dem Kollektiv der 

PCa-Patienten zum Zeitpunkt der Datenerhebung lediglich bei drei Patienten Fern-

metastasen diagnostiziert worden waren. 

MaCa PCa 



Ergebnisse 58 
 

Tab. XXV: Korrelation der frei im Blutserum zirkulierenden DNA der MaCa-Patientinnen 
mit den Prognoseparametern 

P
a
ti

e
n

t 

A
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e
r 

klinische Parameter 

D
N

A
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o
n
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S

e
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g
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R

 

C
E

A
 

(n
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C
A

 1
5
-3

 
(U

/l
) 

H
e
r/

 
2
n

e
u

 

1 58 duktal pT1N0M0 3 neg neg / 17 0 392 

2 59 lobulär pT1aN0M0 / neg neg / 31 2 833 

3 59 lobulär pT2N0M0 2 neg neg / 38,34 0 408 

4 41 duktal pT1bN0M0 2 pos pos / 29,93 2 420 

5 60 duktal / / / / / / / 2020 

6 53 duktal pT1bN0M0 2 pos pos / 21 1 2040 

7 60 duktal pT1N1M0 2 neg neg / 21 1 467 

8 57 duktal pT2N1M0 2 pos pos / 42 0 19350 

9 53 duktal pT2N1M0 3 neg neg / 15 3 1701 

10 76 muzinös pT2N1M1 3 pos pos / 8 0 247 

11 60 duktal pT1N1M0 2 pos neg 0,64 11,4 / 257 

12 34 duktal pT2N0M0 1 pos pos 0,53 23,28 1 337 

13 55 duktal/lobulär pT2N1M0 3 pos pos 13 31,2 / 107 

14 42 duktal pT2N0M1 3 neg neg 0,18 22,6 2 127 

15 76 duktal pT1N0M0 3 pos pos 0,54 10,23 2 133 

16 68 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0,66 9,36 0 80 

17 56 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0.81 9,36 / 657 

18 73 muzinös pT2N0M0 1 pos pos 0,8 12,05 / 233 

19 52 lobulär pT2N0M0 2 neg pos / / 0 1103 

20 54 duktal pT1N0M0 3 neg neg 1,92 20 0 670 

21 43 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0,96 12,08 / 213 

22 35 duktal pT2N0M0 3 pos neg 2,98 19 / 503 

23 66 duktal pT1N0M0 2 pos neg 1,2 28,96 / 110 

24 60 duktal pT4N1M0 3 pos pos 1,14 44,36 / 823 

25 38 duktal pT4NXM0 3 neg neg 5,55 19,12 3 110 

26 45 lobulär TXN1M0 3 neg pos 3,36 27,68 / 2130 

27 53 duktal pT1N0M0 2 pos pos 1,96 18,64 0 4910 

28 60 duktal pT1N0M0 3 pos neg 1,65 31,29 / 520 

29 40 duktal pT1N1M0 2 pos pos 2 10,96 / 137 

30 48 duktal pT2N0M0 2 pos pos 3,84 27,07 / 343 

                  Mittelwert: 1379 
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Tab. XXVI: Korrelation der Konzentration der frei im Blutserum zirkulierenden DNA der 
PCa-Patienten mit den Prognoseparametern 

P
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1 52 T2cN0MX 3+4 19,35 2675 

2 67 T3bNXMX 4+3 6,66 1012 

3 64 T2cNXMX 4+4 5,72 975 

4 62 T2cNXMX 3+4 12,43 56 

5 63 T2cNXMX 3+2 3,58 177 

6 65 T2cNXMX 3+3 14,98 778 

7 67 T2cN0MX 3+4 30,57 250 

8 64 T2cNXMX 3+3 19,72 1677 

9 64 T2cNXMX 3+4 9,23 1051 

10 63 T2cNXMX 3+2 6,54 62 

11 59 T2cNXMX 3+3 7,71 350 

12 59 T2cNXMX 3+3 4,32 154 

13 48 T2aNXMX 3+3 10,19 1533 

14 69 T2cNXMX 3+3 3,68 713 

15 66 T2cNXMX 3+3 15,01 788 

16 56 T3bN1MX 4+3 36,22 1800 

17 68 T2aNXMX 3+3 5,9 764 

18 63 T2cN0MX 4+3 6,17 1283 

19 73 T2cN0MX 4+3 8,21 3457 

20 69 T2aNXMX 3+2 7,02 437 

21 70 T3aNXMX 3+4 7,47 663 

22 73 T3N0M0 5+4 106 380 

23 73 T3N0M0 3+4 55 760 

24 79 T3NXM1 4+4 200 90 

25 61 T3N1M0 4+4 200 673 

26 83 T2NXM1 5+4 216 147 

27 80 T3NX 3+4 26 1077 

28 79 / 4+5 150 600 

29 63 T2bN0 3+3 6,6 197 

30 82 T3N0M0 6 100 217 

31 68 T3bN1MX 4+3 14,7 1667 

32 75 T3N1M1 / 20,8 158 

33 77 T3N0MX 4+4 35 130 

34 76 T3N0 4+3 16,1 152 

35 60 / / 11,5 253 

36 83 T3NXMX 4+4 166 167 

        Mittelwert: 759 
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5.6 DNA-Analysen zum Nachweis genetischer Alterationen 

Blut, KM und Tumorgewebe der 36 PCa-Patienten und der 30 MaCa-Patientinnen 

wurden molekulargenetisch auf einen teilweisen oder kompletten Verlust der 

Heterozygotie der Regionen auf den Chromosomen 3, 8, 9 und 11 beim Prostata-

karzinom bzw. 16 und 17 beim Mammakarzinom untersucht. Außerdem wurde in 

diesen Materialien das Auftreten von MSI untersucht. Die isolierte genomische 

DNA aus Leukozyten, Blut, KM und mikrodisseziertem Tumorgewebe wurde als 

Template in einer PCR amplifiziert. Als Referenz diente die Leukozyten-DNA des 

jeweiligen Patienten, mit der die Blut-, KM- bzw. Tumor-DNA verglichen wurde. 

Die Detektion von LOH und MSI erfolgte über die Auftrennung der fluoreszenz-

markierten PCR-Produkte durch eine Kapillarelektrophorese in einem „Genetic 

Analyser“. Die anschließende Auswertung der Daten erfolgte durch die GeneScan 

Software. Die Daten wurden als Peaks in einem Koordinatensystem dargestellt. Auf 

der Abszisse ist die Länge der Basenpaare aufgetragen, während die Ordinate über 

die von der CCD-Kamera registrierte Fluoreszenz - dargestellt als Peaks - und somit 

über die Menge an PCR-Produkt Auskunft gibt. Der bp-Bereich wird in der 

GeneScan Software manuell so eingestellt, dass er die erwartete Basenpaarspanne 

des gewünschten Amplifikationsprodukts erfasst. 

Die Berechnung für das Vorliegen eines LOH wurde nach folgender Formel be-

rechnet: 

LOH = 

 Höhe rechter Peak Leukozyten  

≤ 0,6 bzw. ≥ 1,6  Höhe linker Peak Leukozyten  
 Höhe rechter Peak Plasma/KM/Tumor  
 Höhe linker Peak Plasma/KM/Tumor  

 

Ein LOH wird dann angenommen, wenn das Ergebnis einen Wert ≤ 0,6 bzw. ≥ 1,6 

hat. Dies entspricht einer Differenz von mindestens 40 % zwischen den beiden auf 

der Ordinate angegebenen Peakhöhen der Referenz und der Blut-/KM-/Tumor-

probe. Eine MSI wird in einem Diagramm als eine Vielzahl aneinandergereihter 

Peaks dargestellt, im Vergleich zeigt die Referenz-Probe nur zwei Peaks, die den 

beiden Allelen entsprechen. 

Zu Beginn meiner Doktorarbeit habe ich die ersten Analysen von Blut- und KM-

Proben der PCa-Patienten auch mit der Methode der Gelelektrophorese durchge-

führt, da mir der Genetic Analyser noch nicht zur Verfügung stand. Bei der Gel-
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elektrophorese wurde als Kriterium für das Vorliegen von LOH festgelegt, dass die 

Bandenintensität eines Allels aus Blut, KM oder Tumor um mindestens 50% gerin-

ger sein muss als das entsprechende Referenz-Allel. Als Kriterium für das Vorlie-

gen einer MSI wurde die Existenz einer zusätzlichen Bande auf dem 

Polyacrylamidgel im Vergleich zur Referenz-DNA angenommen. 

Die DNA-Analyse mit der Methode der Kapillarelektrophorese hat zwei entschei-

dende Vorteile gegenüber der Gelelektrophorese. Zum einen ist die Menge der in 

die PCR einzusetzenden DNA bei der Kapillarelektrophorese (10 ng) wesentlich 

geringer im Vergleich zur Auftrennung über die Gelelektrophorese (50 ng), zum 

anderen sind die PCR-Produkte bei der Kapillarelektrophorese wesentlich besser zu 

analysieren. 

5.6.1 LOH-Analyse der Blut- und KM-DNA von Prostatakarzinom-Patienten 
durch die Gelektrophorese 

Jeweils Blut-, KM-, Tumor- und Leukozyten-DNA (als Referenz) wurde mit allen 

Primern amplifiziert. Mithilfe der NIH-Software wurden die Banden der beiden Al-

lele densitometrisch ausgewertet. Die Amplifikation mit Wasser, anstatt mit gDNA 

als Template, diente als Negativkontrolle. Die unterschiedliche Höhe der PCR-

Doppelbanden kann aufgrund der ungleichen Anzahl von Mikrosatelliten in den 

amplifizierten Allelen erklärt werden. Auch interindividuelle Größenunterschiede 

der PCR-Produkte können auf eine mannigfache Mikrosatellitenzahl zurückgeführt 

werden. Als Beispiel für die Gelelektrophorese ist in Abb. 6 ein Gel mit einer MSI 

dargestellt. 
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Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9  

Patient  4 5 6  

DNA M L P L P KM L P KM  

200 bp → 

140 bp → 
 

 
 

 

← obere Bande 
← untere Bande 
← MSI-Bande 

PCR-Produkt

 

 
Abb. 6: PCR mit dem Primer D11S898 (140-156 bp) 
Darstellung einer MSI in der Blutplasma(P)-DNA des PCa-Patienten 5 (Spur 5). 
Spur 1: Mikrosatellitenmarker D11S898 
Spur 2-9: Amplifikation mit dem Primer D11S898 

Die Blutplasma(P)-DNA des PCa-Patienten 5 (Spur 5) weist zusätzlich zu der Dop-

pelbande eine weitere Bande auf, die in der Referenzprobe des Patienten auf dieser 

Höhe nicht vorhanden ist (Spur 4), was auf das Vorliegen einer MSI hindeutet. Die 

MSI konnte in der anschließend durchgeführten Analyse mit dem Genetic Analyser 

nicht bestätigt werden. 

5.6.1 Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur der Primerpaare 

Als Beispiel ist hier die Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur mithilfe 

der Gradienten-PCR (s. Kap. 4.2.6) für die Fluoreszenz-Primerpaare D3S1255 und 

D13S218 dargestellt (Abb. 7). Diese Primer wurden in den LOH-Analysen der vor-

liegenden Arbeit schließlich nicht verwendet. Nach der PCR mit verschiedenen 

Annealingtemperaturen wurden die Produkte mittels Kapillarelektrophorese analy-

siert. Die Amplifikation mit Wasser, anstatt mit gDNA als Template, diente als Ne-

gativkontrolle. In der Wasserkontrolle wurde kein PCR-Produkt gebildet, was da-

rauf hinweist, dass alle verwendeten Lösungen frei von Kontaminationen waren. 

Die PCR mit DNA als Template zeigt, dass bei jeder Temperatur des eingestellten 

Gradienten Primerannealing möglich war und die Peaks im erwarteten Bereich la-

gen. Je höher die im Diagramm dargestellten Peaks sind, desto mehr PCR-Produkt 

wurde gebildet. Für den Primer D3S1255 wurde eine Temperatur von 57°C ausge-

wählt. Die Peakhöhen sind zwar mit 2286 und 1145 niedriger als bei 54° (2679 und 

1640), aber die Peaks sind bei 57° etwas schmaler und die Linie bei 0 ist weniger 

wellig. Für den Primer D13S218 wurde 56°C als optimale Annealingtemperatur be-
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stimmt. Die beiden Hauptpeaks (3. und 4. von rechts) sind bei dieser Temperatur 

am höchsten. 

 

   

Abb. 7: Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur der Primer D3S1255*TAM(gelb) 
und D13S218*HEX (grün) 



Ergebnisse 64 
 

5.6.3 LOH-Analyse der Blut-, Knochenmark- und Tumor-DNA von 
Mammakarzinom-Patientinnen und Prostatakarzinom-Patienten durch die Ka-
pillarelektrophorese 

 

 

LOH = 

 4320  

> 1,6 
5741 

 127  

 370  

Abb. 8: PCR mit dem fluoreszenzmarkierten Primer D17S250*HEX (151bp) beim MaCa 
Die PCR-Produkte der Leukozyten-(L) und Blutserum(S)-DNA der MaCa-Patientin 6 wurden im 
DNA-Analyzer aufgetrennt und mit der GeneScan-Software ausgewertet. Das obere Diagramm 
zeigt die Wasserprobe, in der keine Peaks nachzuweisen sind. Das mittlere Diagramm zeigt zwei 
Peaks der amplifizierten Leukozyten-DNA, das untere Diagramm zwei Peks mit einem LOH-
Verlust in der Serum-DNA (roter Pfeil). 

 

In Abbildung 8 ist die Datenauswertung der MaCa-Patientin 6 dargestellt. Das obe-

re Diagramm zeigt die Wasserkontrolle, in der aufgrund des fehlenden Templates 

keine Peaks nachgewiesen wurden. Da die Wasserkontrolle in allen Analysen nega-

tiv war, wird sie in den nachfolgenden Diagrammen nicht mehr gezeigt. Das mittle-

re Diagramm zeigt zwei Peaks in der Leukozytenprobe, die den beiden Allelen in 

der PAGE entsprechen und sich im Bereich um 151 bp befinden. Im unteren Dia-

gramm ist der rechte Peak der Serumprobe, im Gegensatz zur Referenzprobe im 

oberen Diagramm, deutlich kleiner und weist schon optisch auf das Vorliegen eines 

LOH hin. Rechnerisch ergibt sich der Quotient 2,3, also größer als 1,6, was einem 

LOH entspricht. 
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Abb. 9: PCR mit dem fluoreszenzmarkierten Primer D17S855*Fam (143bp) beim MaCa 
Die PCR-Produkte der Leukozyten(L)-,Tumor(T)-und Knochenmark(KM)-Plasma-DNA der MaCa-
Patientin 1 wurden im DNA-Analyzer aufgetrennt und mit der GeneScan-Software ausgewertet. Das 
obere Diagramm zeigt zwei Peaks der amplifizierten Leukozyten-DNA. Im mittleren Diagramm 
weist der Pfeil auf einen vollständigen DNA-Verlust in der Tumor-DNA. Das untere Diagramm 
zeigt die zwei Peaks der amplifizierten KM-DNA, in der kein DNA-Verlust nachzuweisen ist. 

 

Abbildung 9 zeigt einen vollständigen DNA-Verlust im Tumorgewebe der MaCa-

Patientin 1. Im mittleren Diagramm ist der rechte Peak in der Tumorprobe der Pati-

entin vollkommen verschwunden, wohingegen der rechte Peak im KM-Plasma in 

der Höhe dem rechten Peak der Leukozytenkontrolle entspricht. Die Patientin  hat 

ein vollständiges LOH im Tumorgewebe, jedoch keines in der KM-Probe. 

 
 

 

Abb. 10: PCR mit dem fluoreszenzmarkierten Primer D8S87*Tam (145bp) beim PCa 
Die PCR-Produkte der Leukozyten-(L) und Blutplasma(P)-DNA des PCa-Patienten 33 wurden im 
DNA-Analyzer aufgetrennt und mit der GeneScan-Software ausgewertet. Das untere Diagramm 
zeigt eine MSI in der Blutplasma-DNA. 
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Abb. 11: PCR mit dem fluoreszenmarkierten Primer D9S171*Tam (158-177bp) beim PCa 
Die PCR-Produkte der Leukozyten-(L) und Blutplasma(P) des PCa-Patienten 30 wurden im DNA-
Analyzer aufgetrennt und mit der GeneScan Software ausgewertet. Das untere Diagramm zeigt eine 
MSI in der Blutplasma-DNA. 

 

In den Abbildungen 10 und 11 sind die Amplifikationen der Blutplasma-Probe des 

PCa-Patienten 33 am Beispiel der Primer D8S87 und D9S171 dargestellt. Die auf-

getrennte Leukozyten-DNA zeigt zwei Allele im Bereich von ca. 145 bzw. 158 bp 

(Primer D8S87, Abb. 10) und im Bereich von 160 bzw. 178 bp (Primer D9S171, 

Abb. 11). Bei der aufgetrennten Blutplasma-DNA liegen jeweils zwei Peaks an der 

gleichen Position, zusätzlich sind weitere Peaks zu erkennen, was auf eine MSI hin-

deutet. Bei diesem Patienten wurden insgesamt 4 MSI mit den Primern D8S87, 

D9S171, D6S1631 und D11S1313 nachgewiesen. 

5.6.4 Korrelation des Auftretens von LOH mit den Prognoseparametern bei 
Mammakarzinom-Patientinnen 

Wie in Tabelle XXVII zusammengefasst, wurden bei den MaCa-Patientinnen mit 

den Mikrosatellitenmarkern D16S421, D17S855 und D17S250 2 LOH im Tumor-

gewebe und 2 LOH im Blut nachgewiesen. Alle verwendeten Primer ergaben LOH. 

Bei keiner der Patientinnen wurde mehr als ein LOH gefunden. Neben den metrisch 

skalierten klinischen Parametern wurden auch die Prognosefaktoren Tumorgröße, 

Nodalstatus, Fernmetastasenstatus, Grading, sowie Her/2neu-, ER-, und PR-Status 

in deskriptiver- und Korrelationsanalyse betrachtet (s. Tab. XX und Tab. XXIV). 

In der deskriptiven Statistik und der Korrelationsanalyse mit dem Chi-Quadrat-Test 

bzw. dem Test nach Fischer wurden die drei Primer zusammengefasst, um in der 

Folge eine Auswertung zu ermöglichen. 

Die Patientinnen, bei denen in Blut, KM oder Tumorgewebe ein LOH nachgewie-

sen werden konnte, waren im Durchschnitt 9 Jahre älter, als die LOH-negativen Pa-

tientinnen (62 Jahre vs. 53 Jahre). Die Patientinnen mit LOH in Blut, KM oder Tu-
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mor waren 58, 60 bzw. 76 Jahre alt. Bei zwei der vier Patientinnen mit LOH wur-

den auch TZ im KM nachgewiesen. Bei einer der beiden Patientinnen war der Tu-

mor bereits lymphogen- und fernmetastasiert, zudem lag das Grading bei 3 und ER- 

und PR-Status waren positiv. Bei der zweiten der beiden Patientinnen lagen die kli-

nischen und klinisch-pathologischen Daten nicht vor. 

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Prognosekriterien und dem Auf-

treten von LOH konnte nicht nachgewiesen werden. MSI wurden in keiner der Pro-

ben der MaCa-Patientinnen gefunden. 



 

Tab. XXVII: Korrelation der genetischen Alterationen mit den Prognoseparametern der MaCa-Patientinnen 
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 D16S421 D17S855 D17S250 

B T KM B T KM B T KM 

1 58 duktal pT1N0M0 3 neg neg / 17 0 + + + + LOH + + + + 

2 59 lobulär pT1aN0M0 / neg neg / 31 2 - + + 

3 59 lobulär pT2N0M0 2 neg neg / 38,3 0 - - - + + + 

4 41 duktal pT1bN0M0 2 pos pos / 29,9 2 + + + + + - 

5 60 duktal / / / / / / / - - - + + + LOH + + 

6 53 duktal pT1bN0M0 2 pos pos / 21 1 - - + + LOH + 

7 60 duktal pT1N1M0 2 neg neg / 21 1 + + + + + + 

8 57 duktal pT2N1M0 2 pos pos / 42 0 - - + + + + 

9 53 duktal pT2N1M0 3 neg neg / 15 3 + + + + + + 

10 76 muzinös pT2N1M1 3 pos pos / 8 0 + LOH + + - + + + + 

11 60 duktal pT1N1M0 2 pos neg 0,64 11,4 / - + + 

12 34 duktal pT2N0M0 1 pos pos 0,53 23,3 1 + - + 

13 55 duktal/lobulär pT2N1M0 3 pos pos 13 31,2 / - + - 

14 42 duktal pT2N0M1 3 neg neg 0,18 22,6 2 - + - 

15 76 duktal pT1N0M0 3 pos pos 0,54 10,2 2 + + + 

16 68 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0,66 9,36 0 + + + 

17 56 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0.81 9,36 / + + + 

18 73 muzinös pT2N0M0 1 pos pos 0,8 12,1 / - + + 

19 52 lobulär pT2N0M0 2 neg pos / / 0 + - + 

20 54 duktal pT1N0M0 3 neg neg 1,92 20 0 - + - 

21 43 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0,96 12,1 / + + + 

22 35 duktal pT2N0M0 3 pos neg 2,98 19 / + + + 

23 66 duktal pT1N0M0 2 pos neg 1,2 29 / + + + 

24 60 duktal pT4N1M0 3 pos pos 1,14 44,4 / - + + 

25 38 duktal pT4NXM0 3 neg neg 5,55 19,1 3 + + - 

26 45 lobulär TXN1M0 3 neg pos 3,36 27,7 / + + + 

27 53 duktal pT1N0M0 2 pos pos 1,96 18,6 0 + + + 

28 60 duktal pT1N0M0 3 pos neg 1,65 31,3 / + + - 

6829 40 duktal pT1N1M0 2 pos pos 2 11 / - + + 

30 48 duktal pT2N0M0 2 pos pos 3,84 27,1 / - + + 
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5.6.5 Korrelation des Auftretens von LOH mit den Prognoseparametern bei 
Prostatakarzinom-Patienten 

Wie in Tabelle XXVIII dargestellt, war von allen 36 Patienten Blut und von 21 Pa-

tienten KM vorhanden. LOH- und MSI Analysen wurden mit den Mikrosatelliten-

markern THRB, D6S1631, D8S87, D9S171, D9S1748, D11S898 und D11S1313 

durchgeführt. 

Bei den PCa-Patienten wurden mit dem gesamten Primerset 25 LOH nachgewiesen. 

Bei 18 der 36 Patienten (50 %) konnte mindestens ein LOH im Blut oder KM ent-

deckt werden. 10 Patienten (28%) hatten jeweils 1 LOH, 5 Patienten (14 %) jeweils 

2 LOH, 1 Patient (3%) hatte 3 LOH. Bei 13 Patienten (36 %) wurden LOH im Blut, 

bei 10 Patienten (28 %) LOH im KM nachgewiesen. Bei 5 Patienten (14 %) wurden 

LOH sowohl im Blut als auch im KM nachgewiesen. 2 Patienten (6 %) hatten zu 

den LOH im KM auch DTC im KM. Bei einem Patienten lagen neben einem LOH 

im Blut auch 3 MSI im Blut vor. 

Mit 8 (32 %) der insgesamt 25 detektierten LOH in Blut und KM wurden mit dem 

Primer D9S1748 die meisten LOH entdeckt. Der Primer D6S1631 ergab 5 LOH 

(20 %), der Primer D11S898 4 LOH (14 %). Der Primer D8S87 detektierte 3 LOH 

(12 %) und ein MSI. Mit den Primern D9S171 und D11S1313 wurden je 2 LOH 

(8 %) und ein MSI entdeckt. Die LOH-Frequenz an den jeweiligen Markern sind in 

Abbildung 12 dargestellt. Abbildung 13 ist eine Darstellung der informativen Er-

gebnisse der jeweiligen Primer in Blut und KM zusammen und in Blut und KM ge-

trennt in Bezug auf die Gesamtzahl der analysierten Patienten. Die oberen Anteile 

der Säulen geben die prozentuale Menge der LOH wieder. 
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Abb. 12: LOH-Frequenz an den verschiedenen Mikrosatellitenmarkern im Blut und KM der 
PCa-Patienten 
Die LOH-Frequenz wurde aus der Menge der detektierten LOH bezogen auf alle informativen Er-
gebnisse des jeweiligen Mikrosatellitenmarkers errechnet.  

 

 

 

Abb. 13: Vergleich der informativen Ergebnisse und LOH-Frequenz an den verschiedenen 
Mikrosatellitenmarkern im Blut und KM der PCa-Patienten 
Die relative Häufigkeit der informativen Ergebnisse wurde errechnet aus der Anzahl der informati-
ven Ergebnisse bezogen auf die Gesamtzahl der Analysen mit dem jeweiligen Mikrosatellitenmarker 
(gesamte Säule). Die LOH-Frequenz entspricht dem oberen abgesetzten Teil der Säulen und ist die 
relative Häufigkeit in Bezug auf alle informativen Ergebnisse des jeweiligen Mikrosatellitenmarkers.  

Neben den metrisch skalierten klinischen Parametern wurden die Prognosefaktoren 

Tumorgröße, Nodalstatus, sowie Fernmetastasierungsstatus in deskriptiver- und 

Korrelationsanalyse betrachtet (s. Tab. XXI und Tab. XXIV). In der deskriptiven 
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Statistik wurden die Primer THRB, D6S1631, D8S87, D9S171, D9S1748, 

D11S898 und D11S13 sowie Blut und KM zusammen berechnet. LOH ist positiv, 

falls mindestens einer von beiden Werten positiv ist. 

Für die Konzentration der freien DNA im Blutplasma fand sich bei den Patienten 

mit LOH ein um 392,5 ng/ml höherer Mittelwert (955 ng/ml versus 563 ng/ml).  Ein 

signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von LOH und den 

Prognosekriterien wurde nicht gefunden. Die Zusammenhänge wurden dabei für je-

den einzelnen Marker und für alle 7 Marker zusammen berechnet. 

MSI wurde in 3 Fällen nachgewiesen. Sie betrafen immer den gleichen Patienten 

(Patient 33). Der Patient war bei Diagnosestellung 77 Jahre alt (9 Jahre älter, als der 

Durchschnitt aller PCa-Patienten), hatte einen Tumor im Stadium T3N0MX und ei-

nen Gleason-Score von 8 (Score um 1 höher, als der Durchschnitt aller PCa-

Patienten). t-PSA (35 ng/ml) und DNA-Konzentration (130 ng/ml) des Patienten 

waren niedriger als beim Durchschnitt der Patienten ohne MSI (t-PSA: 43,5 ng/ml, 

DNA-Konzentration: 759 ng/ml). Zusätzlich hatte der Patient ein LOH am Marker 

D11S898. 

 



 

Tab. XXVIII: Korrelation der genetischen Alterationen mit den Prognoseparametern der PCa-Patienten 
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 THRB D6S1631 D8S87 D9S171 D9S1748 D11S898 D11S1313  

B KM B KM B KM B KM B KM B KM B KM  

1 52 T2cN0MX 3+4 19,35 - - + - - - + - + - + - LOH -  

2 67 T3bNXMX 4+3 6,66 - - + - - - + - - - + - + -  

3 64 T2cNXMX 4+4 5,72 - - + - + - + + + - - - + +  

4 62 T2cNXMX 3+4 12,43 - - LOH LOH - - + + - LOH + + + +  

5 63 T2cNXMX 3+2 3,58 - - - - + + + + LOH LOH + + + -  

6 65 T2cNXMX 3+3 14,98 + - + + + - + + + + + + - -  

7 67 T2cN0MX 3+4 30,57 - - + + + + + + + + + + + +  

72

8 64 T2cNXMX 3+3 19,72 + LOH + + + + + + + + + + + +  

9 64 T2cNXMX 3+4 9,23 + + + + - - + + + + + + + +  

10 63 T2cNXMX 3+2 6,54 - - + + + - + + + - - - - -  

11 59 T2cNXMX 3+3 7,71 - - + LOH + - + - + - + - + +  

12 59 T2cNXMX 3+3 4,32 - - - - - - - - - - + LOH + -  

13 48 T2aNXMX 3+3 10,19 + - + - + - + - LOH - - - + -  

14 69 T2cNXMX 3+3 3,68 - - - - + - + + - - + - + -  

15 66 T2cNXMX 3+3 15,01 + + + + + + + LOH - - - - + +  

16 56 T3bN1MX 4+3 36,22 - - - - + - - - - - + - + -  

17 68 T2aNXMX 3+3 5,9 - - - - + LOH LOH + + + + + + +  

18 63 T2cN0MX 4+3 6,17 + - - - + LOH - - + + - - + -  

19 73 T2cN0MX 4+3 8,21 + - - - - - - - LOH LOH - - + +  

20 69 T2aNXMX 3+2 7,02 - - + LOH + + + + LOH + + + - +  

21 70 T3aNXMX 3+4 7,47 - - + - - - + + + - + + - -  

22 73 T3N0M0  5+4 106 -  -  -  +  +  +  -   

23 73 T3N0M0  3+4 55 -  -  -  -  -  +  +   

24 79 T3NxM1  4+4 200 -  +  +  +  -  +  +   

25 61 T3N1M0  4+4 200 -  +  -  -  +  -  +   

26 83 T2NxM1  5+4 216 -  -  +  -  +  +  +   

27 80 T3Nx  3+4 26 -  -  -  -  -  LOH  +   

28 79 / 4+5 150 -  +  -  +  LOH  +  -   

29 63 T2bN0  3+3 6,6 -  -  +  +  +  +  +   

30 82 T3N0M0 6 100 -  +  LOH  -  +  +  +   

31 68 T3bN1Mx 4+3 14,7 -  +  -  -  -  LOH  LOH   

32 75 T3N1M1 / 20,8 -  +  -  -  -  -  +   

33 77 T3N0Mx  4+4 35 -  +  MSI  MSI  -  LOH  MSI   

34 76 T3N0 4+3 16,1 -  LOH  +  -  +  -  +   

35 60 / / 11,5 -  +  -  +  +  +  +   

36 83 T3NxMx 4+4 166 -  -  +  +  +  +  +   
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5.7 Immunzytochemischer Nachweis von Tumorzellen in Blut und 
Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen und Prostata-
karzinom-Patienten 

Von allen 21 nicht-metastasierten MaCa-Patientinnen war Blut und von 6 dieser Pa-

tientinnen war KM für die immunzytochemische Untersuchung vorhanden. Von den 

9 metastasierten Patientinnen war von 6 Patientinnen Blut und von 3 Patientinnen 

KM verfügbar (Tab. VI). 

Von den 29 nicht-metastasierten PCa-Patienten wurde das Blut und KM von 20 Pa-

tienten auf CK-positive Zellen untersucht. Nur bei einem Patienten der 6 metasta-

sierten Patienten waren Blut und KM verfügbar (Tab. VII). 

 

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen eine Positivkontrolle als repräsentative Färbung 

mononukleärer Zellen und eine Ausschnittsvergrößerung der Positivkontrolle mit 

Darstellung einer CK-positiven Zelle. 

 

  

Abb. 14: Repräsentative APAAP-Färbung 
monoklonaler Zellen 
Übersichtsaufnahme einer Positivkontrolle 

Abb. 15: Ausschnittvergrößerung der Posi-
tivkontrolle (Abb. 14) mit Darstellung einer 
CK-positiven Zelle im Zentrum 
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In den Abbildungen 16 A,B,C sind die im KM der PCa-Patienten 5 und 10 detektier-

ten CK-positiven Zellen dargestellt. 

 

A 

 

B 

 

C 
Abb. 16: A, B: CK-positive Zellen im KM des PCa-Patienten 5 
 C: CK-positive Zelle im KM des PCa-Patienten 10 

5.7.1 Korrelation des Auftretens von Tumorzellen beim Mammakarzinom und 
Prostatakarzinom 

Tab. XXIX: Zusammenhang zwischen dem Auftreten von TZ bei den beiden Tumorentitäten 
MaCa und PCa 

 MaCa PCa Gesamt 
CTC/DTC negativ 12 (44,4%) 18 (85,7%) 30 (62,5%) 

CTC/DTC positiv 15 (55,6%)   3 (14,3%) 18 (37,5%) 

Gesamt 27 (100%) 21 (100%) 48 (100%) 
 
 

Zwischen dem TZ-Nachweis und den zwei Tumorentitäten MaCa und PCa lässt 

sich eine signifikante Abhängigkeit nachweisen (Chi-Quadrat-Test, p=0,003). Die 

Chance auf einen positiven TZ-Nachweis ist dabei in der Gruppe der MaCa-Proben 

7,5mal höher als in der PCa-Gruppe (Odds Ratio). 

5.7.2 Korrelation des Auftretens von Tumorzellen in Blut und Knochenmark 
der Mammakarzinom-Patientinnen mit den Prognosekriterien   

Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle XXXI zusammengefasst. Laut Kolmo-

gorov-Smirnov-Index waren alle Größen normalverteilt. Neben den metrisch ska-

lierten klinischen Parametern wurden die Prognosekriterien Tumorgröße, 

Nodalstatus, Fernmetastasenstatus, Grading, sowie Her/2neu-, ER-, und PR-Status 

in einer deskriptiven Analyse und einer Korrelationsanalyse betrachtet. 

Ein signifikanter Zusammenhang (Exakter Fisher Test, p=0,02) wurde zwischen 

dem Nodal-Status und dem TZ-Status der Patientinnen gefunden. MaCa-

Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen haben 2,375 mal häufiger TZ im Blut 
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und/oder KM als Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen. Da die Fallzahl für 

eine Korrelationsanalyse der klinischen und klinisch-pathologischen Parameter mit 

dem Auftreten von CTC im KM zu klein war, wurden hier die Inzidenzen der CTC 

im Blut und DTZ im KM zusammengefasst und mit den Prognosekriterien korre-

liert. Insgesamt wurden bei 15 der 27 Patientinnen (56 %) CTC oder DTC entdeckt. 

Im KM wurden im Verhältnis mehr TZ nachgewiesen als im Blut (71 % vs. 41 %). 

Im KM der metastasierten Patientinnen wurden bei allen Patientinnen DTC gefun-

den (100 %). Bei den metastasierten Patientinnen wurden mehr DTC und CTC 

nachgewiesen als bei den Patientinnen ohne Nachweis von Metastasen (s. Tab. 

XXX). Bei den Patientinnen mit TZ im Blut und/oder KM konnte neben der signifi-

kanten Korrelation mit dem Lymphknotenstatus ein um 7 Jahre höherer Mittelwert 

für das Alter der Patientinnen nachgewiesen werden als bei den Patientinnen ohne 

TZ im Blut und/oder KM (57 Jahre vs. 50 Jahre). Der Mittelwert der DNA-

Konzentration im Serum der Patientinnen lag bei den TZ-positiven Patientinnen um 

418 ng/ml höher, als bei den Patientinnen ohne Nachweis von CTC und/oder DTC 

(988 ng/ml vs. 570 ng/ml). 

Zudem lag der Mittelwert des Alters bei den Patientinnen mit CTC um 2,2 Jahre 

höher, als bei den Patientinnen ohne CTC (53 Jahre vs. 55 Jahre). Auch der Mittel-

wert der CA-15-3-Konzentration lag bei den CTC-positiven Patientinnen mit 

22,77 U/l höher als bei den CTC-negativen Patientinnen (19,98 U/l). 

In der Korrelationsanalyse des Auftretens von CTC im Blut mit den 

Prognosekriterien nach Chi-Quadrat- bzw. Fisher-Test ergab sich kein signifikanter 

Zusammenhang.  

Tab. XXX: Korrelation des Auftretens von CTC/DTC mit dem Auftreten von Lymphknoten-
metastasen/Fernmetastasen beim MaCa 

Kollektiv Material Patientinnen mit 

CTC/DTC 
Metastasiert und nicht 
metastasiertes MaCa  

Blut und/oder KM (n=27) 15 (56%) 

Blut (n=27) 11 (41%) 

KM (n=7)  5 (71%) 

N0 und/oder M0 
 

Blut (n=23)  8 (35%) 

KM (n=4)  2 (50%) 

N1 und/oder M1 
 

Blut (n=4)  3 (75%) 

KM (n=3)  3 (100%) 
 



 

Tab. XXXI: Korrelation des Auftretens von CTC im Blut und DTC im KM mit den Prognosekriterien und dem Auftreten von LOH in Blut, KM und 
Tumorgewebe beim MaCa 
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 D16S421 D17S855 D17S250 

B T KM B T KM B T KM 

1 58 duktal pT1N0M0 3 neg neg / 17 0 + + + + LOH + + + + neg neg 

2 59 lobulär pT1aN0M0 / neg neg / 31 2 - + + neg / 

3 59 lobulär pT2N0M0 2 neg neg / 38,3 0 - - - + + + pos pos 

4 41 duktal pT1bN0M0 2 pos pos / 29,9 2 + + + + + - neg neg 

5 60 duktal / / / / / / / - - - + + + LOH + + neg pos 

6 53 duktal pT1bN0M0 2 pos pos / 21 1 - - + + LOH + neg / 

7 60 duktal pT1N1M0 2 neg neg / 21 1 + + + + + + neg pos 

8 57 duktal pT2N1M0 2 pos pos / 42 0 - - + + + + / / 

9 53 duktal pT2N1M0 3 neg neg / 15 3 + + + + + + neg pos 

10 76 muzinös pT2N1M1 3 pos pos / 8 0 + LOH + + - + + + + neg pos 

11 60 duktal pT1N1M0 2 pos neg 0,64 11,4 / - + + / / 

12 34 duktal pT2N0M0 1 pos pos 0,53 23,3 1 + - + neg / 

13 55 duktal/lobulär pT2N1M0 3 pos pos 13 31,2 / - + - / / 

14 42 duktal pT2N0M1 3 neg neg 0,18 22,6 2 - + - neg / 
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15 76 duktal pT1N0M0 3 pos pos 0,54 10,2 2 + + + pos / 

16 68 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0,66 9,36 0 + + + pos / 

17 56 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0.81 9,36 / + + + neg / 

18 73 muzinös pT2N0M0 1 pos pos 0,8 12,1 / - + + neg / 

19 52 lobulär pT2N0M0 2 neg pos / / 0 + - + pos / 

20 54 duktal pT1N0M0 3 neg neg 1,92 20 0 - + - neg / 

21 43 duktal pT1N0M0 2 pos pos 0,96 12,1 / + + + pos / 

22 35 duktal pT2N0M0 3 pos neg 2,98 19 / + + + neg / 

23 66 duktal pT1N0M0 2 pos neg 1,2 29 / + + + pos / 

24 60 duktal pT4N1M0 3 pos pos 1,14 44,4 / - + + pos / 

25 38 duktal pT4NXM0 3 neg neg 5,55 19,1 3 + + - neg / 

26 45 lobulär TXN1M0 3 neg pos 3,36 27,7 / + + + pos / 

27 53 duktal pT1N0M0 2 pos pos 1,96 18,6 0 + + + pos / 

28 60 duktal pT1N0M0 3 pos neg 1,65 31,3 / + + - neg / 

29 40 duktal pT1N1M0 2 pos pos 2 11 / - + + pos / 

30 48 duktal pT2N0M0 2 pos pos 3,84 27,1 / - + + pos / 
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5.7.3 Korrelation des Auftretens von Tumorzellen im Blut und Knochenmark 
der Prostatakarzinom-Patienten mit den Prognosekriterien  

Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle XXXII zusammengefasst. Laut 

Kolmogorov-Smirnov-Index waren alle Größen normalverteilt. Im KM wurden bei 

drei PCa-Patienten DTZ entdeckt. Im Blut der Patienten konnten keine CTC nach-

gewiesen werden, sodass für die folgende gruppierte deskriptive Statistik die TZ-

KM-Variable als Gruppenfaktor herangezogen wurde.  

Die Korrelation des Auftretens von DTC mit dem Alter wurde mit dem T-Test un-

tersucht. Die Assoziation mit den Parametern Gleason-Score, t-PSA und Blutplas-

ma-DNA-Konzentration wurden mit dem U-Test untersucht, wobei ein signifikant 

niedrigerer Gleason-Score (p=0,023) bei DTC-positiven-Patienten nachgewiesen 

wurde. Allerdings haben die Ergebnisse der Korrelationsanalysen aufgrund der ge-

ringen Anzahl von Patienten mit DTC im KM eine eingeschränkte Aussagekraft.  



 
Tab. XXXII: Korrelation von CTC im Blut und DTC im KM mit den Prognosekriterien und dem Auftreten von LOH im Blut und KM beim PCa 
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THRB D6S1631 D8S87 D9S171 D9S1748 D11S898 D11S1313 

B KM B KM B KM B KM B KM B KM B KM 

1 52 T2cN0MX 3+4 19,35 - - + - - - + - + - + - LOH - neg neg 

2 67 T3bNXMX 4+3 6,66 - - + - - - + - - - + - + - neg neg 

3 64 T2cNXMX 4+4 5,72 - - + - + - + + + - - - + + neg neg 

4 62 T2cNXMX 3+4 12,43 - - LOH LOH - - + + - LOH + + + + neg neg 

5 63 T2cNXMX 3+2 3,58 - - - - + + + + LOH LOH + + + - neg pos 

6 65 T2cNXMX 3+3 14,98 + - + + + - + + + + + + - - neg neg 

7 67 T2cN0MX 3+4 30,57 - - + + + + + + + + + + + + neg neg 

8 64 T2cNXMX 3+3 19,72 + LOH + + + + + + + + + + + + neg neg 

9 64 T2cNXMX 3+4 9,23 + + + + - - + + + + + + + + neg neg 

10 63 T2cNXMX 3+2 6,54 - - + + + - + + + - - - - - neg pos 

11 59 T2cNXMX 3+3 7,71 - - + LOH + - + - + - + - + + neg neg 

12 59 T2cNXMX 3+3 4,32 - - - - - - - - - - + LOH + - neg neg 

13 48 T2aNXMX 3+3 10,19 + - + - + - + - LOH - - - + - neg neg 

14 69 T2cNXMX 3+3 3,68 - - - - + - + + - - + - + - neg neg 

15 66 T2cNXMX 3+3 15,01 + + + + + + + LOH - - - - + + neg pos 

16 56 T3bN1MX 4+3 36,22 - - - - + - - - - - + - + - neg / 

17 68 T2aNXMX 3+3 5,9 - - - - + LOH LOH + + + + + + + neg neg 

18 63 T2cN0MX 4+3 6,17 + - - - + LOH - - + + - - + - neg neg 

19 73 T2cN0MX 4+3 8,21 + - - - - - - - LOH LOH - - + + neg neg 

20 69 T2aNXMX 3+2 7,02 - - + LOH + + + + LOH + + + - + neg neg 
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21 70 T3aNXMX 3+4 7,47 - - + - - - + + + - + + - - neg neg 

22 73 T3N0M0  5+4 106 - 
 

- 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

- 
 

    

23 73 T3N0M0  3+4 55 - 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

    

24 79 T3NXM1  4+4 200 - 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

    

25 61 T3N1M0  4+4 200 - 
 

+ 
 

- 
 

- 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

    

26 83 T2NXM1  5+4 216 - 
 

- 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

    

27 80 T3NX  3+4 26 - 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

LOH 
 

+ 
 

    

28 79 / 4+5 150 - 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

LOH 
 

+ 
 

- 
 

    

29 63 T2bN0  3+3 6,6 - 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

    

30 82 T3N0M0 6 100 - 
 

+ 
 

LOH 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

    

31 68 T3bN1MX 4+3 14,7 - 
 

+ 
 

- 
 

- 
 

- 
 

LOH 
 

LOH 
 

    

32 75 T3N1M1 / 20,8 - 
 

+ 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

+ 
 

    

33 77 T3N0MX  4+4 35 - 
 

+ 
 

MSI 
 

MSI 
 

- 
 

LOH 
 

MSI 
 

    

34 76 T3N0 4+3 16,1 - 
 

LOH 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

    

35 60 / / 11,5 - 
 

+ 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

    

36 83 T3NXMX 4+4 166 - 
 

- 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

+ 
 

    



Diskussion 79 
 

6. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde die extrazelluläre DNA im Blut von 36 Patienten 

mit PCa und 30 Patientinnen mit MaCa auf das Vorhandensein genetischer Altera-

tionen, wie LOH und MSI, untersucht. Vergleichende Analysen wurden mit KM-

Proben der PCa-Patienten sowie KM- und Tumorproben der MaCa-Patientinnen 

durchgeführt. Zur Detektion der genetischen Alterationen wurde für das PCa ein Set 

von 7 Mikrosatellitenmarkern und für das MaCa ein Set von 3 Mikrosatellitenmar-

kern eingesetzt. Die Ergebnisse der detektierten Aberrationen der Mikrosatelliten-

marker wurden mit den geltenden Prognosekriterien (Tab. XX und XXI) korreliert, 

um Antwort zu erhalten, ob dieser experimentelle Ansatz für die Früherkennung des 

MCa und PCa geeignet ist. Zudem wurden Blut und KM der Patientinnen und Pati-

enten auf das Vorhandensein von CTC bzw. DTC untersucht, um die Bedeutung der 

TZ im Blut und KM für die Früherkennung lymphogener und hämatogener Meta-

stasierung zu erforschen. Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit der poten-

tielle Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CTC und DTC und der LOH-

Frequenz geprüft. 

Im Folgenden werden die Hauptergebnisse der Arbeit diskutiert. 

6.1 DNA-Konzentrationen bei Mammakarzinom-Patientinnen und 
Prostatakarzinom-Patienten 

6.1.1 Höhere durchschnittliche DNA-Konzentrationen im Blut von 
Mammakarzinom-Patientinnen als im Blut von Prostatakarzinom-Patienten 

Die Messungen der Konzentrationen der im Blut zirkulierenden DNA zeigten, dass 

MaCa-Patientinnen im Durchschnitt zweimal soviel zellfreie DNA im Blut hatten 

wie PCa-Patienten. Ein möglicher Grund hierfür könnte die Verwendung von ver-

schiedenen Blutbestandteilen sein. Bei den MaCa-Patientinnen wurde die Messung 

im Blutserum, bei den PCa-Patienten im Blutplasma durchgeführt. In vergleichen-

den Studien fanden Taback et al. (2004) und Thijssen et al. (2002) ebenfalls höhere 

DNA-Konzentrationen im Blutserum von Melanom-Patienten bzw. Patienten mit 

Lebermetastasen kolorektaler Karzinome, als in den korrespondierenden Plasma-

proben. Weitere komparative Analysen mit den gleichen klinischen Materialien 

sollten zeigen, ob diese deutlich höheren DNA-Konzentrationen im Blut von MaCa-

Patientinnen in der Verwendung von Blutserum anstatt Plasma begründet sind oder 
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ob MaCa-Patientinnen gewöhnlich eine höhere Konzentrationen extrazellulärer 

DNA in ihrem Blut haben als PCa-Patienten. 

6.1.2 Höhere durchschnittliche DNA-Konzentrationen bei Patientinnen mit 
nodal metastasiertem Mammakarzinom als bei Patientinnen ohne Lymphkno-
tenmetastasen 

Eine Gegenüberstellung der durchschnittlichen DNA-Konzentrationen im Blut von 

Patientinnen mit und ohne Lymphknotenmetastasen zeigte, dass die durchschnittli-

che Konzentration bei N1-metastasierten MaCa-Patientinnen fast viermal höher 

war, als bei Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen (N0). Obwohl der Konzen-

trationsunterschied bei PCa-Patienten nicht so deutlich wie bei MaCa-Patientinnen 

war, lag der Mittelwert der DNA-Konzentration bei N1-metastasierten PCa-

Patienten nicht ganz zweimal höher als bei den N0-Patienten. Diese Daten lassen 

vermuten, dass bei der lymphogenen Metastasierung des MaCa deutlich mehr DNA 

ins Blut abgegeben wird als beim PCa. Die Reliabilität dieser Daten kann jedoch 

erst dann bestätigt werden, wenn der Einfluss der Verwendung veschiedener Blut-

bestandteile, wie Serum beim MaCa und Plasma beim PCa auf die DNA-Konzen-

tration geklärt ist. 

Ähnliche Konzentrationsunterschiede wie in der vorliegenden Arbeit wurden bereits 

in verschiedenen Studien beschrieben (Fleischhacker und Schmidt, 2007; Jahr et al., 

2001; Leon et al., 1975). Auch Chun et al. (2006) und Schwarzenbach et al. (2004) 

stellten in ihren Studien Konzentrationsunterschiede bei Metastasierung fest. Diese 

Ergebnisse weisen auf eine positive Korrelation zwischen der DNA-Konzentration 

und der Tumorprogression hin. 

6.2 LOH-Analysen in Blut, Knochenmark und Tumorgewebe von 
Mammakarzinom-Patientinnen und Prostatakarzinom-Patienten 

6.2.1 LOH-Frequenz in Blut und Knochenmark von Mammakarzinom-
Patientinnen und Prostatakarzinom-Patienten 

Die vorliegende Studie diente u.a. der Definition eines spezifischen Mikrosatelli-

tenpanels für einen sensitiven Assay und der Untersuchung der LOH-Frequenz an 

den chromosomalen Loci 3p24, 6q16, 8p12, 9p21, 11q12, 11q22, 17q21, 17q11.2-

q12 und 16q22-q23. Folgende Mikrosatellitenmarker wurden für den Nachweis ge-

netischer Alterationen im PCa an diesen Loci getestet: THRB, D6S1631, D8S87, 
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D9S171, D9S1748, D11S898 und D11S1313. Für das MaCa wurden die Analysen 

mit den Markern D16S421, D17S855 und D17S250 durchgeführt.  

Im Blut der PCa-Patienten wurde in 9 % und im KM in 18 % der informativen Fälle 

LOH detektiert. Für keinen der Marker konnte eine Assoziation zwischen dem Auf-

treten von LOH und dem Tumorstadium, dem Gleason-Score, sowie dem t-PSA-

Wert gefunden werden. Mit je 14 % der informativen Proben im KM und Blut 

konnte am Marker D9S1748 die höchste LOH-Frequenz gefunden werden. Überra-

schenderweise konnte in der vorliegenden Studie am Marker D9S171 mit einer Fre-

quenz von 3 % im Blut und 5 % im KM wesentlich weniger LOH nachgewiesen 

werden. Perinchery et al. (1999) untersuchten die Region 9p21 auf genetische Alte-

rationen an den Loci D9S1748, D9S171 und D9S270 und fanden die höchste LOH-

Frequenz von 15 getesteten Mikrosatellitenmarkern in dieser Region. In 9p21 liegt 

ein TSG, welches das Protein CDKN2/p16, einen Inhibitor der cyclin-abhängigen 

Kinase, kodiert. Eine genetische Alteration in dieser Region führt zu einer erhöhten 

Zellteilungsrate. Perinchery et al. beschrieben, dass normale Zellen der Prostata ei-

ne hohe p16-Proteinexpression zeigten, wohingegen die Expression dieses Proteins 

in PCa sehr gering war oder ganz fehlte. In der Literatur sind mit einer LOH-

Frequenz von 3,5 % bis 50 % LOH an den Markern D9S1748 und D9S171 sehr un-

terschiedliche Frequenzen für das Plasma beschrieben worden (Perinchery et al., 

1999; Schwarzenbach et al., 2009; Schwarzenbach et al., 2008; von Knobloch et al., 

2004). Schwarzenbach et al. (2009) fanden eine signifikante Korrelation zwischen 

dem Tumorstadium und der LOH-Frequenz am Marker D9S171. In den Analysen 

der vorliegenden Studie hatten die Patienten mit einem LOH an diesem Marker das 

Tumorstadium T2a bzw. T2c. Bei einem der Patienten konnte an diesem Marker 

sowie an den Markern D8S87 und D11S1313 eine MSI nachgewiesen werden. Der 

Patient hatte einen Tumor im Stadium pT3N0MX, sein Gleason-Score lag bei 4+4 

und der tPSA-Wert bei 35 ng/ml. 

In der Region 6q16 ist der Marker D6S1631 lokalisiert. Im KM konnte an diesem 

Marker eine ebenso hohe LOH-Frequenz von 14 % wie am Marker D9S1748 ent-

deckt werden. Im Blut lag die Frequenz bei 6 %. Auch Schwarzenbach et al. (2008) 

beschrieben eine LOH-Frequenz von 6 % im Plasma in einer Studie mit 230 PCa-

Patienten. Konishi et al. (2003) fanden eine Korrelation zwischen dem Tumorstadi-

um T3 und dem Auftreten von Deletionen in 6q. Diese Assoziation konnte in der 

vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. In der Region 6q16 liegt das Gen, das 
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für die TAK1 (TGFß-aktivierende Kinase) kodiert. Untersuchungen an humanen 

Prostatazellen zeigten, dass die durch TGFß induzierte Apoptose auf die Aktivie-

rung der TAK1 zurückzuführen ist. Ektopische Expression von TAK1 stimulierte 

die Apoptose, während eine dominant-negative TAK1-Variante diesen program-

mierten Zelltod reduzierte (Edlund et al., 2003). 

Die Untersuchung des Markers D8S87 ergab 10 % LOH im KM und nur 3 % LOH 

im Blut. Auch Müller et al. (2006a) und Schwarzenbach et al. (2008) beschrieben 

LOH-Frequenzen von 2 % bzw. 3 % für das Blutplasma von PCa-Patienten, was 

das vorliegende Ergebnis der Blutanalysen bestätigt. Bova et al. (1996) und Prasad 

et al. (1998) fanden sowohl proximal und distal von D8S87 als auch direkt an die-

sem Locus häufige genetische Alterationen. Im Bereich 8p12 liegt das TSG 

Neuroregulin 1, das im Verlauf eines komplexen Signaltransduktionsweges den 

programmierten Zelltod induziert (Tal-Or et al., 2003).  

An den Markern THRB, D11S898 und D11S1313 wurden jeweils unter 10 % LOH 

in Blut und KM detektiert. Der Marker THRB ergab eine LOH-Frequenz von 5 % 

im KM und kein LOH im Blut. Die Angaben zur LOH-Frequenz an diesem Locus 

schwanken in der Literatur: Dahiya et al. (1997) fanden in 90 % ihrer informativen 

Ergebnisse LOH an diesem Marker, konnten aber keinen Zusammenhang mit Sta-

dium oder Grading des Tumors beobachten. Müller et al. (2006a) fanden eine LOH-

Frequenz von 22 %, während in der Vergleichsgruppe der Patienten mit benigner 

Prostatahyperplasie kein LOH an dem Marker nachgewiesen werden konnte. 

Schwarzenbach et al. (2008) konnten in 18,5 % ihrer informativen Ergebnisse LOH 

an diesem Marker nachweisen. Weshalb in der vorliegenden Arbeit nur wenige 

LOH an diesem Marker detektiert werden konnten, ist unklar. Der Marker D11S898 

ergab 5 % LOH im KM und 8 % im Blut. Schwarzenbach et al. fanden eine Fre-

quenz von 11 % in Blutproben, was das Ergebnis der vorliegenden Studie unter-

stützt. Dahiya et al. beschrieben eine sehr hohe LOH-Frequenz von 66 % an diesem 

Marker. Am Locus D11S1313 zeigten sich in der vorliegenden Arbeit 6 % LOH im 

Blut und kein LOH im KM, während Dahiya et al. (1997) und Schwarzenbach et al. 

(2008) 39 % LOH im Blut der PCa-Patienten fanden. 

 

In den MaCa-Proben wurden nur bei 13 % der Patientinnen LOH gefunden. Im Blut 

ließen sich in 3 % und im Tumorgewebe in 17 % der informativen Fälle LOH 

nachweisen. Die Analyse der korrespondierenden KM-Proben ergab kein LOH. Pa-
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tientinnen mit LOH im Blut oder Tumorgewebe waren im Durchschnitt 9 Jahre älter 

als Patientinnen ohne LOH (62 vs. 53 Jahre). Weitere Korrelationen mit den 

Prognosefaktoren bestanden nicht.  

Am Marker D16S421 konnte ein LOH im Tumorgewebe nachgewiesen werden; je-

doch waren 67 % der Analysen nicht informativ. In einer Analyse, in der auch die 

Ergebnisse der vorliegenden Studie enthalten waren, zeigte dieser Marker einen 

leichten Anstieg der LOH-Frequenz von M0 zu M1 (Schwarzenbach et al., 2007b). 

Bereits 2004 konnten Schwarzenbach et al. eine solche Tendenz an diesem Marker 

beobachten (Schwarzenbach et al., 2004). Auch diese LOH-positive Patientin in 

dem Kollektiv der vorliegenden Studie hatte einen M1-Tumor und war zudem 

lymphogen metastasiert. Das Grading lag bei 3 und ER- und PR- Status waren posi-

tiv. Im KM der Patientin konnte eine DTZ nachgewiesen werden. Der Marker 

D16S421 liegt in der Region 16q22-23, welche für das TSG E-Cadherin kodiert. E-

Cadherin spielt eine entscheidende Rolle in der Bildung und dem Erhalt der Zell-

Zell-Kontakte. Die Downregulation seiner Genexpression kann zu Tumorentste-

hung, Progression und Metastasierung beitragen (Pecina-Slaus, 2003). 

Der Primer D17S855 auf Chromosom 17 detektierte ein LOH im Primärtumor. 

Über eine hohe Frequenz von LOH an diesem Marker (Silva et al., 1999a) und ei-

nen Zusammenhang mit Lymphknotenmetastasen wurde berichtet (Hampl et al., 

1999). Schwarzenbach et al. beschrieben 2009 erstmals einen Zusammenhang zwi-

schen dem Auftreten von LOH am Marker D17S855 und der Anzahl von CTC im 

Blut bei PCa-Patienten (Schwarzenbach et al., 2009). In meinem Kollektiv waren 

bei der Patientin mit LOH an diesem Marker keine TZ nachzuweisen, wobei dieses 

Ergebnis aufgrund der geringen Anzahl von LOH nicht repräsentativ ist. An einem 

größeren Kollektiv könnte getestet werden, ob ein solcher Zusammenhang zwischen 

LOH und CTC auch für das MaCa nachgewiesen werden könnte. Der Locus 17q21 

kodiert für BRCA1, das an einer Vielzahl biologischer Programme der Zelle, wie 

Regulation des Zellzyklus, DNA-Raparatur, Transkription, Zellwachstum und 

Apoptose, beteiligt ist. 

Der Marker D17S250 ergab zwei LOH (8 %) im Blut der MaCa-Patientinnen. Bei 

einer der beiden Patientinnen konnte eine DTZ im KM nachgewiesen werden. Der 

Marker liegt in der Region der Methyltransferase PNMT und wird mit einer 

schlechten Prognose assoziiert (Nagai et al., 1994). Im Tumorgewebe konnten keine 

entsprechenden Alterationen festgestellt werden. 
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Die fehlende Konkordanz des Auftretens genetischer Alterationen im Blut mit de-

nen im Primärtumor könnte in der multifokalen Heterogenität des MaCa, der loka-

len Nekrose in diesem Gewebe, dem potentiellen Vorhandensein freier DNA aus 

mikrometastatischen Zellen und der Maskierung von LOH durch normale DNA be-

gründet sein. 

 

Für die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der einzelnen Labore gibt es ver-

schiedene Erklärungsmöglichkeiten. Zum einen bestehen ausgeprägte ethische und 

geographische Unterschiede sowohl beim MaCa als auch beim PCa. Zum anderen 

bietet die Kapillarelektrophorese gegenüber der Gelelektrophorese eine exaktere 

Möglichkeit der Detektion. Auch schwanken die Grenzwerte zur Bestimmung eines 

LOH von 21 % relativem Allelverlust (Buerger et al., 2000) bis zu 50 % (Dahiya et 

al., 1997) in den verschiedenen Laboren. Zudem verwendet fast  jedes Labor unter-

schiedliche Techniken zur Gewinnung und Isolierung von DNA und die Techniken 

ändern sich mit den Jahren fortlaufend (Fleischhacker und Schmidt, 2007). Auch 

die Berechnung des AI-Scores wird in den Laboren sehr unterschiedlich gehand-

habt: Einige vergleichen die Peakflächen, andere die Peakhöhen miteinander. Dass 

die Ergebnisse der verschiedenen Loci in den Studien unseres Labors regelmäßig 

übereinstimmen und dass wiederholt in der DNA der Gesunden keine genetischen 

Alterationen (Schwarzenbach et al., 2009) und in der DNA von BPH-Patienten we-

sentlich niedrigere LOH-Frequenzen gefunden wurden (Müller et al., 2006a), lässt 

auf die Reliabilität und Korrektheit der in unserem Labor durchgeführten Analysen 

schließen. 

6.2.2 Höhere LOH-Frequenz im Knochenmark als im Blut von Prostatakarzi-
nom-Patienten 

In der vorliegenden Studie wurde eine doppelt so hohe LOH-Frequenz im KM wie 

im Blut von Prostatakarzinom-Patienten gemessen (18 % vs. 9 %). Die Ergebnisse 

einer großen Studie von Schwarzenbach et al. (2007a) mit KM und Blut, in denen 

auch das Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit enthalten war, bestätigten die 

in der vorliegenden Studie gefundene erhöhte LOH-Frequenz im KM. LOH-

Analysen mit frei zirkulierender DNA im KM von PCa-Patienten wurden in unse-

rem Labor im Rahmen der vorliegenden Studie erstmals durchgeführt. Beschrei-

bungen über Studien zur Detektion genetischer Aberrationen in tumorspezifischer 
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DNA aus Blut gibt es in der Literatur zahlreich (Fleischhacker und Schmidt, 2007; 

Goessl et al., 2002; Schwarzenbach et al., 2007a; Schwarzenbach et al., 2004). In 

diesen Studien konnten Zusammenhänge zwischen dem Auftreten genetischer Alte-

rationen in der freien DNA des Blutes mit den Prognosekriterien festgestellt werden 

(Müller et al., 2008; Schwarzenbach et al., 2009; Schwarzenbach et al., 2007a).  

In den vorliegenden Analysen wurde bei Patienten mit metastasiertem Karzinom 

eine LOH-Frequenz von 10 % im Blut entdeckt, die nur etwas höher war, als bei 

Patienten ohne Metastasen (9 %). Korrespondierende Alterationen im Blut und KM 

fanden sich bei nur 15 % der Patienten. Eine Ursache für die fehlende Über-

einstimmung zwischen Blut und KM könnte sein, dass die freie tumorspezifische 

DNA im Blut von normaler freier DNA maskiert wurde, während die tumorspezifi-

sche DNA im KM der Tumorpatienten akkumuliert. 

In dem Kollektiv der MaCa-Patientinnen konnten bei keiner der 7 Patientinnen, von 

denen KM zur Verfügung stand, genetische Alterationen im KM nachgewiesen 

werden. Im Blut der Patientinnen waren in 3 % der informativen Fälle LOH nach-

zuweisen, im Tumor in 17 %. Jedoch fanden Taback et al. (2003) im KM eines viel 

größeren Kollektivs von MaCa-Patientinnen eine höhere LOH-Frequenz als im Blut  

und begründeten dies damit, dass KM ein statisches Reservoir und eine günstige 

Umgebung zur Akkumulation von freier DNA darstellt, wohingegen die Passage 

durch das Blut ein transienter Vorgang ist. 

6.2.3 Limitationen der Detektion von LOH 

Die teils niedrige LOH-Frequenz im Blut von MaCa-Patientinnen und PCa-

Patienten in der vorliegenden Studie könnte folgendermaßen erklärt werden: Zum 

einen kann tumorspezifische DNA durch normale DNA maskiert werden (Coulet et 

al., 2000; Müller et al., 2008; Schwarzenbach et al., 2007a). Zudem ist die Identifi-

zierung genetischer Alterationen oft durch geringe DNA-Quantität und –Qualität 

eingeschränkt (Müller et al., 2008). Es ist beschrieben, dass beim Einsatz zu gerin-

ger Mengen an DNA sogar artifizielle genetische Alterationen auftreten können 

(Farrand et al., 2002). Mit der Verwendung niedermolekularer DNA nach Fraktio-

nierung der Plasma-DNA, sowie der Stabilisierung der DNA-Amplifikation durch 

Reduzierung unspezifischer Bindungen und dem Verhindern unerwünschter Pro-

dukte durch die Zugabe von Tetramethylammoniumchlorid (TMAC) in eine PCR 
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könnte eine höhere und verlässlichere LOH-Frequenz erreicht werden (Hung et al., 

1990; Müller et al., 2008; Wang et al., 2004). 

Ein weiterer Grund für die teils niedrige LOH-Frequenz im Blut könnte das ver-

wendete Markerset sein. Tumorassoziierte freie DNA scheint stärker degradiert zu 

sein und somit in kleineren Fragmenten vorzuliegen, als normale DNA (Dahiya et 

al., 1997). Hata et al. (2006) schlugen den Einsatz von „single nucleotide 

polymorphism“(SNP)-Markern vor, die Deletionen auf der Ebene einzelner Nukleo-

tide erkennen, und zeigten in ihren Analysen mit Tumorgewebe von Gliom-

Patienten, dass sogar in Proben, die bis zu 80 % mit normaler DNA kontaminiert 

waren, LOH detektiert werden konnten. Es wäre interessant, die LOH-Frequenzen 

an den korrespondierenden Längenpolymorphismus- und SNP-Markern zu verglei-

chen, um zu entscheiden, welche Methode für die Detektion von LOH ver-

lässlichere Daten liefert. 

6.3 Detektion zirkulierender Tumorzellen im Blut und disseminier-
ter Tumorzellen im Knochenmark von Mammakarzinom-
Patientinnen und Prostatakarzinom-Patienten 

6.3.1 Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Tumorzellen und dem 
Nodalstatus 

Die Präsenz von DTC im KM wurde wiederholt mit einer schlechteren Prognose in 

Zusammenhang gebracht (Braun et al., 2005; Gebauer et al., 2001; Pantel et al., 

1994a; Pantel et al., 2003; Pantel und Riethdorf, 2009; Riethdorf et al., 2008). Die 

vorliegende Studie konnte die prognostische Relevanz von DTC und CTC für das 

MaCa bestätigen. Für DTC bzw. CTC fand sich eine signifikante Korrelation mit 

dem Nodalstatus (p=0,02). Eine Korrelation zwischen dem Vorkommen von DTC 

im KM und dem Nodalstatus wurde von Braun et al. (2005) beschrieben. Einen Zu-

sammenhang zwischen dem Auftreten von CTC im Blut und dem Nodalstatus fan-

den Nakagawa et al. (2007). Allerdings werden immer wieder fehlende Korrelatio-

nen zwischen TZ- und Nodalstatus beschrieben (Müller et al., 2005; Pierga et al., 

2004). Diese Ergebnisse wiederum könnten die Theorie unterstützen, dass die hä-

matogene TZ-Disseminierung nicht streng mit der lymphatischen Route der Disse-

mination verknüpft sein muss (Pantel und Brakenhoff, 2004), sondern, dass das TZ-

Profil im Blut sowohl die CTC, die direkt aus dem Tumor ins Blut disseminieren, 

als auch die aus den Lymphknoten disseminierten TZ widerspiegelt. Unterstützt 
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wird diese Theorie durch das Vorkommen von Fernmetastasen bei MaCa- und PCa-

Patienten, die keine Lymphknotenmetastasen hatten. Zusammengefasst wird die 

prognostische Bedeutung der Korrelation zwischen TZ und dem Nodalstatus in der 

Literatur kontrovers diskutiert. Allerdings werden Anstrengungen unternommen, 

das Risiko der Patientinnen Lymphknotenmetastasen zu entwickeln, durch eine ver-

besserte Detektion von TZ im KM und Blut besser prognostisch einzuschätzen. Vie-

le Komplikationen durch totale Lymphnodektomien im Rahmen der primären Ope-

ration könnten damit vermieden werden.  

Die vorliegenden Korrelationsanalysen zeigten zusätzlich zum Nodalstatus auch 

Zusammenhänge des Auftretens von CTC bzw. DTC mit dem Alter und von CTC 

mit der Ca-15-3-Konzentration bei MaCa-Patientinnen. Patientinnen mit CTC im 

Blut bzw. DTC im KM waren im Durchschnitt 7 Jahre älter als Patientinnen ohne 

TZ. Die CA15-3-Konzentration war bei Patientinnen mit CTC etwas höher als bei 

Patientinnen ohne CTC (23 vs. 20U/l). Einen signifikanten Zusammenhang zwi-

schen dem Vorkommen von CTC und Ca15-3 beschrieben Müller et al. (Müller et 

al., 2005). Für das PCa fanden Schwarzenbach et al. einen signifikanten Zusam-

menhang zwischen dem Auftreten von CTC und einem ansteigenden Gleason-Score 

sowie einem fortgeschrittenen Tumorstadium (Schwarzenbach et al., 2009). Überra-

schenderweise ergaben die vorliegenden Analysen einen signifikant negativen Zu-

sammenhang (p=0,023) zwischen Gleason-Score und DTC, wobei dieses Ergebnis 

aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit DTC im KM nicht aussagekräftig 

ist. 

6.3.2 Höhere Entdeckungsrate von Tumorzellen im Knochenmark als im Blut 

In der vorliegenden Arbeit konnten im Kollektiv der MaCa-Patientinnen bei insge-

samt 56 % der untersuchten Patientinnen CK-positive Zellen im Blut oder KM 

nachgewiesen werden. Im KM wurden mit 71% wesentlich mehr CK-positive Zel-

len detektiert als im Blut (41 %). Im KM der PCa-Patienten wurden in 15 % der 

analysierten Proben DTC nachgewiesen, während im Blut der Patienten keine CTC 

detektiert werden konnten. In den bisher veröffentlichten Studien ist konsistent eine 

höhere Frequenz von DTC im KM als von CTC im Blut beschrieben worden (Cris-

tofanilli et al., 2004; Müller et al., 2005; Pierga et al., 2004; Wiedswang et al., 

2006). Eine mögliche Interpretation für die höheren Frequenzen von DTC gegen-

über CTC können die geeigneten Bedingungen des KM für das Verweilen und 
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Überleben der DTC sein, wohingegen die Ergebnisse der CTC-Analysen nur einen 

kurzen Ausschnitt der TZ-Dissemination beschreiben (Pantel et al., 2008). 

Trotz des Fortschritts in der frühen Diagnostik und Therapie des MaCa und PCa 

und verbesserter adjuvanter Therapie ist die Prognose nach wie vor durch das Auf-

treten von Fernmetastasen limitiert. Die entscheidenden Mechanismen, die es TZ 

ermöglichen, das ursprüngliche Gewebe zu verlassen und außerhalb zu persistieren 

und zu wachsen, sind bis heute nicht ausreichend verstanden (Pantel und 

Brakenhoff, 2004). Man geht davon aus, dass okkulte Mikrometastasen bei der 

Mehrzahl der Betroffenen bereits bei der ersten Diagnosestellung vorliegen. Leider 

sind sie auch mit hochauflösenden radiologischen Methoden nicht zu detektieren. 

Die Prognosen zum Metastasierungsrisiko und die Behandlungskonzepte basieren 

immer noch hauptsächlich auf den statistischen Risikoparametern. Von besonderem 

Interesse ist daher in der aktuellen Forschung die weitere Verbesserung und Stan-

dardisierung der Detektion von CTC und DTC, der Zusammenhang zwischen dem 

Auftreten von genetischen Alterationen und CTC und die Identifikation zusätzlicher 

Parameter zur Charakterisierung der TZ zum Erstellen persönlicher Risikoprofile 

und Therapiepläne (Riethdorf und Pantel, 2008). 

6.3.3 Können Tumorzell-Analysen im Knochenmark durch Analysen im Blut 
ersetzt werden? 

In der vorliegenden Studie wurden bei 20 % der MaCa-Patientinnen TZ sowohl im 

Blut als auch im KM nachgewiesen. Bei PCa-Patienten konnten hingegen nur TZ 

im KM detektiert werden. Dies könnte, wie oben bereits erwähnt, u.a. damit erklärt 

werden, dass das KM geeignete Bedingungen für das Verweilen und Überleben der 

DTC bietet. Zudem scheinen CTC häufiger apoptotisch zu sein als DTC (Fehm et 

al., 2007; Mehes et al., 2001) und sind im Blut in der Regel in kleinerer Menge vor-

handen, als DTC im KM (Pantel et al., 2008). 

Meine Ergebnisse sind von besonderem Interesse für die in der aktuellen Literatur 

diskutierte Frage, ob die aufwändigeren und für den Patienten unangenehmeren TZ-

Analysen im KM durch Analysen im Blut ersetzt werden können (Riethdorf und 

Pantel, 2008). Auch wird die klinische Bedeutung von DTC vor dem Hintergrund 

des heutigen Stands der Forschung von einigen Autoren sehr kritisch betrachtet 

(Scher und Pantel, 2009). In der Literatur wurden verschiedene Aspekte über den 

Ersatz der KM-Analysen durch Blutanalysen besprochen. 
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Zum einen ist der Vergleich der Frequenzen von DTC im KM und CTC im Blut 

von Bedeutung. Müller et al. ( 2005) und Pierga et al. (2004) konnten für das MaCa 

einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CTC im Blut und 

DTC im KM nachweisen. 

Zum anderen ist die prognostische Aussagekraft der CTC und DTC zu berücksich-

tigen. Hierzu gibt es bisher noch wenige Studien, jedoch zeichnet sich ab, dass DTC 

im KM eine bedeutendere prognostische Signifikanz haben als CTC im Blut (Benoy 

et al., 2006; Pantel et al., 2008; Wiedswang et al., 2006). Eine fehlende Überein-

stimmung der prognostischen Aussagekraft von CTC und DTC wurde von Pierga et 

al. (2004) und Wiedswang et al. (2006) beschrieben. Zur prognostischen Relevanz 

von CTC trug eine Studie von de Bono et al. (2008) bei, die zeigte, dass die mit Hil-

fe des CellSearch Systems präoperativ detektierten CTC und ihr Vergleich mit dem 

postoperativen CTC-Level einen unabhängigen Marker für das Überleben von PCa-

Patienten darstellen. 

Zusammengefasst kann noch nicht eindeutig geklärt werden, ob die Detektion von 

DTC durch CTC ersetzt werden kann. Fest steht aber, dass sowohl CTC als auch 

DTC relevant für das Monitoring metastatischer Progression und die Entwicklung 

individueller Therapiepläne sein können. 

6.4 Zusammenhang zwischen der LOH-Frequenz und dem Auftre-
ten von Tumorzellen in Blut und Knochenmark 

Da TZ sowohl beim MaCa, als auch beim PCa im KM akkumulieren (Pantel und 

Brakenhoff, 2004), wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen den detektierten 

KM-LOH-Profilen und dem Vorhandensein von DTC im KM besteht. Tatsächlich 

wurden in 67 % der DTC-positiven Fälle im KM der PCa-Patienten LOH in den 

korrespondierenden KM-Proben nachgewiesen, was darauf hinweist, dass ein An-

stieg von KM-LOH mit einem Anstieg von DTC im KM einhergeht. Es ist vorstell-

bar, dass die freie KM-DNA in Zusammenhang mit einer erhöhten Turnover-Rate 

der DTC steht und dass die freie DNA sowohl von metastatischen Zellen als auch 

vom Tumor selbst stammt. Meine Daten sind konsistent mit den Ergebnissen einer 

großen Studie von Schwarzenbach et al. (2007a), die auch die Ergebnisse der vor-

liegenden Analyse umfasst. Zusätzlich berichteten Schwarzenbach et al. (2009) 

über einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CTC und der 

LOH-Frequenz im Blut von PCa-Patienten.  
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Im Kollektiv der MaCa-Patientinnen war das Auftreten CK-positiver Zellen im KM 

bei 40 % der Patientinnen mit dem Auftreten von LOH assoziiert, wobei die geneti-

schen Alterationen nicht im KM, sondern in den korrespondierenden Tumor- und 

Blutproben auftraten. Die Ursache für die fehlende Assoziation zwischen dem Auf-

treten von DTC und der KM-LOH-Frequenz bei den MaCa-Patientinnen ist wahr-

scheinlich die mit 7 Proben sehr geringe Anzahl untersuchter KM-Proben. Deshalb 

sollte ein solcher Zusammenhang durch weitere Analysen mit einem größeren Kol-

lektiv untersucht werden. Auch gab es keine Assoziation zwischen dem Auftreten 

von CTC und der Frequenz genetischer Alterationen bei MaCa-Patientinnen. 
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7. Schlussfolgerungen und Ausblick 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstreichen die klinische Relevanz der 

Detektion von CTC im Blut und DTC im KM als früher Marker für eine okkulte 

Mikrometastasierung. Zum einen wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

der Detektion von DTC bzw. CTC und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen 

festgestellt. Zum anderen konnten mehr DTC im KM detektiert werden als CTC im 

Blut, was das KM zur Suche nach okkulter Metastasierung besonders gewichtet. 

Zudem wurde in der vorliegenden Studie eine Assoziation zwischen der LOH-

Frequenz im KM und dem Auftreten von DTC im KM beim PCa beobachtet. Die 

Analyse genetischer Alterationen in freier Plasma-DNA könnte also ein zusätzlicher 

Ansatz zur Detektion mikrometastatischer Streuung werden. 

In Bezug auf die Detektion genetischer Alterationen ergibt sich nach der Auswer-

tung der Daten der vorliegenden Arbeit eine für Forschung und Praxis interessante 

Fragestellung. Ist Blutserum besser zur Detektion genetischer Alterationen geeignet 

als Blutplasma, da auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, dass die Kon-

zentration freier DNA im Blutserum höher ist als im Blutplasma?  

Zur aktuellen Diskussion, ob TZ-Analysen im KM durch Blutanalysen ersetzt wer-

den können, tragen die vorliegenden Ergebnisse bei, dass nur in einem geringen 

Prozentsatz eine Konkordanz zwischen dem Auftreten von CTC im Blut und DTC 

im KM gezeigt wurde, was möglicherweise gegen einen Ersatz von KM- durch 

Blutanalysen sprechen würde. Weitere vergleichende Studien sind notwendig, um 

diese klinisch bedeutsame Frage abschließend beantworten zu können. Hierbei soll-

te auch geklärt werden, ob die prognostische Aussagekraft von DTC und CTC kon-

kordant ist. 

Für eine allgemeine Implementierung eines Blut-basierten Assays zur Analyse ge-

netischer Alterationen und zur Detektion von CTC und DTC in die klinische Praxis 

sind große prognostische Studien notwendig. Eine laborübergreifende Standardisie-

rung der Methoden ist dabei unabdingbar, um eine hohe Reliabilität der Ergebnisse 

erreichen zu können. 
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8. Zusammenfassung 

Die zurzeit eingesetzten Methoden zur Diagnostik des MaCa und PCa sind nicht 

sensitiv genug, um alle Karzinome in frühen Stadien zu erkennen. Auch genügen 

die heute üblichen Indikatoren für eine Metastasierung nicht, um alle Fälle metasta-

tischer Streuung vor der klinischen Manifestation zu entdecken. Die vorliegende 

Arbeit sollte prüfen, ob die Detektion genetischer Alterationen, wie LOH und MSI, 

für die Früherkennung des MCa und PCa geeignet ist. Zudem wurde die klinische 

Bedeutung von CTC im Blut und DTC im KM für die Früherkennung von Metasta-

sierung erforscht. Zu diesem Zweck wurde die extrazelluläre DNA im Blut von 36 

PCa-Patienten und 30 MaCa-Patientinnen auf das Vorhandensein genetischer Alte-

rationen untersucht. Vergleichende Analysen wurden mit 21 KM-Proben der PCa-

Patienten sowie 7 KM- und 6 Tumorproben der MaCa-Patientinnen durchgeführt. 

Zudem wurden Blut und KM auf das Vorhandensein von CTC bzw. DTC unter-

sucht. Alle Ergebnisse wurden mit den geltenden Prognoseparametern korreliert. 

Des Weiteren wurde geprüft, ob es eine Assoziation zwischen dem Auftreten von 

CTC und DTC und der LOH-Frequenz gibt. 

Folgende Hauptergebnisse erbrachte die vorliegende Untersuchung: 

(1) Im Blutserum wurde bei MaCa-Patientinnen im Durchschnitt fast doppelt soviel 

extrazelluläre DNA nachgewiesen wie im Blutplasma von PCa-Patienten. 

(2) Die Konzentration der extrazellulären DNA lag im Durchschnitt bei N1-me-

tastasierten MaCa-Patientinnen fast viermal höher als bei N0-Patientinnen. Bei 

N1-metastasierten PCa-Patienten war die durchschnittliche DNA-Konzentration 

fast doppelt so hoch wie bei N0-Patienten. 

(3) Bei PCa-Patienten war die LOH-Frequenz im KM etwa doppelt so hoch wie im 

Blut. 

(4) Bei MaCa-Patientinnen wurden im KM fast zweimal soviel DTC detektiert wie 

im Blut CTC. Bei PCa-Patienten wurden im KM weniger DTC nachgewiesen 

als bei MaCa-Patientinnen; im Blut der PCa-Patienten fanden sich keine CTC. 

(5) Das Auftreten von CTC bzw. DTC bei MaCa-Patientinnen korrelierte signifi-

kant ( p=0,02) mit dem Nodalstatus. 

(6) Bei PCa-Patienten fanden sich in 67 % der DTC-positiven KM-Proben auch 

LOH in den korrespondierenden KM-Proben. Bei MaCa-Patientinnen bestand in 
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40 % eine Assoziation zwischen dem Auftreten von DTC im KM und LOH im 

KM. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstreichen die Bedeutung der Detektion 

von CTC und DTC zum Monitoring der Progression des MaCa und PCa. Besondere 

Relevanz in der TZ-Analyse hat das KM, wie in der vorliegenden Studie gezeigt 

wurde. Ein zusätzlicher Ansatz zur Detektion mikrometastatischer Streuung könnte 

die Analyse genetischer Alterationen in extrazellulärer DNA werden. 

Große prognostische Studien sind notwendig, um die in der vorliegenden Arbeit 

gemachten Hypothesen zu bekräftigen und letztendlich Empfehlungen für die routi-

nemäßige klinische Anwendung geben zu können. 
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