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FRAGESTELLUNG

Eine klinisch manifeste Metastasierung bei primaren Hirntumoren ist ein seltenes
Ereignis. Es wird geschatzt, dass es beim Glioblastoma Multiforme nur in 0,2% bis 2%
der Erkrankungsfalle zu diesem generalisierten Erkrankungsstadium kommt (Hsu et al.
1998). Bisher ist ungeklart, warum ein solches Fortschreiten der Erkrankung trotz des
lokal invasiven Wachstums von Glioblastomen nicht hdufiger erfolgt. Insbesondere
wére von Interesse, ob tumorbiologische Eigenschaften dieser Tumore einer
Disseminierung entgegenstehen. Hieraus lielen sich dann eventuell Rickschlisse auf
den Vorgang der Metastasierung bei anderen Neoplasien ziehen. Einer anderen
Vermutung nach konnte eine klinisch okkulte Disseminierung von Tumorzellen
durchaus haufiger geschehen, die aufgrund der kurzen Uberlebenszeit von Glioblastom-
Patienten von nur gut einem Jahr zum Todeszeitpunkt klinisch noch nicht fassbar wird.
Veroffentlichungen aus der Transplantationschirurgie zeigen, dass eine solche okkulte
Disseminierung in die parenchymatdsen Organe haufiger sein konnte als bislang
vermutet (Armanios et al. 2004). In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich
zirkulierende Tumorzellen (CTC) im Blut von Glioblastom-Patienten als Zeichen eines

friihen Stadiums der Disseminierung nachweisen lassen.

Der Nachweis von CTC bei verschiedenen Karzinomen ist seit einigen Jahren bekannt
und Gegenstand aktueller Forschung (Cristofanilli et al. 2004). Hierbei werden die CTC
epithelialer Herkunft durch immunologische Farbungen des Zytoskelettes
(Zytokeratine) von den mononukleédren Zellen (MNC) des Blutes unterschieden. Analog
besteht das Zytoskelett bei Astrozyten, den Vorlauferzellen von Glioblastomen, aus
dem sauren Gliafaserprotein (GFAP). In einem ersten Schritt sollte daher die
Identifizierung maoglicher zirkulierender Glioblastom-Tumorzellen uber
immunologische Farbungen des GFAP erfolgen. In einem zweiten Schritt sollte der
Verdacht, dass es sich bei zirkulierenden GFAP-positiven Zellen tatsdchlich um
Tumorzellen handelt, weiter erhartet werden. Hierzu wére der Nachweis eines weiteren
fur das Glioblastom typischen Proteins, wie die nukledre Akkumulation des
Zellzyklusproteins p53, die membranstandige Expression von EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) oder von EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase
Inducer), in GFAP-positiven Zellen des peripheren Blutes moglich. Ein weiterer starker



Hinweis wére der Nachweis einer Amplifikation des EGFR-Gens in diesen Zellen, die
in ca. 40% der Glioblastome beobachtet wird (Ohgaki et al. 2004). Zu diesem Zweck
wurde eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit einer EGFR-Gen-Sonde an
den Primartumoren und Zytospins der Patienten-Blutproben durchgefiihrt. Einzelne
GFAP-positive Zellen wurden mittels Mikromanipulation von den umgebenden MNC
der Patienten Blutproben isoliert und an Frau Dr. S. Langer (Institut fir Humangenetik
im Klinikum Rechts der Isar der Technischen Universitdt Munchen; Direktor: Univ.
Prof. Dr. med. T. Meitinger) versendet. Dort erfolgte eine Komparative Genomische
Hybridisierung (CGH) zur Untersuchung auf genomische Aberrationen in diesen

Zellen.

Um adaquates Material fiir die oben genannten Untersuchungen zu gewinnen, musste
zun&chst eine Separation der MNC von den restlichen Blutbestandteilen erfolgen. In der
Literatur werden unterschiedliche Verfahren beschrieben, die dies mittels Zentrifugation
uber Dichtegradienten erzielen. Andere Verfahren setzen Ferropartikel-markierte
Antikorper ein, die Tumorzellen Gber von ihnen exprimierte Antigene in einem
Magnetfeld selektieren (Positivselektion) oder Leukozyten Uber ihre Antigene aus der
Blutprobe entfernen (Depletion). Die Durchfuhrbarkeit einer solchen Isolierung von
zirkulierenden Glioblastom-Tumorzellen sowie die anschliefende Charakterisierung
uber immunologische Farbungen, FISH und Mikromanipulation wurde ausfihrlich in
in-vitro-Versuchen erprobt, da bisher keine solchen Verfahren zur Isolierung von
zirkulierenden Glioblastom-Tumorzellen in der Literatur beschrieben wurden. Bei
diesen in-vitro-Versuchen wurden zahlreiche Glioblastom-Tumorzelllinien auf lhre

Eignung untersucht, das VVorhandensein solcher CTC im peripheren Blut zu simulieren.

Nach Abschluss der Vorversuche wurde bei 12 Patienten, die an der Klinik fir
Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor: Univ. Prof.
Dr. med. Westphal) an einem Glioblastoma Multiforme operiert wurden, perioperativ
10 ml vendses Blut entnommen. Diese Blutproben wurden umgehend, gemal den im
Folgenden beschriebenen Verfahren bearbeitet. Das positive Votum der
Ethikkommission sowie das Einverstandnis der Patienten lag der Klinik flr

Neurochirurgie vor.



Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich insbesondere mit der Kl&rung der folgenden

Fragen, die bisher nicht ausreichend in der Literatur beantwortet wurden:

Welche Zelllinien kénnen fir die Durchfihrung von in-vitro-Versuchen zur
Bestimmung von Tumorzell-Wiederfindungsraten eingesetzt werden?

Ist es technisch mdglich, zirkulierende Glioblastom-Tumorzellen weitgehend
von den restlichen Blutbestandteilen zu separieren? Welches Verfahren liefert
zuverlassige Ergebnisse bei in-vitro-Versuchen?

Koénnen zirkulierende GFAP-positive Zellen im Blut von Glioblastom-Patienten
nachgewiesen werden?

Lassen sich diese Zellen mit zusétzlichen immunologischen Farbungen, FISH
oder CGH weiter charakterisieren?

Lassen sich Ruckschlisse ziehen, die fur die Sicherheit der Verwendung von

Spenderorganen verstorbener Glioblastom-Patienten relevant sein kdnnen?



1. EINLEITUNG
1.1. GLIOBLASTOMA MULTIFORME

1.1.1. Einordnung in die Familie der Gliome und Klassifikationssysteme

Gliome gehéren zu den hirneigenen Tumoren neuroepthelialen Ursprungs. Zur Familie
der Gliome zédhlen astrozytdare Tumore, Oligodenderogliome, Oligoastrozytome,
Ependymome, Tumore des Plexus choroideus sowie seltene andere neuroepitheliale
Tumore. Die haufigste Untergrupe ist die der Astrozytome, welche ihren Ursprung von

den Gliazellen des Gehirnes, den Astrozyten nehmen.

Die Astrozytome werden, wie auch alle anderen primaren Hirntumore, von der WHO
(World Health Organization) in vier Grade eingeteilt, wobei das Astrozytom WHO-
Grad IV oder Glioblastoma Multiforme die hdufigste Form ist. Das Glioblastoma
Multiforme, im Folgendem Glioblastom genannt, stellt gleichzeitig die haufigste
primére Hirntumorentitat insgesamt dar (Lantos et al. 2002).

Dieser Ausdruck fur den bosartigsten Vertreter aller Gliome geht auf Bailey und
Cushing zurtick, die 1926 einen ersten Versuch unternahmen, eine Klassifikation der
Gliome zu etablieren (Bailey & Cushing 1926). Weitere Klassifikationen erschienen
von Kernohan und Ringertz (Kernohan et al. 1949, Ringerzt 1950). Die parallel
verwandten Klassifikationssysteme erschwerten die Vergleichbarkeit wissenschaftlicher
Daten untereinander und im zeitlichen Verlauf, so dass eine international einheitliche
histologische Kilassifikation bendtigt wurde. Im Jahr 1979 veroffentlichte dann die
WHO die erste Auflage der WHO-Klassifikation ,,Histological typing of tumours of the
central nervous system* (Zilch 1979). Modifikationen an dieser erfolgten 1993
(Kleihues et al. 1993), 2000 (Kleihues & Sobin 2000) und 2002 (Kleihues et al. 2002),
bevor im Jahr 2007 die vierte Uberarbeitete Auflage (Louis et al. 2007) erschien.

Nach dieser neuesten Version werden die primédren Hirntumore, wie gewohnt, in die
WHO-Grade | — IV eingestuft. Die sechs Kriterien, die hierfur berlicksichtigt werden,
sind Zellatypie, Differenzierungsgrad, Mitoserate, Zelldichte, Endothelproliferation und
Nekrose. Der WHO-Grad 1 ist bei den astrozytdren Tumoren fur das Pilozytische

Astrozytom sowie das Subependymale Riesenzell-Astrozytom reserviert. Tumore, die



ausschlieBlich Zellatypien aufweisen, werden zum WHO-Grad Il gez&hlt. Kommen
Anaplasie und eine erhohte mitotische Aktivitat hinzu, entspricht dies WHO-Grad I11.
Endothelproliferationen und Nekrosen als Zeichen eines rasanten Tumorwachstums
erlauben die Einstufung in WHO-Grad 1V.

WHO-KIlassifikation astrozytarer Tumore

WHO-Grad 1 I i v

Subependymales Riesenzell Astrozytom .

Pilozytisches Astrozytom .

Pilomyxoides Astrozytom .

Diffuses Astrozytom .

Pleomorphes Xanthoastrozytom o

Anaplastisches Astrozytom o

Glioblastom °

Riesenzellglioblastom .

Gliosarkom .

Tabelle 1: WHO Klassifikation astrozytarer Tumore
Quelle: Louis et al. 2007

Ein weiteres gebrduchliches Kilassifikationssystem ist das St. Anne/Mayo System
(Daumas-Duport et al. 1988). Im Gegensatz zum WHO-System bezieht es sich aber
nicht auf alle Neoplasien des ZNS, sondern ausschlieRlich auf infiltrierend wachsende
Astrozytome. Daher wird das vorwiegend bei Kindern auftretende Pilozytische
Astrozytom hier nicht erfasst. Grad | entspricht im St. Anne/Mayo System einem
diffusen Astrozytom ohne zelluldre Atypie. Die Grade Il — IV entsprechen wieder denen
der WHO-Klassifikation.

1.1.2. Epidemiologie

Gleichwohl das Glioblastom eine gesonderte Stellung unter den priméren Hirntumoren
einnimmt, da er nicht nur der h&ufigste, sondern gleichzeitig auch der bdsartigste
Hirntumor ist, wird in den Registern der Gesundheitsberichtserstattung des Bundes oder

den Registern der IARC (International Agency for Research on Cancer) jedoch nicht



zwischen den unterschiedlichen Hirntumorentitaten differenziert. In den gangigen
Registern wird nur die Inzidenz bosartiger Neubildungen des Gehirns insgesamt
geflihrt. Angaben zur Inzidenz der jeweiligen Hirntumore schwanken daher je nach
Quelle. Primére Hirntumore machen in der Bundesrepublik Deutschland, mit einer
Inzidenz von 4 - 6 pro 100.000 Einwohner, ca. 2 - 3 % aller bosartigen Neubildungen
aus (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2008). Das Glioblastom ist hierbei, mit
einer Inzidenz von 3 — 4 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern, der haufigste
primére Hirntumor (Lantos et al. 2002). Das mittlere Erkrankungsalter betragt fur das
Glioblastom 61,3 Jahre (Lantos et al. 2002). Es ist somit eine Erkrankung des
Erwachsenenalters und bevorzugt mit einem Verhéltnis von 1,27:1 das mannliche
Geschlecht (Ohgaki & Kleihues 2005a).

1.1.3. Atiologie

Die Genese des Glioblastoms ist, wie bei den meisten anderen Hirntumoren,
weitestgehend unbekannt. Grundsatzlich wird zwischen zwei Entstehungswegen des
Glioblastoms unterschieden. Die Einteilung in primare und sekundare Glioblastome
wurde erstmals durch den Neuropathologen Hans-Joachim Scherer eingefuhrt, der
schon im Jahre 1940 eine ldngere Erkrankungszeit fur sekundére Glioblastome
feststellen konnte (Scherer 1940). Das primére Glioblastom entsteht ohne eine klinisch
oder histopathologisch nachweisbare vorbestehende Lasion. Primére Glioblastome sind
den sekundaren Glioblastomen mit einem Anteil von 80 — 90 % zahlenmaRig weit
uberlegen und entstehen mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 62 Jahren
bevorzugt bei &lteren Patienten (Dropcho & Soong 1996, Ohgaki & Kleihues 2007).
Sekundére Glioblastome hingegen entstehen durch Progression aus einem niedrig-
gradigeren Astrozytom. Diese weniger hdufigen Ldsionen entstehen bevorzugt bei
jungeren Patienten (Durchschnittsalter 45 Jahre) nach langerem Klinischem Verlauf
(Oghaki & Watanabe 1999).

Eine Zunahme der Inzidenz (ber die letzten Jahrzehnte, vor allem in hoheren
Altersgruppen, lasst sich nur zum Teil durch die Verbesserung der bildgebenden
Diagnostik sowie die gestiegene Lebenserwartung der Gesamtbevoélkerung erklaren

(Davis & Schwartz 1988). Durch die erhohte Inzidenz fir Gehirntumoren in bestimmten



Berufsgruppen und hdoheren Altersgruppen wurden elektromagnetische Strahlung,
onkogene Viren (Del Valle et al. 2000) sowie verschiedene Schwermetalle und
Pestizide (Smith-Rooker et al. 1992) als krebsauslésende Faktoren verdachtigt. Ein
Zusammenhang konnte aber nicht bewiesen werden. Auch strahlentherapeutische
MaRnahmen werden in der Literatur als Risikofaktoren fiir die Entstehung genannt
(Balasubramaniam et al. 2007, Menon et al. 2007, Salvati et al. 1991).

Ein familiar gehduftes Auftreten von Astrozytomen und anderen primaren Hirntumoren
gibt es im Rahmen des Li-Fraumeni-Syndroms, einer autosomal-dominant vererbten
Keimbahnmutation des TP53 Tumorsuppressorgens (Malkin et al. 1990). Eine weitere
autosomal-dominant erbliche Pradisposition flir Astrozytome ist das Turcot-Syndrom
Typ 1. Hierbei treten vermehrt Glioblastome vergesellschaftet mit dem HNPCC-
Syndrom (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Carcinoma) auf (Paraf et al. 1997).

1.1.4. Klinik und Diagnose

Aufgrund der unklaren Genese des Gliobastoms spielen Friherkennung und Pravention
aufer bei den im Abschnitt 1.1.3 erwéhnten hereditdren Syndromen keine Rolle. Meist
ist die praklinische Anamnese recht kurz. Bei den meisten Patienten mit einem primaren
Glioblastom vergehen vom Auftreten erster klinischer Symptome bis zur histologischen
Sicherung der Diagnose weniger als 3 Monate. Dies trifft nicht fur die Gruppe der
sekundéren Glioblastome zu. Fir solche, die aus einem WHO-Grad Il1I-Gliom
entstanden sind, betrégt diese Zeitspanne im Durchschnitt 1,4 Jahre. Die Progression
aus einem Gliom WHO Grad Il dauert im Durchschnitt sogar 5,3 Jahre (Ohgaki &
Kleihues 2005b).

Zu Beginn ist die Symptomatik diffus und eher diskret. Zeichen der intrakraniellen
Raumforderung sind  Personlichkeits- oder  Stimmungsveranderungen  sowie
Kopfschmerzen, gegebenenfalls mit Ubelkeit und Erbrechen. Kompression und
Destruktion der umliegenden Hirnstrukturen durch den Tumor kénnen eindrucksvollere
Symptome, wie neurologische Herdsymptome und hirnorganische Krampfanfélle,
hervorrufen. Selten kommt es durch Tumoreinblutung zu schlaganfallahnlichen

Ereignissen (Albert 1986). Die Steigerung des intrakraniellen Druckes durch



Tumorwachstum und  Ausbildung eines perifokalen Odems erfordert bei
Einklemmungsgefahr eine sofortige Hirndrucktherapie.

Differentialdiagnostisch missen Hirnmetastasen extrazerebraler Tumore, zerebrale
Lymphome und ein entziindlicher Ursprung der Symptomatik ausgeschlossen werden.
Ergibt sich klinisch neurologisch der Verdacht auf einen Hirntumor, so muss eine
kraniale Bildgebung mittels Computertomographie (CT) oder
Magnetresonanztomographie (MRT) erfolgen. Im CT imponiert das Glioblastom als
gemischt hypo-hyperdense Raumforderung. Nach Kontrastmittelgabe kann ein zentrales
nekrotisches Areal, welches hypodens erscheint, von einem Kontrastmittel
anreichernden, also hyperdensen, reichlich vaskularisierten, ringférmigen Tumoranteil
unterschieden werden. Nach auRen schlieRt das hypodense perifokale Odem an. Die
Kontrastmittelverstarkung korreliert hierbei mit den soliden Anteilen des Tumors. Eine
Infiltration des Hirngewebes durch maligne Zellen reicht jedoch weit in das perifokale
Odem hinein (Burger 1983). Fiir die optimale Planung der operativen Therapie und der

Strahlentherapie ist die Kenntnis ber die weitere Ausdehnung unerlésslich.

In der T2-Wichtung der MRT lassen sich das durch Stérung der Blut-Hirn-Schranke
ausgetretene Plasmawasser und damit die GroRe des Odems geeigneter abschitzen
(Modic 1991). Die so bestimmte hyperdense Odemzone ist von infiltrierenden
Tumorzellen durchsetzt. Sogar auRerhalb der mit T2-Wichtung ermittelten Odemzone
konnten infiltrierende maligne Zellen nachgewiesen werden (Giese & Westphal 2001).
Die MRT mit und ohne Kontrastmittelgabe gilt als diagnostisches Mittel der Wahl.

Die Sicherung der Diagnose kann mittels stereotaktischer Biopsie oder offener
Operation erfolgen. Die stereotaktische Biopsie liefert in Gber 90 % ein diagnostisches
Ergebnis und ist damit vergleichbar mit der histologischen Untersuchung von
Resektaten (Ostertag et al. 1980). Derart kann eine neuropathologische Sicherung der
Diagnose auch bei primér nicht operablen Patienten mit geringem Risiko erfolgen (Hall
1998).



Abbildung 1: Glioblastom in der MRT
A) T2 Wichtung zeigt peritumorales Odem

B) T1 Wichtung mit ringformiger Kontrastmittelanreicherung
Quelle: Bode et al. 2006

1.1.5. Therapie

Grundsétzlich stehen bei der Therapie des Glioblastoms drei Therapieoptionen zur
Verfugung: Die operative Resektion, die Strahlentherapie und die medikamentose
Chemotherapie. Als Standardtherapie gilt die radikale Tumorresektion gefolgt von

adjuvanter Radiochemotherapie.

Bei der Operationsplanung muss das Ziel der maximalen Tumorreduktion sorgfaltig
gegen das Risiko durch den Eingriff provozierter neurologischer Defizite abgewogen
werden. Die Literaturlage bezuglich der prognostischen Relevanz der maximalen
Radikalitat der Operation ist uneinheitlich. Fast alle Studien zu dieser Fragestellung
sind retrospektiv erhoben worden und daher wenig aussagekréftig. Viele Autoren sehen
einen Vorteil der radikalen Resektion (Hess 1999, Vuorinen et al. 2003). Manche
Autoren konnten, bei gleichartiger Strahlentherapie in beiden Patientengruppen, keinen
signifikanten Unterschied der Uberlebenszeiten von Patienten mit Operation und denen
mit Biopsie feststellen (Kreth et al. 1999).

Bedingt durch die Invasivitat des Glioblastoms ist eine komplette Resektion nahezu
unmaoglich. Daher wird in der Regel eine externe Strahlentherapie angeschlossen. Nach
den aktuellen Empfehlungen wahlt man eine Gesamtdosis von 60 Gy in Fraktionen von

1,8-2,0 Gy (Laperriere et al. 2002). Fur Patienten im schlechten Allgemeinzustand kann
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eine verkirzte Gesamtbestrahlungszeit mit 30-45 Gy Gesamtdosis und erhdhten
Einzeldosen von 3 Gy von Vorteil sein (Brada et al. 1999).

Im Vergleich zur gut etablierten Strahlentherapie nimmt die Chemotherapie einen
geringeren Stellenwert ein, da sie nicht geeignet ist, eine vergleichbare
Uberlebensverlangerung herbeizufilhren. Seit drei Jahrzehnten kommen viele
unterschiedliche chemotherapeutische Agenzien zum Einsatz, in der Hauptsache sind
dies Nitrosoharnstoffverbindungen. In einer Metaanalyse wurde eine Verlangerung des
medianen Uberlebens um 2 Monate durch adjuvante Radiochemotherapie gegeniiber
adjuvanter Strahlentherapie allein beobachtet (Glioma Meta Analysis Trialists Group
2002). Jedoch beinhaltete diese Analyse Studien unterschiedlicher Therapieschemata. In
neuerer Zeit ist die Wirkung von Temozolomid in der adjuvanten Therapie untersucht
worden. Stupp et al. konnten in einer randomisierten Phase-3-Studie einen
Uberlebensvorteil unter Therapie mit Temozolomid nachweisen. Hier konnte eine
Verlangerung des medianen Uberlebens von 12,1 auf 14,6 Monate beobachtet werden
(Stupp et al. 2005). Grundsétzlich ist die Indikation zur adjuvanten Radiochemotherapie

aufgrund ihrer Toxizitat abhangig vom Allgemeinzustand und Alter des Patienten.

Neuere Therapiekonzepte beziehen molekularbiologische Eigenschaften des Tumors in
die Therapieplanung mit ein. Eine Therapie mit Temozolomid zeigt demnach ein
besseres Ansprechen beim Vorliegen methylierter MGMT (Methyl-Guanin-DNA-
Methyltransferase) im Vergleich zu nicht methylierter MGMT im Primartumor (Hegi et
al. 2005). Eine andere Gruppe beschreibt wie eine Deletion im Bereich des EGFR-Gens
zu einer neuen Aminosaurensequenz der extrazellularen Domane, der sogennaten
Variante 11l des EGFR fiuhrt und damit ein geeignetes Epitop fur eine Immuntherapie
bietet (Li et al. 2010). Alternativ kdnnen Tyrosinkinase-Inhibitoren bei EGFR-
exprimierenden Primadrtumoren zum Einsatz kommen (Gadji et al. 2009). Eine andere
Immuntherapie zielt auf eine Subpopulation von Tumorzellen in Glioblastomen, die den
Stammzellmarker CD133 exprimieren. Diese Zellen zeichnen sich durch die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung aus und sind relativ resistent gegeniber Radio- und
Chemotherapie. Man vermutet, dass eine gezielte Therapie gegen diese Zellen daher mit

einer Verbesserung der Uberlebenszeiten einhergehen konnte (Ji et al. 2010).
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1.1.6. Prognose

Die Prognose des Glioblastoms ist trotz aller medizinischen Fortschritte Uberaus
schlecht und fiihrt in der Regel nach Ausschopfen aller therapeutischer Optionen und
einer Erkrankungsdauer von wenig mehr als einem Jahr zum Tod. Heutzutage sind rein
operative Ansétze sehr selten. Studien aus den 1970er Jahren zeigen schon, dass der
Einsatz der adjuvanten Strahlentherapie einen entscheidenden Einfluss auf die
Uberlebenszeit hat, die adjuvante Chemotherapie jedoch nicht so sehr. So konnte das
mediane Uberleben durchschnittlich von 4 Monaten bei Operation allein auf 9 — 12
Monate nach Operation und adjuvanter Radiotherapie gesteigert werden (Walker et al.
1978, Walker et al. 1979). Neuere Studien konnten eine weitere Steigerung des
medianen Uberlebens um 2,5 Monate auf 14,6 Monate durch zusatzlichen Einsatz

adjuvanter Chemotherapie belegen (Stupp et al. 2005).

Ca. 2 — 5% der Glioblastom-Patienten Uberleben als sogenannte ,Long-Term-
Survivors® langer als 3 Jahre (Scott et al. 1999). Tumore dieser Patienten zeigen
haufiger eine Uberexpression des nukledaren Proteins p53 und seltener eine
Uberexpression von mdm2 (Murine Double-Minute  Oncogene), einem
Zellzyklusprotein, das das Tumorsupressorprotein p53 inhibiert. Ein statistisch
signifikanter Expressionsunterschied konnte jedoch nicht belegt werden (Burton et al.
2002).

Bemerkenswert ist, dass Patienten mit sekunddrem Glioblastom signifikant l&nger
Uberleben als Patienten mit primérem Glioblastom. Dies ist mit ihrem deutlich
niedrigeren Alter erklarbar (Ohgaki et al. 2004). Diese Patienten sind im Durchschnitt
17 Jahre junger (Ohgaki & Kleihues 2005b), und das Alter der Patienten und ihr
Allgemeinzustand, gemessen anhand des Karnofsky-Indexes, sind die wichtigsten
prognostischen Faktoren (Walker et al. 1978 Laws et al. 2003). Negative prognostische
Faktoren sind das Ausmal} an Nekrose und ein ,,Loss of Heterocygosity” (LOH) auf
Chromosom 10. Eine Amplifikation des Gens fir den EGF-Rezeptor, eine Mutation des
TP53-Tumorsuppressorgens oder eine Mutation des ,,Phophatase and Tensin Homology
Genes*“ (PTEN) sind nicht mit Uberlebenszeiten korreliert (Ohgaki et al. 2004).
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1.1.7. Von Glioblastomen h&ufig exprimierte Proteine

1.1.7.1. GFAP

Das saure Gliafaserprotein (GFAP) ist ein Intermediarfilament der Gliazellen des
zentralen Nervensystems (ZNS). Es bildet das Zytoskelett der Astrozyten und dient als
Markerprotein fur ihre Identifizierung. Mit immunhistochemischen Farbungen lasst sich
GFAP auch in differenzierten Astrozytomen, besser differenzierten astrozytaren
Anteilen von Glioblastomen und Medulloblastomen sowie anderen primaren ZNS-
Tumoren mit gliomatdsen Anteilen nachweisen (Eng & Rubinstein 1978). Der teilweise
Verlust der GFAP-Expression astrozytérer Tumore scheint zwar ein Maf fir den Grad
der Differenzierung zu sein, ist aber kein Schritt in der Tumoprogression von
Astrozytomen (Wilhelmsson et al. 2003).

Andere von Glioblastomen regelhaft exprimierte Proteine sind S-100B, Ki-67,
EMMPRIN, p53 und der EGF-Rezeptor. Diese sind aber nicht ZNS-spezifisch.

1.1.7.2. S-1008

S-100B gehort zur Familie der Calcium-bindenden Proteine und wird in Astrozytomen
und Glioblastomen nachgewiesen. Da es aber auch in Gewebe auRerhalb des ZNS
nachgewiesen wird (Melanozyten, Adipozyten und vor allem Lymphozyten), kam es als
Screeningmarker fiir zirkulierende Glioblastomtumorzellen nicht in Betracht (Van Eldik
et al. 1986). Wie in der Fragestellung bereits erwahnt, sollten ja gerade Proteine
ausgewahlt werden, mit denen sich Tumorzellen von Zellen des peripheren Blutes

unterscheiden lassen.

1.1.7.3. EMMPRIN

EMMPRIN, synonym auch CD147, Basigin oder M6 genannt, wird von vielen
malignen Tumoren, u.a. von Astrozytomen, aber auch vom normalen Hirngewebe
exprimiert. Dabei steigt der Grad der Expression analog mit dem WHO-Grad der L&sion
(Sameshima et al. 2000) und ist im Glioblastom mit ca. 80% am héchsten (Riethdorf et
al. 2006). EMMPRIN wurde ursprunglich aus der humanen Lungenkrebszelllinie LX1
isoliert (Ellis et al. 1989). EMMPRIN befindet sich auf der Oberflache von Tumorzellen
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und stimuliert umliegende Stromazellen zur Produktion von Matrix Metalloproteinasen
(MMPs). Dies steht im Verdacht, die Tumorzellinvasion durch Arrosion der

umgebenden extrazelluldren Matrix zu begiinstigen (Kataoka et al. 1993).

1.1.7.4. Ki-67

Die Proliferation in Glioblastomen ist intra- und intertumoral sehr unterschiedlich. Die
mitotische Aktivitdt von Astrozytomen kann anhand des Proliferationsmarkers Ki-67
bestimmt werden. Die Wachstumsfraktion wird je nach Quelle mit 12 - 15% fir
Glioblastome angegeben und steigt mit dem WHO-Grad (Burger et al. 1986,
Karamitopoulou et al. 1994). Ein Zusammenhang zwischen Grofe der
Wachtumsfraktion und klinischem Verlauf konnte nicht bewiesen werden (Moskowitz
et al. 2006).

1.1.8. Entstehungswege priméarer und sekundéarer Glioblastome

Wie bereits erwahnt, kénnen Glioblastome primér bzw. de novo entstehen (95% der
Falle), oder sie entwickeln sich langsam aus einer vorbestehenden, niedrig-gradigeren
Lasion (5% der Falle) (Dropcho & Soong 1996). Fir diese beiden Subtypen existieren
charakteristische genetische Alterationen. Beiden gemein und gleichzeitig am
haufigsten ist ein Verlust von Anteilen des langen Arms von Chromosom 10, ein
sogenannter LOH (Loss of Heterocygocity) auf Chromosom 10. Dieser kann mit jeder
anderen genetischen Alteration kombiniert vorkommen. Ein LOH auf 10q wird auch bei
niedrig-gradigen Astrozytomen nachgewiesen, ist aber mit iber 70% bei Glioblastomen
am haufigsten zu finden. Meist ist hier das gesamte Chromosom 10 verloren gegangen.
Es wird daher vermutet, dass ein LOH von 10q einen entscheidenden Schritt in der
Tumoprogression von Gliomen mit Verlust von Tumorsuppressor-Genen darstellt
(Ichimura et al. 1998).

1.1.8.1. Einfluss von p53
Das Tumorsuppressor-Protein p53 gilt als Wé&chter des Genoms (Lane 1992). Es hat
entscheidenden  Einfluss auf =~ DNA-Reparatur-Mechanismen,  verschiedene

Zellzyklusproteine, Zelldifferenzierung, Neovaskularisierung und Apoptose (Bogler et

13-



al. 1995). Es besetzt eine Schllsselrolle in der Aktivierung der Transkription
proapoptotischer Gene, die letztendlich Uber Cytochrom C und Caspasen zum
programmierten Zelltod fihren (Levine 1997). Mutationen im TP53-Gen finden sich
signifikant haufiger bei sekundéren (65%) als bei priméren Glioblastomen (28%).
Interessanterweise unterscheiden sich die beiden Subtypen auch in der Lokalisation der
TP53-Mutation, was die Annahme unterschiedlicher Entstehungswege primarer und
sekundarer Glioblastome unterstreicht (Ohgaki et al. 2004).

1.1.8.2. EGFR-Uberexpression

Der EGF-Rezeptor, synonym auch ErbB1 oder HER1 genannt, ist ein transmembraner
Rezeptor, der nach Binden eines Liganden einen mitotischen Stimulus nach intrazellular
Ubertragt (Arteaga 2002). Er gehort zur Familie der humanen EGF-Rezeptoren (HER)
und besitzt, wie die meisten von diesen, Tyrosinkinaseaktivitat. Im ZNS wird der EGF-
Rezeptor bereits in der Embryonalzeit exprimiert und spielt eine wichtige Rolle in der
Proliferation, Migration und Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen (Wong &
Guillaud 2004). Eine Amplifikation des EGFR-Gens ist eine haufige genetische
Alteration in Glioblastomen. Vornehmlich wird sie in primaren, seltener in sekundaren
Glioblastomen beobachtet (36% vs. 8%) (Ohgaki et al. 2004). In der Mehrzahl der Félle
liegen die amplifizierten DNA-Abschnitte extrachromosomal in Form von sogenannten
,,Double-Minute Chromosomen* (Bigner et al. 1987) vor. Sauter et al. konnten bis zu
250 solcher Kopien des EGFR-Gens pro Zelle nachwiesen. Gleichzeitig kann auch eine
Polysomie des Chromosoms 7, das die genetische Information des EGFR tréagt, bestehen
(Sauter et al. 1996). Die Amplifikate des EGFR-Gens sind vielfach mutiert. Unter
diesen Mutationen kommt am hé&ufigsten die Variante Il des EGFR (EGFRvIII) vor
(Biernat et al. 2004). Diese Form ist konstitutiv, d.h. Liganden-unabhédngig aktiv.
Insgesamt dominiert jedoch die Expression von Wildtyp-EGFR. Dieser Wildtyp-EGFR
wird erst durch Ligandenbindung (EGF, ,,Transforming Growth Factor o (TGF-a),
Amphiregulin  (AR), ,,Heparin-Binding-EGF* (HB-EGF), ,,p-Cellulin“ (B-CEL),
Epinephrin (EPI)) aktiviert und dimerisiert. Beide, d.h. Wildtyp EGFR und EGFRvVIII,
stimulieren Uber die Phosphatidylinositol 3- Kinase (PI3K) und die ,,Rat Sarcoma

(RAS)/mitogen-activated Proteincinase* die Zellproliferation (Narita et al. 2002).
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Weitere molekularbiologische Besonderheiten primérer und sekundarer Glioblastome

sind der Ubersicht halber in Abbildung 2 zusammengefasst.

Astrozyten bzw. Vorlauferzellen

Priméares Glioblastom
WHO Grad IV
LOH 10q: 70%
EGFR Amplifikation: 36%
pl6INK4a Deletion: 31%
TP53 Mutation: 28%

Erkrankungsalter: 62 Jahre

Manner/Fratien Ouotient: 1.33

53

Jahre

J

Astrozytom

WHO Grad Il
TP53 Mutation: 59%

J

Anaplastisches Astrozytom

WHO Grad Il1
TP53 Mutation: 53%

J

Sekundares Glioblastom
WHO Grad IV
TP53 Mutation: 65%
LOH 10q: 63%
pl6INK4a Deletion: 19%
EGFR Amplifikation: 8%

Erkrankungsalter: 45 Jahre
Manner/Fratien Ouotient: 0.65

Abbildung 2: Genetische Eigenschaften primérer und sekundérer Glioblastome

Quellen: Modifiziert nach Ohgaki, et al. 2004 und Ohgaki & Kleihues 2007

1.1.9. Extraneurale Metastasierung

14
Jahre

1926 formulierten Bailey und Cushing die Hypothese, nach der bei Gliomen niemals
Metastasen auRerhalb des ZNS entstehen (Bailey & Cushing 1926). Obwohl seither

zahlreiche Veroffentlichungen erschienen sind, die diese Behauptung widerlegen, ist die

systemische Metastasierung von primaren Hirntumoren dennoch ein seltenes Ereignis.

Es wird geschatzt, dass in nur 0,2 — 2% der Glioblastompatienten eine klinisch

erkennbare Filialisierung geschieht (Hsu et al. 1998). Kritik an der Theorie, dass

Hirntumoren zu einer Metastasierung befahigt waren, begegnete Weiss 1955. Um die
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Lasionen eindeutig dem Primarius im ZNS zuordnen zu konnen, legte er die
sogenannten ,Weiss-Kriterien“ fest (Weiss 1955): 1. Ein histologisches
Charakteristikum eines primédren Hirntumors muss nachgewiesen werden; 2. Die
Anamnese muss ergeben, dass zuerst Symptome eines primaren Hirntumors auftraten;
3. Eine Autopsie muss erfolgen, um einen anderen Primarius auszuschliel3en; 4.
Morphologisch missen Primarherd und Metastase Ubereinstimmungen zeigen. Selten
beginnt die klinische Symptomatik mit Symptomen, die durch Filiae hervorgerufen
werden (Dolman 1974). Dies fiihrte zur Abschaffung des zweiten Kriteriums. Die

ubrigen ,,Weiss-Kriterien“ werden auch heute noch anerkannt.

Mehrere Autoren haben versucht, die zahlreichen Fallbeschreibungen, die seit Bailey
und Cushing erschienen sind, mdoglichst vollzahlig zusammenzutragen und zu
analysieren (Pasqiuer et al. 1980, Hoffman & Duffner 1985, Huang et al. 1995).

Zielorgane systemischer Metastasierung Relative Haufigkeit
Lunge, Pleura 60%
Lymphknoten, hauptséchlich zervikal und mediastinal 51%
Knochen, vornehmlich Achsenskelett 30%

Leber 22%

Herz, Nebenniere, Niere, Pankreas, Schilddruse, Peritoneum Vereinzelt

Tabelle 2: Zielorgane systemischer Metastasierung von Gliomen
Quelle: Pasqiuer et al. 1980

Pasquier et al. sammelten Uber die reinen Fallzahlen hinaus auch klinische Daten der
Patienten mit extraneuralen Metastasen von Astrozytomen, Glioblastomen und
Gliosarcomen. Bei 72 Féllen (51 hiervon Glioblastome) zwischen 1928 und 1980
stellten sie fest, dass diese Patienten in der Mehrzahl jinger (zwischen 20 und 50
Jahren) und mannlichen Geschlechts (M/F Quotient 1,8) waren. Diese Patienten wiesen
ebenfalls mit 18,2 Monaten ein langeres medianes Uberleben auf als
Glioblastompatienten ohne Metastasierung. VVon ihnen waren 89% mindestens einmal
craniotomiert worden, was Spekulationen (ber eine intraoperative Aussaat von
Tumorzellen hervorbrachte. In 11% der Félle folgte die Metastasierung einem, wahrend

der Craniotomie implantierten, Liquor-Shunt zu Peritoneum, Pericard oder Pleura. Nur
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in weiteren 11% wurden systemische Metastasen ohne Voroperation oder
Shuntimplantation beobachtet (Pasqiuer et al. 1980).

Aktuelle Fallbeschreibungen zeigen &hnliche Beobachtungen wie die von Pasquier et al.
beschriebenen. In Tabelle 3 sind die 39 Falle extraneuraler Metastasierung bei Patienten
mit Glioblastom aufgefiihrt, die zwischen 2003 und 2009 in englischer, franzosischer,
oder deutscher Sprache vertffentlicht wurden. Intradurale Absiedelungen, wie z. B.
Abtropfmetastasen im Spinalkanal, wurden nicht berlicksichtigt. Auch hier lasst sich
eine junges Durchschnittsalter (52,1 Jahre) und ein Vorwiegen ménnlicher Patienten
(M/F Quotient 2,17) beobachten. Fast alle Patienten (92,1%) wurden vor dem Auftreten
von Metastasen craniotomiert. In absteigender Reihenfolge waren bei den Patienten
folgende Organe/Orte betroffen: Lunge/Pleura (38,5%), Knochen (36%), Lymphknoten
(23,1%) und die Kopfhaut im Bereich der Craniotomienarbe (23,1%). Weitere Orte
metastatischer Absiedlungen waren die Leber (15,4%), Ohrspeicheldriise (10,3%), die
Milz (10,3%), Mediastinum (10,3%), Pankreas, Niere und Retroperitoneum (zusammen
10,3%).

Fallveroffentlichungen 2003 bis 2009

Verdffentlichung Alter/ ort OP | Rad. | Chem. | Uber-
Geschlecht leben
Adn et al. 2003 k.A. Lunge, Pleura k.A. k.A. k.A. k.A.
Ates et al. 2003 40 J. (m) Supraclaviculédre LK Ja Nein Nein 18 Mo.
Jahraus et al. 2003 6J. (w) Femur, Pelvis Nein Ja Ja 6 Mo.
Kihn et al. 2003 58 J. (m) Parotis, Leber Ja Ja Nein >10 Mo.
Ueda et al. 2003 42 J (m) Lunge, Epicard, 4x Ja Ja 91 Mo.

Niere, Pankreas,
Leber, Skelett, LK

Yasuhara et al. 2003 47 J. (m) Milz, Lunge Ja Ja Ja 6 Mo.
Allan 2004 60 J. (m) Lokal subcutan Ja Ja k.A. 14 Mo.
Fabi et al. 2004 43 J. (m) Wirbelséule Ja Ja Nein >66 Mo.
Montagne et al. 2004 74 J. (m) Skelett, Lunge, Milz, | Nein | Nein Nein 3 Mo.
LK
Moon et al. 2004 35 0. (w) Lokal subcutan, 4x Ja Ja 48 Mo.
zervikale LK
Chivukula et al. 2005 62 J. (m) Lunge 2X Ja Ja >14 Mo.
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Bouillot-Eimer et al. 60 J. (w) Lokal subcutan Nein Ja Ja >8 Mo.
2005

Mirzayan et al. 2005 30J. (m) Skelett, Mediastinum, Ja Ja Ja k.A.
LK
Ogungbo et al. 2005 49 J. (w) Parotis Ja Ja Ja 16 Mo.
Rajagopalan et al. 2005 60 J. (m) Skelett 2X Ja Ja 22 Mo.
Schultz et al. 2005 74 J. (W) Lokal subcutan Ja Nein Ja 14 Mo.
Taha et al. 2005 33J. (m) Parotis, Zervikale LK 2X Ja k.A. k.A.
Tuominen et al. 2005 25J. (M) Mediastinum 2X Ja Ja 81 Mo.
Utsuki et al. 2005 42 J. (m) Wirbelsaule Ja Ja Ja 37 Mo.
Astner et al. 2006 54 J. (m) Wirbelsdule, Leber Ja Ja Ja 36 Mo.
Chelly et al. 2006 26 J. (M) Skelett Ja k.A. k.A. >18 Mo.
Didelot et al. 2006 74 J (m) Skelett, Lunge, Milz, Ja Ja Ja 4 Mo.
LK
Mujic et al. 2006 39 J. (m) Pankreas, Dinndarm, Ja Ja Nein 26 Mo.
Lunge
Kos et al. 2007 66 J. (m) Lokal subcutan Ja Ja k.A. k.A.
Kraft et al. 2007 58 J. (m) Parotis, Lunge, Ja Ja Ja 16 Mo.

Pleura, Orbita, Herz,
Skelett, Leber, LK

Saad et al. 2007 13 J. (m) Lokal subcutan, Ja Ja Ja 10
Leber, Lunge
Mentrikoski et al. 2008 58 J. (w) Lokal subcutan 2X Ja Ja >16 Mo.
Templeton et al. 2008 58 J (m) Lunge, Femur, Ja Ja Ja 11 Mo.
Retroperitoneum
47 J. (w) Pleura Ja Ja Ja 24 Mo.
Senetta et al. 2009 48 J (w) Lokal subcutan Ja Ja Ja k.A.
53 J. (w) Lokal subcutan Ja Ja Ja 6 Mo.
Miliaras et al. 2009 64 J (m) Skapula, Subcutan Ja Ja k.A. 10 Mo.
Sammelver6ffentlichung von 7 Fallen. Alter und Uberlebenszeiten sind Durchschnittswerte.
Piccirilli et al. 2008 (63-74J.) 4x Lunge, 1x Leber, Ja Ja Ja 31 Mo.
4x(m); 1x Humerus, 1x LK (25-35
3x(w) Mo.)

LK = Lymphknoten; Lokal subcutan = Extracranielle Absiedelung im Bereich des Craniotomie Zugangs;
k.A. = keine Angabe

Tabelle 3: Veroffentlichte Félle extraneuraler Metastasen von Patienten mit Glioblastom zwischen
2003 und 2009.
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Die genauen Griinde, warum Glioblastome trotz ihres lokal sehr invasiven Wachstums
nur selten systemisch metastasieren, sind weiterhin unbekannt. Als mdogliche
Erklarungen werden physikalische Barrieren bzw. Hinderungsgriinde, wie die Blut-
Hirn-Schranke, Kompression und Thrombosierung intracerebraler Venen durch den
Tumor und die Einscheidung der vengsen Sinus durch die Dura Mater genannt
(Schweitzer et al. 2001). Das Fehlen intracerebraler lymphatischer Gefalie als Ursache
wird immer noch kontrovers diskutiert. McComb konnte bereits 1983 eine lymphatische
Drainage von Liquor nach extrakraniell nachweisen (McComb 1983). In einem SCID-
Maus-Modell (Severe-Combined-Immunodefficient) zeigten Glioblastommetastasen
aullerhalb des ZNS im Vergleich zu Metastasen von Karzinomen oder Sarkomen ein
ahnliches Wachstumsverhalten (Huang et al. 1995). Ein mangelndes extrakranielles
Wachtum wird daher nicht angenommen. Bei dieser Untersuchung bleibt jedoch ein
moglicher hemmender Einfluss des menschlichen Immunsystems auf das
Metastasenwachstum unbeachtet. Denkbar wére, dass sich eine bereits fruhzeitig
erfolgte okkulte Tumorzell-Dissemination aufgrund der kurzen Uberlebenszeiten von

Glioblastompatienten bis zum Todeszeitpunkt klinisch noch nicht manifestiert.

Ein entscheidender Faktor fir die Metastasierung scheint die Exposition vendser und
lymphatischer Gefdle sowie des extraduralen Gewebes gegeniber Tumorzellen
wahrend der Operation zu sein (Huang et al. 1995). Die Fahigkeit einzelner Zellen, sich
aus dem Verband des primaren Hirntumors zu l6sen und nach Penetration das
GefaRsystem zu erreichen, liefert eine mogliche Erklarung fir die Falle, in denen eine
Metastasierung ohne Voroperation oder Ligquorshuntimplantation erfolgt (Liwnicz &
Rubinstein 1979). Der genaue Weg der Metastasierung konnte bisher noch nicht
beschrieben werden. Das geh&ufte Auftreten von Lungenmetastasen spricht fiir eine
hamatogene, der haufige Befall zervikaler Lymphknoten, fur eine lymphogene

Metastasierung (Schweitzer et al. 2001).

Interessanterweise weisen die Metastasen nicht immer die gleichen genetischen
Alterationen auf wie der Primartumor. Bei den sechs Patienten, deren Metastasen von
Park et al. molekulargenetisch untersucht wurden, zeigten sich bei zwei Patienten
unterschiedliche TP53-Mutationen in Primértumor und Metastasen (Park et al. 2000).
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Dies lasst vermuten, dass nicht notwendigerweise der dominierende Zell-Typ
metastasiert oder eine Mutation erst zu einem Zeitpunkt nach der Dissemination
entsteht. Park et al. fanden bei vier der sechs Patienten TP53-Mutationen und nur bei
einem eine Amplifikation des EGFR-Gens. Da Patienten mit metastasierten
Glioblastom meist jlnger sind, stinde dies im Einklang mit der Beobachtung, dass
jungere Patienten generell haufiger TP53 Mutationen aufweisen (Ohgaki et al. 2004).
Andere Autoren beschreiben, dass Tumorzellen zumindest in-vitro, d.h. nach Wegfall
des Selektionsdruckes im Tumorzellverband, ihre EGFR-Amplifikation verlieren
(Bigner et al. 1990). Dies konnte ebenfalls ein mogliches haufigeres Auftreten von

TP53-Mutationen in Glioblastommetastasen erklaren.

1.2. TRANSMISSION DURCH SPENDERORGANE

Im Jahr 2006 wurden in den Vereinigten Staaten von Amerika laut des j&hrlichen
Berichts der UNOS (United Network for Organ Sharing) und der OPTN (Organ
Procurement and Transplantation Network) bei 8.024 verstorbenen Spendern Organe
zur Transplantation entnommen. Bei nur 57 (0,7%) unter diesen 8.024 wurde ein
primérer Hirntumor als Todesursache genannt (Annual Report of the US OPTN/SRTR,
2007). Gleichzeitig versterben in den Vereinigten Staaten jahrlich (ber 13.000
Menschen an einem Hirntumorleiden (DeAngelis 2001). Der Grund, warum nur eine
geringe Anzahl dieser verstorbenen Patienten zur Organspende zugelassen wird, liegt
darin, dass in der Vergangenheit Transmissionen von Hirntumormetastasen der

Organspender auf den Organempfanger beschrieben wurden.

Bei den in der Literatur beschriebenen Féllen kam es insgesamt zur Ubertragung eines
Glioblastoms von 7 Spendern auf 11 Organempfénger (Morse et al. 1990, Ruiz et al.
1993, Colquhoun et al. 1994, Jonas et al. 1996, Frank et al. 1998, Armanios et al. 2004,
Fatt et al. 2008). Bei allen Féllen wurde die gliale Herkunft der metastatischen
Absiedlung im Transplantat durch immunhistochemischen Nachweis von GFAP
bewiesen. Frank et al. konnten dariber hinaus dem Organspender die Ldsion im
Transplantat und eine systemische Metastase des Empféngers mittels Microsatelliten-
DNA-Fingerprinting zuordnen. lhnen gelang es ebenfalls, die gleiche Punktmutation

des TP53-Gens in Primdrtumor des Spenders, Lasion im Transplantat und systemischer
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Metastase des Empfangers nachzuweisen (Frank et al. 1998). Weitere Falle in der
Literatur, bei denen ein primdrer Hirntumor durch Organspende Ubertragen wurde,
betreffen ein malignes Meningeom (Bosmans et al. 1997) und ein Medulloblastom
(Lefrancois et al. 1987).

Fallverdffentlichungen Glioblastommetastasen-Transmission durch Spenderorgane
Veroffent- | Spender | Diagnose | Krankheits- OP Shunt | Empfanger | Organ Latenz Uber-
lichung dauer leben
Morse 1990 141. Gliom k.A k.A. Nein 44, (w) Leber 9 Mo. 10 Mo.
Ruiz 1993 42J. (m) GBM 6 Mo. Ja Nein 48J. (w) I. Niere 17 Mo. > 32 Mo.
23J. (w) r. Niere 18 Mo. > 32 Mo.
Colquhoun 32J. (m) GBM k.A. Ja Nein 32J.(m) I. Niere 10 Mo. k.A
1994 23J. (w) r. Niere 10 Mo. k.A
Jonas 1996 48 J (w) GBM 4 Mo. Ja Nein 28 J. (w) Leber 4 Mo. 6 Mo.
Frank 1998 47 J (w) GBM 4 Mo. Ja k.A. 29J. (w) Leber k.A. 5 Mo.
Armanios 29J. (m) GBM 3J. Nein Nein 28J. (m) Lunge 3 Mo. 4 Mo.
2004 k.A. Leber k.A. Tod
k.A. Niere k.A. Tod
Fatt 2008 k.A. GBM A.B. Nein Nein 58 J. (m) Lunge 12 Mo. k.A.

k.A =:keine Angabe; GBM = Glioblastoma multiforme; J. = Jahre; Mo = Monate; A.B. = Autopsiebefund; OP = Kraniotomie
Tabelle 4: Fallverdffentlichungen Glioblastommetastasen-Transmission durch Spenderorgane

Betrachtet man die Falle von Jonas et al. und Colquhoun et al., scheint das Risiko einer
Transmission bei Organspendern mit Glioblastom nicht unerheblich zu sein. Jonas et al.
beschrieben eine Transmission unter vier Spendern mit Glioblastom. Bei 19 von
Colquhoun et al. registrierten Transplantaten von Glioblastompatienten kam es zu zwei
Transmissionen. Mindestens sechs der insgesamt 11 betroffenen Organempfénger
erlagen wenige Monate nach der Transplantation den (bertragenen Metastasen.
Lediglich die vier von Ruiz et al. und Colgquhoun et al. beschriebenen Patienten mit
Nierentransplantat konnten nach Absetzen der immunsuppressiven Therapie und
Transplantatnephrektomie gerettet werden. Die Zeit bis zu einer Retransplantation
konnte hier durch Dialysetherapie Uberbriickt werden. Die Mdglichkeit, das befallene
Transplantat umgehend operativ zu entfernen und die immunsuppressive Therapie zu
beenden, bietet sich fir Empfanger von z. B. Leber- oder Lungentransplantaten nicht.
Fur diese Patienten wiirde ein solcher Transplantationszwischenfall wahrscheinlich

einen letalen Ausgang nehmen.
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Im Jahr 2002 veroffentlichten Kauffman et al. eine Studie, bei der sie alle von der
UNOS registrierten Organspenden von 42.340 zwischen 1992 und 1999 Verstorbenen
analysierten. Insgesamt wurden 1.220 Organe von 397 Patienten mit intrakranieller
Neoplasie transplantiert. Bei keinem der Empfanger konnte nach einen medianem
Follow-up von 36 Monaten eine Transmission dieser Neoplasie nachgewiesen werden
(Kauffman et al. 2002). Allerdings befanden sich unter diesen 397 Spendern nur 17 mit
einem Glioblastom, bei den meisten Spendern war die Hirntumorentitat dagegen
unbekannt und nicht histologisch gesichert. In einer weiteren Studie wurden dann
zwischen 2000 und 2005 die Empfanger der Organe von 39.455 verstorbenen
Organspendern registriert. Hierunter befanden sich 1.069 Spender mit maligner
Vorerkrankung. 175 Organe stammten von Spendern mit Glioblastomen. Insgesamt
kam es zu vier letalen Transmissionen, drei davon durch einen Spender mit Glioblastom
(Armanios et al. 2004) und eine durch einen Spender mit malignem Melanom,

erstaunlicherweise 30 Jahre nach der Diagnose (Kauffman et al. 2007).

Die UNOS rét daher weiterhin zur Vorsicht im Umgang mit Spendern mit maligner
Vorerkrankung, wie einem Glioblastom. Organe solcher Spender scheinen mit nur 2,2%
an den insgesamt transplantierten Organen nur einen geringen Beitrag zur Beseitigung
des bestehenden Organmangels zu leisten. Aufgrund der hohen Sterblichkeit
Organsuchender auf der Warteliste aber hélt die UNOS eine Verwendung solcher
Organe, insbesondere fir dringliche Patienten trotz der bekannten Risiken flr vertretbar
(Kauffman et al. 2007). Die Entscheidung, ob solche Organe verwendet werden, liegt
letztendlich bei dem transplantierenden Zentrum und bedarf selbstverstandlich der

Zustimmung des Organempfangers.

Aufgrund der fatalen Folgen einer Transmission wdre es winschenswert, potentielle
Organspender, bei denen es bereits zu einer systemischen Streuung von Tumorzellen
gekommen ist, zu identifizieren, um sie von einer eventuellen Organspende
ausschlieBen zu konnen. Derart konnten weiterhin Organe von Verstorbenen mit
priméren Hirntumoren verwendet werden, wéhrend das Risiko einer Transmission
gesenkt werden konnte. Wie die Falle von Armanios et al. und Fatt et al. zeigen, kénnen

eine subklinische Dissemination und eine nachfolgende Transmission durch
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Organspende auch ohne eine Craniotomie in der VVorgeschichte geschehen. Daher reicht
es nicht aus, lediglich die Spender mit Risikofaktoren wie z. B. Craniotomie oder
Liquorshuntimplantation auszuschlielen. Es misste eine geeignete Methode gefunden
werden, mittels derer sich eine Dissemination von Tumorzellen bereits in einem friihen
Stadium nachweisen l&sst, da die meisten Glioblastompatienten bereits versterben,
bevor eine Dissemination Klinisch nachgewiesen werden kann. Der Versuch,
zirkulierende Tumorzellen (CTC) im Blut von Glioblastompatienten als Zeichen eines
frihen Stadiums der Dissemination nachzuweisen, sollte in der vorliegenden Arbeit

unternommen werden.

1.3. DISSEMINIERTE UND ZIRKULIERENDE TUMORZELLEN

1.3.1. Disseminierte und zirkulierende Tumorzellen

Disseminierte Tumorzellen (DTC) sind einzelne Zellen, die auch nach Entfernung des
Primartumors in verschiedenen Kompartimenten des Korpers von Krebspatienten, wie
z. B. Knochenmark nachgewiesen werden konnen. Sie konnen einzeln oder in
Zellclustern vorliegen. DTC werden auch als Mikrometastasen bezeichnet, wobei DTC
im Unterschied zu Metastasen keine Adhdsion an bzw. Penetration von Blutgefalien
oder extravaskuldre Proliferation zeigen (Hermanek 1999). Andere Autoren legen die
Unterscheidung anhand der GroRRe der Absiedlung fest. Hiernach waren Absiedlungen
<0,2 mm per Definition DTC und Absiedlungen >0,2 mm Mikrometastasen. Entgegen
friherer Meinungen, dass die Dissemination von Tumorzellen in die Korperperipherie
zu einem spéten Zeitpunkt in der Tumorprogression erfolgt (Fidler 2003), scheint diese
Dissemination, zumindest beim Mammakarzinom, in einer frihen Phase der
Erkrankung zu geschehen (Pantel et al. 2008b). Es kommt hier frihzeitig zu einer
primdren, hamatogenen Dissemination auch ohne den primédren Befall lokaler
Lymphknoten, die Haufigkeit des Nachweises von DTC korreliert jedoch mit der
Anzahl von Lymphknotenmetastasen (Braun et al. 2005). Auch bei anderen Karzinomen
lassen sich im Knochenmark von 20-40% der Patienten ohne Lymphknoten-, oder
Fernmetastasen einzelne disseminierte Tumorzellen nachweisen (Lindemann et al.
1992, Pantel et al. 1996, Thorban et al. 1996). Die Hypothese einer friihzeitigen, primar
hamatogenen Dissemination wird zum einem von Beobachtungen gestitzt, die belegen,

dass h&matogener und lymphogener Metastasierung unterschiedliche molekulare
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Mechanismen zu Grunde liegen (Wolfle et al. 2003), zum anderen dadurch, dass DTC
sich in ihren molekularen Eigenschaften von denen des Primartumors unterscheiden und
weitere genetische Alterationen vermutlich erst nach erfolgter Dissemination erlangen
(Schmidt-Kittler et al. 2003).

Es wird angenommen, dass sich die Mehrheit der DTC in einem nicht proliferierenden
Zustand befindet, der sogenannten GO-Phase des Zellzyklus (Pantel et al. 1993).
Madglicherweise ist hierin der Grund zu finden, warum sie von herkémmlichen
Chemotherapeutika, die vor allem auf mitotisch aktive Zellen abzielen, nicht erfasst
werden (Braun et al., 2000a, Muller et al. 2005). Es ist nicht geklart, warum DTC Uber
Jahre bis Jahrzehnte hinweg als sogenannte dormante Zellen im Knochenmark
verweilen konnen, bis es nach Ausschwemmen in die Blutbahn zur Entstehung von
Metastasen kommt (Pantel et al. 1997). Weiterhin ist nicht geklart, ob Knochenmark ein
spezielles Reservoir fiir DTC darstellt oder ob das Auftreten von DTC im Knochenmark
Zeichen einer allgemeinen Dissemination in parenchymatdse Organe ist (Pantel &
Brakenhoff 2004). Der Nachweis von DTC im Knochenmark bei epithelialen Tumoren
ist in den letzten zwei Jahrzehnten vielfach beschrieben worden. Ihr Auftreten wurde
bei den in westlichen Staaten weit verbreiteten Karzinomen wie Mamma-, Prostata-
Bronchial-, und Karzinomen des Gastrointestinaltraktes erforscht (Alix-Panabiéres et al.
2008). Hierbei konnte insbesondere fur das Auftreten von DTC im Knochenmark bei
Patientinnen mit Mammakarzinom eine negative prognostische Relevanz beziiglich des

rezidivfreien und gesamten Uberlebens eruiert werden (Braun et al. 2005).

Ein verbreitetes Verfahren zur Anreicherung von DTC aus dem Knochenmark ist die
Dichtegradienten-Zentrifugation mit Ficoll-Hypaque (Pantel et al. 1994). Dabei werden
die mononukleéren Zellen (MNC) von den (brigen Bestandteilen des Knochenmarkes
getrennt. Anschlielend wird von diesen Zellen eine bestimmte Anzahl auf Objekttrager
uberflihrt und immunzytochemisch gefarbt. Es hat sich seit vielen Jahren bewahrt, DTC
bei Karzinomen mit monoklonalen Antikorpern gegen Zytokeratine, den
Intermediérfilamenten epithelialer Zellen, zu identifizieren (Braun et al. 2000b). Um die
Sensitivitat zu steigern, werden solche Antikorper verwendet, die gleichzeitig gegen

unterschiedliche Zytokeratine gerichtet sind (Pantel et al. 1994). Man schatzt, dass
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mithilfe solcher sogenannter Panzytokeratin-Antikorper DTC mit einer Grenze von 1
DTC pro 10° MNC im Knochenmark nachgewiesen werden konnen (Braun et al.
2000b).

Neben der beschriebenen prognostischen Relevanz von DTC im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen konnte die Annahme, dass es sich bei diesen Zytokeratin-
positiven  Knochenmarkszellen  tatsdchlich  um  Tumorzellen  handelt, mit
zytogenetischen Untersuchungen weiter erhartet werden (Gangnus et al. 2004, Schmidt-
Kittler et al. 2003). Es lassen sich jedoch auch gewebespezifische Proteine, wie z. B.
PSA (Prostata Spezifisches Antigen) in  Zytokeratin-positiven DTC  bei
Prostatakarzinompatienten mittels immunzytochemischer Doppelfarbungen
nachweisen(Oberneder et al. 1994). Auch EMMPRIN, das hdufig von Glioblastomen
exprimiert wird, konnte auf diese Weise auf der Oberflache von DTC von
Mammakarzinom-Patientinnen nachgewiesen werden (Reimers et al. 2004). Andere
Auroren konnten chromosomale Aberrationen und tumortypische Genamplifikationen
(HER-2neu Amplifikationen) in DTC beim Mammakarzinom mittels FISH feststellen
(Mdller et al. 1996, Vencent-Salomon et al. 2007). Einige Arbeitsgruppen beschreiben
z. B. das Auftreten HER-2-positiver DTC bei initial HER-2-negativem Primartumor bei
Mammakarzinom-Patientinnen. Maoglicherweise ergeben sich also Uber die weitere
molekulargenetische Untersuchung dieser Zellen neue gezielte Therapieoptionen
(Pantel et al. 2008a).Von den DTC abzugrenzen sind die CTC (Zirkulierende
Tumorzellen). Diese Tumorzellen zirkulieren im peripheren Blut und sind nicht
ortsstandig. Die tumorbiologischen Eigenschaften von CTC und die prognostische
Relevanz ihres Nachweises bei epithelialen Neoplasien sind Gegenstand aktueller
Studien. Es ist nicht bekannt, wie lange diese Zellen im peripheren Blut tiberleben und
wie viele von ihnen befahigt sind, Metastasen zu bilden. Ahnlich wie die DTC scheinen
CTC sich in einem nicht proliferativen Zustand zu befinden. Miiller et al. konnten keine
Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in CTC nachweisen (Mduller et al. 2005).
Der maligne Ursprung der CTC konnte, wie schon bei den DTC, mit zytogenetischen
Untersuchungen bewiesen werden (Fehm et al. 2002, Klein et al. 2002). Ahnlich wie fir
DTC konnte auch fir den Nachweis von CTC bei Patientinnen mit metastasierten

Mammakarzinom eine negative Korrelation mit dem rezidivfreien und dem
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Gesamtiberleben beschrieben werden (Cristofanilli et al. 2004). Neuere Erkenntnisse
lassen vermuten, dass mit der Untersuchung auf CTC die Wirksamkeit systemischer
Therapien eingeschatzt werden kann. Aufgrund der geringeren Invasivitat der vendsen
Blutentnahme im Vergleich zur Knochenmarkspunktion sind durch diese
Verlaufskontrollen moglich. Der Therapieerfoly bzw. eine Anderung der
therapeutischen Strategie konnte mittels wiederholter Blutprobenentnahmen tberwacht
werden (Pantel et al. 2008b).

1.3.2. Anreicherungsverfahren fir CTC

Um Untersuchungsmaterial zur Isolierung von CTC aus dem peripheren Blut zu
gewinnen, ist im Gegensatz zur Gewinnung von DTC lediglich eine vendse
Blutentnahme erforderlich. Aufgrund der Invasivitat einer Knochenmarkspunktion und
den damit verbundenen Umstdnden fur Patient und Untersucher, scheint die
Untersuchung von Blut auf CTC eine sinnvolle Alternative darzustellen. Zur Isolierung
von CTC aus peripherem Blut stehen unterschiedliche Anreicherungsverfahren zur
Verfligung. Die CTC kdnnen mittels Dichtegradienten-Zentrifugation, wie z. B. Uber
Ficoll (Pantel et al. 1994), OncoQuick z. B. (Muller et al. 2003), Boyant-Density-
Gradient (Brandt & Griwatz 1996), oder mittels immunomagnetischer Anreicherung
(Bilkenroth et al. 2001) von den ubrigen Blutbestandteilen separiert werden. Fr
mehrere Karzinomarten ist mittlerweile ein automatisiertes Testverfahren (CellSerach
(Veridex,Warren,USA)) zur Detektion von CTC zugelassen worden. Das CellSearch
System kombiniert immunomagnetische Anreicherung epithelialer Zellen mit einer
Immunfluoreszenzfarbung von Zytokeratinen in epithelialen Zellen. Dariiber hinaus
erkennt es unspezifisch gefarbte Leukozyten mit Antikérpern gegen Leukozyten-
Antigene (Cristofanilli et al. 2004, Riethdorf et al. 2007). Da bisher weder ein System
zur priméren Anreicherung noch zur Detektion von CTC glialen Ursprungs etabliert
wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit u.a. die bewdhrte Dichtegradienten-
Anreicherung mit Ficoll angewendet. Fir diesen Gradienten und fur den OncoQuick-
Gradienten sind in der Literatur CTC-Wiederfindungsraten von zwischen 80% und 90%

in in-vitro-Versuchen beschrieben worden (Rosenberg et al. 2002).
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Analog zum Screening nach Zytokeratin-positiven Zellen bei Karzinompatienten sollte
in der vorliegenden Arbeit Gber die Expression von GFAP nach CTC gefahndet werden.
Eine Expression von GFAP in Zellen des peripheren Blutes ist bisher nicht beschrieben
worden. GFAP wurde daher als Marker fur den glialen Ursprung von CTC bei
Glioblastompatienten verwendet. In einem weiteren Schritt wurden dann ausgewahlte

tumorbiologische Eigenschaften zirkulierender GFAP-positiver Zellen untersucht.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN
2.1. MATERIALIEN

2.1.1. Patientenkollektiv

In der Zeit vom 21.07.2005 bis zum 24.02.2006 wurden von 12 Patienten, die an der
Klinik fur Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor:
Univ. Prof. Dr. med. M. Westphal) an einem Glioblastom operiert wurden, Blutproben
entnommen. Das positive Votum der Ethikkomission sowie das schriftliche
Einverstandnis der Patienten lagen der Klinik fir Neurochirurgie vor. Das mediane
Alter zum Zeitpunkt der Operation betrug 65,5 Jahre. Es wurden perioperativ 10 ml
Blut durch vendse Punktion gewonnen. Die sterilen Monovetten enthielten EDTA zur
Antikoagulation. Die Blutproben wurden der sofortigen Aufarbeitung mit Ficoll-Paque
Plus gemaR Abschnitt 2.2.5.3 zugefiihrt. Von den hierbei gewonnenen Zellsuspensionen
wurde zunéchst die Gesamtzellzahl bestimmt und anschlieBend wurden Zytospins a
700.000 Zellen hergestellt. Hierzu wurden die Zellen fir 3 min bei 1200 U/min auf
Superfrost (Menzel) und auf silanisierte (Dako) Objekttrager zentrifugiert. Danach
wurden die Zytospins Uber Nacht bei Raumluft getrocknet, in Laboraluminiumfolie

verpackt und bis zur weiteren Untersuchung bei -80 °C gelagert.

Patientenkollektiv

Fall | AlterinJ. | GFAP- | Ki-67- | p53- | EGFR- | Diagnose Resektatgrofie
Nr. | (Geschlecht) ICH IHC ICH PCR

1 47 (w) + 25% 15% + Glioblastom Pflaumengrof3
2 49 (m) + 35% 57% - Glioblastom 1. Rezidiv Walnussgrof3

3 67 (w) + - - + Glioblastom Mandarinengrofd
4 70 (m) + Hoch 90% - Riesenzellglioblastom Erbsgrof

5 64 (m) + 30% 50% - Glioblastom HaselnulRgrofR
6 75 (w) + 10% 5% - Glioblastom Walnussgrof3

7 49 (w) + 14% - - Glioblastom 1. Rezidiv HaselnussgroR
8 58 (m) + 30% 60% - Glioblastom 4. Rezidiv Multifokal

9 81 (m) + - - - Anapl. Oligoastrozytom | 6x6x1,5cm

10 62 (w) + 10% 20% - Glioblastom 2,5x1,5x0,5 cm
11 69 (m) + 10% - - Glioblastom k.A.

12 67 (m) + 25% 35% - Glioblastom 1,9x1x1,2 cm

Tabelle 5: Patientenkollektiv inklusive histopathologischer Begutachtung
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In Tabelle 5 wird das Patientenkollektiv inklusive der histopathologischen
Begutachtung der Resektate durch das Institut fir Neuropathologie des
Universitatsklinikums Hamburg (Direktor: Univ. Prof. Dr. M. Glatzel) vorgestellt. Eine
der klinisch als Glioblastom diagnostizierten Lé&sionen stellte sich hier als
Anaplastisches Oligoastrozytom (WHO-Grad Il1) heraus. Die Tabelle enthalt ebenfalls
die Ergebnisse einer Polymerase-Ketten-Reaktions-Untersuchung (PCR) der Resektate
auf Vorliegen einer EGFR-Amplifikation durch die Klinik und Poliklinik fur

Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf.

2.1.2. Zelllinien und Materialien fur deren Kultivierung

Alle verwendeten Zelllinien konnten freundlicherweise von der Klinik und Poliklinik
fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor: Univ.
Prof. Dr. med. Westphal) bezogen werden. Die Glioblastomzelllinien G22, G44, G112,
G140, G169 wurden dort etabliert.

Weitere Zelllinien:

U373 Glioblastom ATCC HTB-17

A431 Epidermoidkarzinom ATCC CRL-1555

HBL100 Mammakarzinom ATCC HTB-124

Materialien fiir die Zellkultur Hersteller/Bezugsquelle:

Zellkulturmedium D-MEM 21969-035 Gibco, Grand Island, NY,
USA

L-Glutamin Gibco

Fetales Kéalberserum FCS Gibco

Phosphate buffered saline (PBS) Gibco

Dulbeccos ohne Ca**, Mg®* und NaH,COs3 Gibco

Trypsin Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Gibco

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

BD Falcon™ T25 bzw. T75 Kulturflasche BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland
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CellTracker™

2.1.3. Dichtegradientenzentrifugation

Materialien fiir alle Dichtegradienten

Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

Hersteller/Bezugsquelle:

Trypan Blue Solution (0,4%)

Neubauer Zahlkammer

Erythrolyse Puffer

Objekttrager Super Frost

Objekttréger Silanized Slides

Materialien fiir Ficoll-Gradient

Sigma

Marienfeld, Lauda-
Konigshofen, Deutschland
R&D Systems, Wieshaden-
Nordenstadt, Deutschland
Menzel Glaser,
Braunschweig, Deutschland

Dako, Glostrup, Ddnemark

Hersteller/Bezugsquelle:

Falcon Réhrchen 50 ml

Hank’s Solution ohne Ca®*, Mg?* und Phenolrot

PBS Dulbeccos ohne Ca®*, Mg®* und NaH,COs3

Ficoll-Pagque Plus™

Materialien fiir Boyant Gradienten

BD Biosciences
Biochrom, Berlin,
Deutschland

Gibco

Amersham Pharmacia

Biotech, Upsala, Schweden

Hersteller/Bezugsquelle:

Falcon Rohrchen 15 ml

Fetales Kéalberserum FCS

PBS Dulbeccos ohne Ca®*, Mg®* und NaH,COs3
PolymorphPrep™

Nycoprep™

Materialien fiir OncoQuick

BD Biosciences
Gibco

Gibco

BRL, Eggenstein,
Deutschland

BRL

Hersteller/Bezugsquelle:

OncoQuick Rohrchen

Greiner Bio-One,
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Falcon Réhrchen 50 ml
OncoQuick Puffer

2.1.4. MACS® Zellseparation
Materialien fur die MACS® Zellseparation

Frickenhausen, Deutschland
BD Biosciences

Greiner Bio-One

Hersteller/Bezugsquelle:

MACS® LC-Séule

Auto MACS® Running Buffer

MiniMACS® Seperator (Magnet)

Microbeads Goat-anti-Rabbit

Microbeads Rat-anti-Mouse

PBS Dulbeccos ohne Ca®*, Mg®* und NaH,COs3

Falcon Réhrchen 15 ml

2.1.5. Immunfluoreszenz und Immunzytochemie

Materialien Immunfluoreszenz/Immunzytochemie

Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Miltenyi

Miltenyi

Miltenyi

Miltenyi

Gibco

BD Biosciences

Hersteller/Bezugsquelle:

Epimet Solution B (Formaldehyd 37%)

Dako Pen

PBS Dulbeccos ohne Ca®*, Mg®* und NaH,COs3
Dako Protein Blocking (X0909)

Dako Verdinnungsmedium (S2022)

Tris (Trizma base)

NaCl

Tween 20

Tris buffered Saline with Tween (TBST) Puffer 1x

Micromet, Miinchen,
Deutschland

Dako

Gibco

Dako

Dako

Sigma

J. T. Baker, Deventer,
Niederlande
Promega, Modison, WI,
USA
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Materialien zusatzlich fir Immunfluoreszenz

Hersteller/Bezugsquelle:

Dako Verdunnungsmedium (S3022)
Vectashield DAPI Mounting Medium

Materialien zusatzlich fiir Immunzytochemie

Dako
Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA

Hersteller/Bezugsquelle:

Envision™ (K4017)
Tris Puffer
Levamisol

NaNO;

Neufuchsin

Naphtol-AS-Biphosphat
N,N-Dimethylformamid

HCL 5M

Na,HPO,4 x 2H,0

KH,PO,

Meyers-Hamalaun

HOAC 0,1%

NaHCO3

Glyzergel Mounting Medium

BCIP/NBT AP Conjugate Substrate Kit (Nr. 170-6432)
Epimet Epithelial Cell Detection Kit (FAR 9863)
Sterile Syringe Filter 0,2 um PES

PBS Puffer 1x

Neufuchsin Substratldsung:

A 78,8 ml entionisiertes H,O mit

4,2 ml 1 M Tris Puffer und

200 ul 0,625 M Levamisol vermischen
B 415 pl NaNO2

Dako

Gibco

Sigma

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Merck

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Dako

BioRad, Hercules, CA, USA
Micromet

VWR, Batavia, IL, USA

166 pl Neufuchsin dazugeben und 3 Minuten inkubieren
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C 42 mg Naphtol-AS-Biphosphat in
500 pl Dimethylformamid aufldsen
Zuerst Losung B danach Losung C zu Losung A mischen und dann mit

Vorsatzfilter filtrieren.

BCIP/NBT Substratldsung:
2.328 ul Aqua dest. mit
97 ul alkalische Phosphatase (AP)- Puffer (25x)
(BioRad, BCIP/NBT AP Conjugate Substrate Kit) und
25 pl Solution A (BioRad, BCIP/NBT AP Conjugate Substrate Kit) und
25 pl Solution B (BioRad, BCIP/NBT AP Conjugate Substrate Kit) und
25 pl Solution H (Epimet Epithelial Cell Detection Kit) versetzen

Kurz vor Gebrauch ansetzen und mit VVorsatzfilter filtrieren.

PBS Puffer 10x (pH 7.4):
90 g NaCl mit 14,33 g Na;HPO,4 x 2H,0 und
2,67 g KH,PO,4 auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen. Auf pH 7,4 titrieren.
Fur 1x PBS im Verhaltnis 1:9 mit Aqua dest. verdunnen.

TBST Puffer 10x (pH 7,6):
181,65 g Tris (Trizma base, Sigma) mit
262,98 g NaCl auf 2500 ml mit entionisiertem H,O auffillen
15 ml Tween-20 hinzugeben und mit
ca. 170 ml 25% HCI den auf pH 7,6 titrieren.

Danach auf 3000 ml mit entionisiertem H,O auffillen.

Fir 1x TBST im Verhéltnis 1:9 mit entionisiertem H»O verdiinnen.
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Verwendete Antikorper:

Primérantikoérper

Name (Klon) Konjugat Herkunft Antigen Isotyp Firma
GFAP (Kat. Nr. - Kaninchen GFAP Polyklonal | Dako
Z334)
EGFR (E20) - Maus EGFR IgGlx Dako
CD147 (HIM®6) - Maus EMMPRIN I1gGlx BD Biosciences
p53 (DO-1) - Maus p53 IgG2ak Calbiochem,
Darmstadt,
Deutschland
Ki-67 (MIB-1) - Maus Ki-67 IgGlx Dako
GFAP Alexa Maus GFAP IgGlk Molecular
(Kat. Nr. 131- Fluor™ 488 Probes
15019)
A45-B/B3-Cy3 Cyanin 3 Maus Panzytokeratin IgGlk Micromet
Isotypkontrolle
MOPC-21 - Maus Unbekannt IgGlk Sigma
Mouse 1gG2a - Maus Aspergillus Niger | IgG2ak Dako
Glucose Oxidase
Sekundarantikorper
Alexa Fluor™ Alexa Ziege Maus 1gG Fab- Molecular
488 Fluor™ 488 Fragment Probes
Alexa Fluor™ Alexa Ziege Maus 1gG Fab- Molecular
546 Fluor™ 546 Fragment Probes

Gebrauchsverdiinnung der Antikdrper

Name (Klon) Immunfluoreszenz Immunzytochemie Immunhistochemie
GFAP (Kat. Nr. Z334) 1:100 1:500

EGFR (E20) 1:50 1:100

CD147 (HIM6) 1:300 1:10.000 1:2.000

p53 (DO-1) 1:100

Ki-67 (MIB-1) 1:50

GFAP (Kat. Nr. 131-15019) | 1:500

A45-B/B3-Cy3 1:300

Alexa Fluor™ 488 1:200

Alexa Fluor™ 546

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper
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2.1.6. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und Filtertest

Materialien fiir die FISH

Hersteller/Bezugsquelle:

Humane Cot-1 DNA

Humane Plazentare (HPL) DNA

Dextranblau

Natriumacetat
Proteinase K
Ethanol

Fixogum Rubber Cement

Formamid

Tween-20

Bovines Serum Albumin (BSA)
Vectashield DAPI Mounting Medium
Xylol

Natriumbisulfit
Trinatriumcitrat-Dihydrat

Hybond ™ Nitrozellulosemembran

Tris-Cl

Calcium Chlorid
Magnesium Chlorid
Triton X-100

NBT/BCIP Stock Solution

20x SSC Puffer (pH 7,0):
175,3 g NaCl und

Roche, Penzberg,
Deutschland

Sigma

Fluka, Deisenhofen,
Deutschland

Merck

Roche

J. T. Baker
Marabuwerke, Tamm,
Deutschland

Fluka

Promega

Sigma

Vector Laboratories
Fluka

Sigma

Merck

Amersham Bioscinces,
Little Chalfon,
Grol3britannien
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Roche

88,2 g Nas-Citrat-2H,0 auf 1000 ml mit entionisiertem H,O.

Auf pH 7 titrieren und autoklavieren. Bei Raumtemperatur lagern.
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4x SSC/Tween Puffer (pH 7,0):
120 ml 20x SSC Puffer auf 600 ml mit entionisiertem H,O auffullen.

0,6 ml Tween-20 dazugeben

2x SSC Puffer (pH 7,0):
20 ml 20x SSC Puffer auf 200 ml mit entionisiertem H,O auffillen.

50% Vol. Formamid/2x SSC Puffer (pH 7,2):
40 ml 20x SSC Puffer und
200 ml Formamid auf 400 ml mit entionisiertem H,O auffullen.
Auf pH 7,2 titrieren.

0,1x SSC Puffer (pH 7,0):
1,5 ml 20x SSC Puffer auf 300 ml mit entionisiertem H,O auffillen.

3% BSA Blockinglésung:
150 mg BSA in
5 ml 4x SSC/Tween Puffer losen.
Aliquotieren und bei -20°C lagern.

1% BSA Verdinnungspuffer:
3% BSA Blockinglésung im Verhéltnis 1:3 mit

4x SSC/Tween Puffer verdiinnen.

Denaturierungslosung (pH 7.4):

35 ml Formamid und
1,5 ml 20x SSC Puffer auf 50 ml mit entionisiertem H,O auffillen.
Auf pH 7,4 titrieren. Aliguotieren und bei -20°C lagern.

Mastermix zur Hybridisierung:

2 g Dextransulfat und

10 ml deionisiertes Formamid und
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2 ml 20x SSC Puffer auf 20 ml mit entionisiertem H,O aufflllen.
Bei 70 °C l6sen und auf pH 7,0 einstellen.
Aliquotieren und bei -20 °C lagern.

Proteinase K Stockldsung (1 mg/ml):

10 mg Proteinase K in 10 ml entionisiertem H,O ldsen.

Aliquotieren und bei -20 °C lagern.

Proteinase K Gebrauchsldsung fiir FISH an Zellpraparationen (0,1 pa/ml):
1ml1M Tris-Clund
100 pl 1 M CaCl,-H,0 auf 50 ml mit entionisiertem H,O aufflllen.

Auf pH 7,5 titrieren und auf 37 °C vorwarmen.

5 ul Proteinase K Stockldsung (1 mg/ml) kurz vor Gebrauch dazugeben.

Proteinase K Gebrauchsldsung fiir FISH an Gewebeschnitten (0,25 mg/ml):

Proteinase K Stockldsung (1 mg/ml) kurz vor Gebrauch im Verhaltnis 1:4 mit

vorgewdrmten 2x SSC Puffer verdlnnen.

30% Natriumbisulfit Pretreatment L6sung fiir FISH an Gewebeschnitten:

0,6 g Natriumbisulfit in
2 ml 2x SSC Puffer bei 45 °C losen.

Puffer AP1 fir Filtertest (pH 7,5):
0,1 M Tris-Cl
0,1 M NaCl
20 mM MgCl,
0,5 ml/l Triton X-100

Puffer AP2 fir Filtertest (pH 7,5):
30 mg/ml BSA in Puffer AP1 geben.
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Puffer AP3 fir Filtertest (pH 9.,5):

0,1 M Tris-Cl
0,1 M NaCl

50 mM MgCl,

NBT/BCIP Farbel6sung fir Filtertest:

200 ul NBT/BCIP Stock Solution in 10 ml Puffer AP3 verdiinnen.

Verwendete Sekundarantikorper:

Name Bestell- | Herkunft Antigen Isotyp Gebrauchs- | Firma
nr. verdinnung

Anti-Digoxigenin- 11 207 Ziege Digoxigenin | Fab- 1:200 Roche
Fluorescein 741910 Fragment

Anti-Digoxigenin- 11 207 Ziege Digoxigenin | Fab- 1:200 Roche
Rhodamine 750910 Fragment

Anti-Digoxigenin- 1093 Ziege Digoxigenin | Fab- 1:5.000 Roche
alkalische- 274 Fragment

Phosphatase

Tabelle 7: Verwendete Sekundarantikérper FISH/CISH

2.1.7. Diaminobenzidin (DAB) Immunhistochemie

Materialien fiir DAB Immunhistochemie

Hersteller/Bezugsquelle:

Target Retrieval Solution
H,O, Blocking Solution (52023)
Envision™ (K5007A)

Ldsung C (K5507C)
Losung B (K5007B)
Proteinase K (S3200)

Eukitt

wurden bereits im Abschnitt 2.1.5 aufgefihrt.

Dako
Dako
Dako
Dako
Dako
Dako

0. Kindler GmbH, Freiburg

Alle weiteren fir die DAB-Immunhistochemie verwendeten Materialien und Antikorper
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2.1.8. Gerate
Zentrifugen

Hersteller/Bezugsquelle:

Heraeus Multifuge® 3 S-R

Heraeus Biofuge Pico

Kendro Laboratory Products,
Langenselbold, Deutschland

Kendro Laboratory Products

Rotofix 32 Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland
Mikroskope Hersteller/Bezugsquelle:

Axiostar plus

Axioplan 2 Imaging
Axiovert 200

Weitere Geréte

Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland
Carl Zeiss

Carl Zeiss

Hersteller/Bezugsquelle:

PTC-200 Peltier Thermal Cycler

TDO 60 Tissue Drying Oven

Thermomixer compact

GFL Wasserbader

Vortex Genie 2

Automated Cellular Imaging System ACIS

TransferMan NK2
Custom Tip Type 11 (40 pm)

MJ Research, Watertown,

MA, USA

Medite, Burgdorf,
Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Gesellschaft fiir
Labortechnik,
Burgwedel, Deutschland
Scientific Industries,
Bohemia, NY, USA
ChromaVision Medical
System, San Juan
Capistrano, CA, USA
Eppendorf

Eppendorf
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2.2. METHODEN

2.2.1. Etablierung von Nachweismethoden fur CTC glialen Ursprungs

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren noch keine geeigneten Nachweismethoden fur
CTC glialen Ursprungs bekannt. Daher waren Vorversuche zur Simulation des
Vorhandenseins solcher Zellen sowie deren Detektion in einem Verfahren mit
reproduzierbaren Ergebnissen notwendig.

Hierzu mussten zunéchst Zelllinien ausgewahlt werden, die in ihrem Expressionsmuster
mit moglichen CTC vergleichbar sind. Es wurden mehrere Glioblastom-Zelllinien
sowie die Epidermoidkarzinom-Zelllinie A431 von der Klinik und Poliklinik fur
Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf (Direktor: Univ. Prof.
Dr. med. M. Westphal) bezogen und in Kultur genommen. Aufgrund der Ergebnisse
von Immunfluoreszenzfarbungen wurden dann die Glioblastom-Zelllinie U373 und die
Epidermoidkarzinom-Zelllinie A431 fur die meisten weiteren Versuche ausgewahit.
Unter den verwendeten Zelllinien wies die Zelllinie U373 als einzige und zu einem sehr
hohen Anteil eine gleichzeitige Expression der Antigene GFAP, EMMPRIN und p53
auf. Daher war sie geeignet, bei in-vitro-Versuchen als positive Kontrolle fir CTC zu
fungieren. Eine vermehrte Expression des EGF-Rezeptors lieR sich bei gleichzeitiger
Expression von GFAP bei keiner der Glioblastom-Zelllinien nachweisen, da eine
Uberexpression bzw. Amplifikation bei den meisten Glioblastom-Zelllinien nicht
nachzuweisen ist. Die Zelllinie A431 wurde daher als Positiv-Kontrolle fir eine

Uberexpression des EGF-Rezeptors und Amplifikation des EGFR-Gens verwendet.

AnschlieBend wurden Versuche durchgefihrt, bei denen U373-Zellen in Vollblutproben
gesunder Probanden verdiinnt wurden. Bei diesen sogenannten ,,Spiking Versuchen*
sollte erprobt werden, ob sich Gliomzellen aus dem Blut mit verschiedenen
Zellseparationsgradienten  anreichern  lassen. Zur  Anwendung kamen die
Aufarbeitungen mittels Ficoll-Pagque Plus-, OncoQuick- und Bouyant-Dichtegradienten.
Hierbei sollten Wiederfindungsraten fur den jeweiligen Gradienten ermittelt werden.
Dazu war es erforderlich weitere Methoden zu etablieren, mit denen die eingebrachten
U373-Zellen nach Anreicherung durch die Gradienten von den normalen MNC des

Blutes unterschieden werden konnten.
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Da GFAP derzeit der spezifischste Marker fir Zellen glialen Ursprungs ist und eine
Expression von GFAP in Zellen des peripheren Blutes nicht beschrieben wurde, sollten
die Blutproben auf GFAP-positive Zellen untersucht werden. Hierzu wurden
Immunzytochemie- und Immunfluoreszenzfarbungen erprobt, mit denen die
eingebrachten U373-Zellen selektiv erkannt werden sollten. Als Primarantikdrper wurde
ein polyklonaler Kaninchen anti-GFAP Antikorper (Dako Z334) verwendet. Fur die
Immunzytochemie kamen als sekundares System, d.h. zum Nachweis der gebundenen
anti-GFAP Antikorper, ein mit alkalischer Phosphatase konjugierter Ziege anti-
Kaninchen/Maus-1gG Antikdérper (Envision™, Dako K4017) zum Einsatz. Bei der
Immunfluoreszenz  Farbung wurden mit Fluorochromen Kkonjugierte Ziege-anti-
Kaninchen-IgG  Antikorper (Alexa Fluor™ 488, Alexa Fluor™ 546) als

Sekundarantikdrper verwendet.

Nachfolgend wurde ein weiterer Primérantikorper getestet, um nach den GFAP-
positiven U373-Zellen im Blut zu suchen. Dieser ist ein monoklonaler Maus anti-GFAP
Antikorper (Molecular Probes, Kat. Nr. 131-15019), welcher direkt mit einem
Fluorochrom (Alexa Fluor™ 488) konjugiert ist. Durch den Einsatz eines direkt
konjugierten Priméarantikorpers sollte versucht werden, die Spezifitat der Farbung fir
GFAP zu erhohen, da Reaktionen der sekunddren Antikorper mit MNC des Blutes

beobachtet wurden.

Eine weitere Moglichkeit, die U373-Zellen von den MNC des Blutes zu unterscheiden,
besteht darin, einen fluoreszierenden Farbstoff in diese Zellen einzuschleusen. Dazu
wurden die U373-Zellen kurz vor dem Einbringen in das Probandenblut mit dem
Fluoreszenz Farbstoff CellTracker™ inkubiert. Es wurde vermutet, dass sich mit diesem
Nachweisverfahren die hochsten Wiederfindungsraten erzielen lassen, da die
Markierung mittels CellTracker™ unabhangig vom Expressionsgrad der Zelllinie fur
GFAP ist und hierbei auch keine Farbung mit eventuellen Verlusten von U373-Zellen
wéhrend der Waschschritte notwendig ist. Dieses Verfahren kann nicht flr die
Untersuchung von Patienten-Blutproben verwendet werden und hatte daher nur

Bedeutung flr die Bestimmung von Wiederfindungsraten in den VVorversuchen.
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Da wie schon eingangs erwéahnt mit unspezifischen Reaktionen zwischen den MNC des
Blutes und den verwendeten AntikOrpern gerechnet werden musste, wurden
Doppelnachweismethoden etabliert. Dabei wurde zuerst die Expression von GFAP mit
einer Fluoreszenzfarbung nachgewiesen. Danach wurde ein weiteres der Antigene Ki-
67, p53, EMMPRIN und EGF-Rezeptor mit einem Fluorochrom eines anderen
Spektrums in den U373-Zellen markiert. Durch den Nachweis zweier in Glioblastomen
vorkommender Antigene in einer Zelle sollten U373-Zellen bzw. CTC von unspezifisch
gefarbten Blutzellen unterschieden werden. Alternativ. wurde nach erfolgter
Fuoreszenzmarkierung einer Zelle mit anti-GFAP Antikdrpern versucht, einen
Nachweis fur die Amplifikation des EGFR-Gens in der gleichen Zelle mittels FISH zu
erzielen. Hierzu wurde die Zelllinie A431 verwendet, da keine der verwendeten
Glioblastom-Zelllinien eine Amplifikation des EGFR-Gens aufwies bzw. keine solche
Zelllinie verflgbar ist. Es wird vermutet, dass die meisten Glioblastom-Zelllinien eine
Amplifikation des EGFR-Gens nach Wegfall des Selektionsdruckes im

Tumorzellverband verlieren (Bigner et al. 1990).

2.2.2. Kultivierung der Tumorzelllinien

Die von der Klinik und Poliklinik fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf etablierten Glioblastom-Zelllinien G22, G44, G112, G140 und
G169 sowie die Glioblastom-Zelllinie U373 und die Epidermoidkarzinom-Zelllinie
A431 wurden bei 37 °C in wasserdampfgeséttigter Atmosphare mit 5% CO, kultiviert.
Die Kaultivierung der Zelllinien erfolgte unter streng sterilen Malinahmen. Alle
Tumorzelllinien wurden mit D-MEM 21969-035 Medium, das zusatzlich mit 10% v/v
fetalem Kalberserum (FCS) und 4mol/l (entspricht 584 mg/l) L-Glutamin versetzt
wurde, kultiviert. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen nach zwei bis
funf Tagen gesplittet und in neue Kulturflaschen tberfihrt. Hierzu wurden nach dem
Abpipettieren des alten Mediums abgestorbene und geléste Zellen mit PBS entfernt. Die
Zellen wurden anschlieend mit 2 ml 1xTrypsin-EDTA je T75 Kulturflasche vom
Flaschenboden gel6st. Die Proteolyse wurde nach 2 Minuten durch Zugabe eines
Uberschusses von 15 ml des Kulturmediums abgestoppt. Diese Zellsuspension wurde
bei 12.000 U/min fur 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die

sedimentierten Zellen in Kulturmedium resuspendiert.
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Zur Herstellung von Zytospins wurden die Zellen ebenfalls mit 1xTrypsin-EDTA vom
Kulturflaschenboden gel6st und abzentrifugiert, dann in PBS Puffer resuspendiert und
bei 1200 U/min fir 3 Minuten auf Superfrost Objekttrager (OT) (Menzel) zentrifugiert.

Diese Zytospins wurden in Laboraluminiumfolie verpackt und bei -80 °C gelagert.

Zusétzlich wurden Aliquote aller Zellen zur Aufbewahrung in flussigem Stickstoff
hergestellt. Hierzu wurden die Zellen wie oben beschrieben geldst und abzentrifugiert.
Im Anschluss wurden die Zellen bei Konfluenz je T75 Kulturflasche in 4 Aliguote a
Iml Uberfihrt. Dazu wurden die sedimentierten Zellen in 3.600 ul Kulturmedium
zuziglich 400 ul DMSO resuspendiert. Bevor die Zellen dauerhaft in flissigem
Stickstoff gelagert werden konnten, wurden sie fir mindestens einen Tag bei -80 °C

aufbewahrt.

2.2.3. Untersuchung der Zelllinien auf deren Expression von GFAP, p53, Ki67,
EMMPRIN und EGF-Rezeptor.

Es wurde nach einer Zelllinie gesucht, die eine hohe Expression aller zu untersuchender
Antigene aufwies. Zur Evaluierung der Expression der Antigene wurden an Zytospins
aller  Zelllinien Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt. Hierbei wurden in
Kaninchen und Mausen hergestellte primare Antikorper eingesetzt. Fir die
Doppelfarbungen sollten nacheinander zwei primare Antikorper eingesetzt werden, die
nicht in der gleichen Spezies erzeugt wurden. Dies geschah, um ein Binden des zweiten
Sekundarantikérpers an den ersten Primdrantikorper zu verhindern. Da eine
Doppelfarbung fir GFAP und zusétzlich ein weiteres Antigen angestrebt wurde, wurde
fur GFAP ein Kaninchen-Antikorper (Dako Z334) ausgewahlt. Fir die nachfolgende
Farbung des zweiten Antigens (P53, EMMPRIN, Ki-67 oder EGF-Rezeptor) dagegen
Maus-Antikdrper. Jeweils nach der Inkubation mit dem Primarantikorper wurden die
Zytospins mit Alexa Fluor™ 488- Dbzw. Alexa Fluor™ 546-konjugierten
Sekundérantikdrpern aus der Ziege inkubiert. Diese sind gegen Immunglobuline der
Tierspezies gerichtet, in welcher die primdren Antikorper hergestellt wurden (Ziege
anti-Kaninchen-IgG Antikérper und Ziege anti-Maus-1gG Antikdrper). Um  hierbei

Kreuzreaktionen der beiden sekundéaren Antikorper untereinander zu vermeiden, war es

-43-



unbedingt notwendig, dass beide sekundaren Antikorper in derselben Spezies hergestellt

worden waren (hier Ziege).

‘ Antigen
W Primarantikérper

Sekundarantikérper
Fluorochrom

Abbildung 3: Schemazeichnung Immunfluoreszenz

Protokoll Immunfluoreszenz an Zellpraparationen von Zelllinien

1. | Objekttrager 30 min bei Raumtemperatur (RT) auftauen lassen; danach

Aluminiumfolie entfernen

2. | Zytospin mit Dako Pen umkreisen

3. | Fixierung: 1 ml Epimet ,,Solution B*“ 1 min bei 13.000 g zentrifugieren; 135 pl
aus dem Uberstand in 10 ml PBS (Gibco) verdiinnen; Hiervon 200-300 ul je OT

fur 15 min in feuchter Kammer

2 mal 3 min in IXTBST Puffer waschen

20 min Dako Protein Blocking

Protein Blocking abkippen

N o g &

30 min mit mind. 120 pl Primérantikdrper inkubieren (in Dako
Verdunnungsmedium (S2022))
8. | 3mal 3 minin IXTBST Puffer waschen

9. | Ab jetzt im Dunklen arbeiten.

45 min mit mind. 120 pl Sekundarantikorper inkubieren (in Dako
Verdunnungsmedium (S3022))

Fur einfache Farbung mit Schritt 15 fortfahren

10 | 3mal 3 min in 1IXTBST Puffer waschen

11. | 20 min Dako Protein Blocking; danach nur abkippen

12. | 30 min mit mind. 120 pl des zweiten Primérantikorpers inkubieren (in Dako
Verdinnungsmedium (S2022))
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13. | 3 mal 3 min in IXTBST Puffer waschen

14. | 45 min mit mind. 120 pl des zweiten Sekundéarantikorpers inkubieren (in Dako
Verdinnungsmedium (S3022))

15. | 3 mal 3 min in 1IXTBST Puffer waschen; danach 3 min in Aqua dest

16. | Eindeckeln mit Vectashield DAPI ,,mounting medium*

Protokoll 1: Immunfluoreszenz an Zellpraparationen

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop, und es wurden Photographien

aller Farbungen angefertigt.

2.2.4. EGF-Rezeptor-FISH an Zellpraparationen

Ungefahr 40% der Glioblastome weisen eine Amplifikation des EGFR-Gens auf
(Ohgaki et al. 2004). Um CTC auf das Vorliegen einer solchen Amplifikation
untersuchen zu konnen, wurde eine FISH an Zellpraparationen erprobt. Ein
vermutlicher Selektionsvorteil, den die Glioblastomzellen durch die Uberexpression des
EGF-Rezeptors in vivo genielen, geht bei der Kultivierung in-vitro jedoch verloren
(Bigner et al. 1990). Glioblastom-Zelllinien mit persistierender EGFR-Gen-
Amplifikation sind daher sehr selten. Alternativ wurde die Epidermoidkarzinom-
Zelllinie A431 als positive Kontrolle verwendet, als negative Kontrolle ohne EGFR-
Gen-Amplifikation die Mammakarzinom Zelllinie HBL 100. Ziel war es, eine EGFR-

Gen-Amplifikation an zirkulierenden GFAP-positiven Zellen nachweisen zu kdnnen.

Die fur die FISH verwendete EGFR-Sonde wurde am Institut fir Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Westféalischen Wilhelms-Universitat Minster hergestellt.
Hier wurden Klone des PAC RP5-1091E12 (P1 derived Artificial Chromosome) (NCBI
Acc. No. AC006977) verwendet. Dies ist ein Vektor, der sich zur Klonierung groRer
DNA-Molekiile eignet und sich von dem Bakteriophagen P1 ableitet. Dieser PAC RP5-
1091E12 beinhaltet neben dem Promoter die Introns und Exone 1 bis 20, also groRe
Teile des EGFR-Gens. Die mit dem PAC klonierten DNA-Fragmente wurden per Nick-
Translation mit Digoxigenin-11-dUTP-markierten Nukleotiden versehen (Hamsen,
2003). Das so in die Sonde eingebrachte Digoxigenin liefert das Antigen fur den

Sekundarantikorper. Nachdem wéhrend der FISH eine Hybridisierung zwischen DNA-
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Sonde und EGFR-Gen erfolgt ist, konnen mit sekundédren Ziege-anti-Digoxigenin-
Antikorpern (Roche) die hybridisierte Sonde und damit Kopien des EGFR-Gens
sichtbar gemacht werden. Zu diesem Zweck wurden mit Rhodamin- (Roche, 11 207 750
910) und mit Fluorescein- (Roche, 11 207 741 910) konjugierte Antikdrper verwendet.

Ein flr die Markierung ausreichender Gehalt der Sonde an Digoxigenin wurde mittels
eines Filtertestes (Dot-Blots) nachgewiesen. Dazu wurden Verdunnungsschritte der
Sonde sowie einer Positivkontrolle mit ausreichender Markierung auf einer
Nitrozellulosemembran fixiert. Die Membran wurde anschlielend mit einem anti-
Digoxigenin-alkalische-Phosphatase-Konjugat (Roche, 1 093 274) inkubiert. Mit 5-
Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat/  Nitroblau Tetrazolium Chlorid (NBT/BCIP)-
Farbelosung (Roche, 1 681 451)) konnte dann die an die Membran gebundene Sonde
sichtbar gemacht werden.

Protokoll Filtertest
1. |Je 1 pl der 1:10; 1:100; 1:1.000 und 1:10.000 verdinnten Sonde und

Positivkontrolle auf Nitrozellulosemembran auftragen

2 min bei 600 W in der Mikrowelle fixieren

Kurz mit AP1 Puffer equilibrieren danach 10 min mit AP2 Puffer inkubieren

10 min mit Anti-Digoxigenin-alkalische Phosphatase-Konjugat inkubieren

2 mal 3 min mit AP1 Puffer waschen

o g M W N

3 mal 3 min mit AP3 Puffer waschen

7. | Visualisierung mit NBT/BCIP Farbeldsung tiber Nacht

Protokoll 2: Filtertest
Quelle: Modifiziert nach Hamsen 2003

Verdlinnung 1 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000

Positivkontrolle

EGFR-Sonde

Abbildung 4: Filtertest
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Fur die FISH wurden pro Objekttrager 10 pl Probenansatz der EGFR-DNA-Sonde
eingesetzt. Dieser wurde unmittelbar vor der Hybridisierung wie folgt hergestellt.

Protokoll Probenansatz pro Objekttréger:

Sonde DIG 2ul
Humane Cot-1-DNA 50 ul
HPL-DNA 1 ul
Dextranblau 1wl
Natriumazetat 1M 7,7 ul
1. | Zugabe von 100% eiskaltem Ethanol (das 2,5 fache Volumen des

Probenansatzes)
2. | Fur 1 Std. bei -80 °C fallen
3. | 30 min bei 12.200 g zentrifugieren
4. | Uberstand abpipettieren und fiir 3 min bei 37 °C trocknen
5. | In 10 pl Mastermix pro Objekttriger, bei 37 °C I6sen
6. | 5min bei 70 °C denaturieren
7. | 20 min bei 43 °C Preanealing
8. | Fur mindestens 5 min auf Eis stellen

Protokoll 3: Probenansatz fiir FISH
Quelle: Modifiziert nach Hamsen 2003

Fur die Hybridisierung der Sonde mit der Ziel-DNA ist eine Denaturierung der DNA

notwendig. Die Schmelztemperatur der Ziel-DNA und der DNA-Sonde wurde hierzu

durch den Einsatz Formamid-haltiger Losungen gesenkt. Der Uberschuss an DNA-

Sonde wurde nach der Hybridisierung mit 50% Vol. Formamid/2xSSC Puffer entfernt.

Die Detektion der Sondenmolekiile erfolgte mit 1 pg/ml Anti-Digoxigenin-Fluorescein
(Roche 11 207 741 910).

Protokoll Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Zellpraparationen
1. Tag

Objekttréager 30 min bei RT auftauen lassen; danach auswickeln
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2. | Zytospin mit Dako Pen umkreisen

3. | 5 min im Wasserbad bei 73 °C denaturieren

4. | 2 min 70% eiskalter Ethanol

5. | Je 2 min 70%, 90%, 100% Ethanol bei RT

6. | 5-10 min lufttrocknen

7. | 7 min mit Proteinase K-Ldsung 0,1 pug/ml in feuchter Kammer im Brutschrank
bei 37 °C inkubieren

8. | Je 2 min 70% und 80% eiskalter Ethanol

9. | 2min 100% Ethanol bei RT

10. | 5-10 min lufttrocknen

11. | 10 min in feuchter Kammer bei 37 °C im Brutschrank vorwérmen

12. | 10 pl Probe pro OT aufgeben, luftblasenfrei eindecken und mit Fixogum
versiegeln

13. | Uber Nacht bei 37 °C hybridisieren

Protokoll 4: FISH an Zellpraparationen 1. Tag
Quelle: Modifiziert nach Hamsen 2003

2. Tag

1. | 4 mal 5 min in 50% vol. Formamid/2xSSC Puffer bei 45 °C im Wasserbad

2. | 3 mal 5 min in 0,1xSSC Puffer bei 60 °C im Wasserbad

3. | 3 min in 4xSSC/Tween Puffer bei 45 °C im Wasserbad

4. | 30 min mit 4xSSC/Tween Puffer inkl. 3% BSA in feuchter Kammer bei 37 °C
im Brutschrank absattigen

5. | Kurz eintauchen in 4xSSC/Tween Puffer bei 45 °C im Wasserbad

6. | Ab jetzt im Dunklen arbeiten
45 min in feuchter Kammer bei 37 °C im Brutschrank mit Anti-Digoxigenin-
Fluorescein inkubieren

7. | 3 mal 5 min in 4xSSC/Tween Puffer bei 45 °C im Wasserbad

8. | 5 min Aqua dest.

9. | Eindeckeln mit Vectashield DAPI ,,mounting medium*

Protokoll 5: FISH an Zellpraparationen und Parafinschnitten 2. Tag
Quelle: Modifiziert nach Hamsen 2003
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Um nun die Expression von GFAP oder anderen Proteinen sowie die EGF-Rezeptor-
Amplifikation gleichzeitig in der gleichen Zelle sichtbar zu machen, wurde der FISH
eine Immunfluoreszenzfarbung vorgeschaltet. Die Zytospins wurden gemal dem
Protokoll 1: Immunfluoreszenz an Zellpréparationen geféarbt, jedoch ohne dass eine
Gegenfarbung des Kernes mit 4,6-Diaminidino-2-Phenylindol (DAPI) erfolgte. Zur
Stabilisierung wurden diese Zytospins erneut fur 15 min mit Epimet ,,Solution B*
fixiert. Wéhrend der gesamten Durchfiihrung der FISH mussten die Objekttrédger nun

sorgfaltig vor direkter Lichteinstrahlung geschitzt werden.

+ Rhodamin/Fluorescein

Y Sekundarantikdrper
A Digoxigenin

ll I . I DNA-Sonde

I IIIPatienten-DNA I I | I II I I

Abbildung 5: Schemazeichnung FISH

2.2.5. In-vitro-Versuche zur Bestimmung von Wiederfindungsraten (,,Spiking*-
Versuche)

Um die Tumorzellen aus Vollblut anreichern zu kdnnen, missen die mononukledren
Zellen von den restlichen Bestandteilen des Blutes weitgehend getrennt werden. Hierfur
stehen unterschiedliche Gradienten zur Verfugung, die mittels Zentrifugation die MNC
aufgrund ihrer Dichte abtrennen. Da noch nicht bekannt war, mit welchem Verfahren
sich etwaige zirkulierende Glioblastom-Tumorzellen zuverldssig anreichern lassen,
wurden  Vergleichsversuche mit den Dichtegradienten OncoQuick, Boyant-
Dichtegradient und Ficoll-Gradienten durchgefiihrt. Hierzu wurden errechnete Anzahlen
von Zellen der Zelllinien U373, G112 und A431 in vendsem Vollblut gesunder
Probanden verdinnt (,,Spicken® bzw. ,,Spiken*), um das Vorhandensein von CTC zu
simulieren. Das Blut wurde mittels vendser Punktion mit sterilen Einmal-Monovetten
gewonnen, die EDTA zur Antikoagulation enthielten. Nach der Aufarbeitung tber die
Gradienten wurden Zytospins der gewonnenen MNC Fraktionen angefertigt und bei -80

°C gelagert.
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2.2.5.1. OncoQuick-Zentrifugation

Der OncoQuick-Gradient dient der Anreicherung von CTC aus antikoaguliertem Blut.
Es besteht aus einem sterilen, 50 ml fassenden Laborréhrchen. In diesem sind 20 ml
eines Trennmediums vorgelegt, welches mit einer porésen Trennscheibe (sog. Fritte)
uberlagert ist. Diese kann nun mit bis zu 30 ml Blut Gberschichtet werden und geman
dem unten angegebenen Protokoll aufgearbeitet werden. Laut Herstellerangaben kann
mit diesem Verfahren eine Wiederfindungsrate von ca. 72% erzielt werden. Zur
Bestimmung der Wiederfindungsraten fur Glioblastom-Zelllinien mit dem OncoQuick-
Verfahren wurden 15.000 Zellen der Zelllinie G112 in 15 ml Vollblut eines gesunden
Probanden verdiinnt und wie in Protokoll 6 folgt aufgearbeitet.

Protokoll Aufarbeitung von Vollblut mit OncoQuick
1. | Zentrifuge, Blut, OncoQuick-Rohrchen, und OncoQuick-Puffer auf 4 °C kiihlen
2. | Blut auf 30 ml mit kalter Hanks-Ldsung auffullen und 10 min mit 400 g bei 4 °C

zentrifugieren; bis auf 10 ml abpipettieren und auf 20 ml mit PBS Puffer
auffullen.

3. | Verdinntes Blut in das OncoQuick-Rohrchen geben; 20 min bei 1.600 g und

4°C mit geringer Beschleunigung und ungebremsten Auslauf zentrifugieren.

Uberstand in neues Falcon Réhrchen; auf 50 ml mit OncoQuick-Puffer auffiillen

10 min bei 200 g und 4°C pelletieren; Schritt 4 und 5 wiederholen

Uberstand bis auf 5 ml abpipettieren und Pellet resuspendieren

N o g &

10 pl der Suspension mit 10 pl Trypan blue solution in Mikrotiter Platte
mischen; 10 ul der Mischung in Neubauer Zahlkammer geben und Zellzahl

bestimmen

Protokoll 6: Aufarbeitung von Vollblut mit OncoQuick

Quelle: Modifiziert nach OncoQuick-Gebrauchsanleitung, Greiner Bio-One GmbH

Die in der Suspension gewonnene Zellzahl wurde durch Auszéhlen in der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Es wurden Zytospins mit je der gleichen Zellzahl hergestellt
und bei -80 °C gelagert. Da die Gesamtzellzahl der Suspension bekannt war, konnte die

durchschnittlich zu erwartende Anzahl simulierter CTC je Zytospin berechnet werden.
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Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop, indem die Zytospins
méaanderformig durchsucht wurden.

Zentrifugation @—

9 l:. —
o’ i
;' . A Tumorzellen o, °g—Plasma
Blut s 20, 20,0
:::.'{: ls-a> secst— Tumorzellen und
£ 8% 38— Leukozyten Thrombozyten
L) ‘.‘ .
o '0}.
Filterscheibe =8 ¢ es—Erythrozyten
Trennmedium

—Leukozyten
W Erythrozyten

Quelle: Aus OncoQuick-Gebrauchsanleitung, Greiner Bio-One GmbH

<

Abbildung 6: Schemazeichnung OncoQuick

2.2.5.2. Boyant-Dichtegradient-Zentrifugation

Es wurden auch mehrere Versuche unternommen, Tumorzellen mithilfe des Boyant-
Dichtegradienten aus Vollblut anzureichern. Mit diesem Gradienten wurden bereits in
der Vergangenheit epitheliale Zellen aus dem peripheren Blut von Prostatakarzinom-
Patienten angereichert. Bei in-vitro-Versuchen mit Karzinom-Zelllinien wurden
Wiederfindungsraten von bis zu 90% erreicht. Die Blutbestandteile werden bei diesem
zweischichtigen Gradienten ihrem spezifischen Gewicht entsprechend aufgetrennt. Die
epithelialen Zellen reichern sich nach der Zentrifugation an der Interphasengrenze
zwischen Thrombozyten-haltigen Plasma und der NycoPrep Lésung an und kénnen mit
einer Pipette geborgen werden (Brandt & Griwatz 1996). Bei den hier durchgefuhrten
Versuchen wurden zundchst 15 ml Falcon-Réhrchen fir 2 Stunden mit 1% v/iv
FCS/PBS gesattigt. AnschlieBend wurden 1.000 Zellen der Zelllinie U373 in 5 ml vends

gewonnenem EDTA Vollblut eines gesunden Probanden verdunnt.

Protokoll Aufarbeitung von Vollblut mit Boyant density gradient

3 ml PolymorphPrep in abgeséttigtes 15 ml Falcon-Réhrchen vorlegen

Vorsichtig mit 3 ml NycoPrep Uberschichten
Vorsichtig mit 5 ml EDTA Vollblut Gberschichten

Eal IS A

30 min bei 480 g und RT mit geringer Beschleunigung und ungebremsten
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Auslauf zentrifugieren

Falcon-Rohrchen Gberfiihren und mit gleichen VVolumen PBS auffillen

5. | 3 ml Uberstand, danach 3 mal je 2 ml abpipettieren, in je ein neues 15 ml

6. | Die 4 gewonnenen Fraktionen 15 min bei 300 g und RT pelletieren

7. | Uberstand abpipettieren und je nach Pellet Gr6Re mit PBS resuspendieren

Fraktion bestimmen

8. |10 ul der Suspension mit 10 pul Trypan blue solution in Mikrotiter Platte

mischen; 10 ul der Mischung in Neubauer Zahlkammer geben und Zellzahl je

Protokoll 7: Aufarbeitung von Vollblut mit Boyant density gradient
Quelle: Modifiziert nach Brandt & Griwatz 1996

Es wurden Zytospins der verschiedenen Fraktionen angefertigt, um durch eine

immunzytochemische Féarbung Rickschliisse ziehen zu kdnnen, in welcher Fraktion

sich die Tumorzellen anreichern lassen.

Zentrifugation >

Plasma,
Blut Thrombozyten

Epitheliale Zellen

NycoPrep Monozyten

Lymphozyten
Polymorph- Granulozyten
Prep

Erythrozyten

N

Abbildung 7: Schemazeichnung Boyant density gradient
Quelle: Modifiziert nach Brandt & Griwatz 1996

2.2.5.3. Ficoll-Gradient

Um die Wiederfindungsrate fur die Anreicherung mit Ficoll abzuschétzen, wurden

ebenfalls ,,Spiking-Versuche* durchgeflhrt. Dies ist ein in der Literatur vielfach

beschriebenes Verfahren zur Anreicherung DTC und CTC aus Blut und Knochenmark.

In vergleichenden in-vitro-Versuchen mit Vollblut wurden Wiederfindungsraten von ca.

80% festgestellt (Rosenberg et al. 2002). Bei diesem einschichtigen Gradienten bildet

sich an dem Trennmedium (Ficoll-Paque Plus, Amersham) eine Interphase aus MNC,



die mit einer Pipette geborgen werden. Wieder diente die Zelllinie U373 dazu,

zirkulierende Glioblastom-Tumorzellen zu simulieren. 15 ml EDTA Vollblut wurden

mit 5.000 Zellen dieser Zelllinie versetzt und anschlieend aufgearbeitet.

Protokoll Aufarbeitung von Vollblut mit Ficoll

1. | Blut in 50 ml Falcon Réhrchen geben und auf 30 ml mit kalter Hanks-L6sung
auffillen

2. | 15 min mit 400 g bei 4 °C zentrifugieren

3. | Uberstand bis auf 10 ml abpipettieren und Sediment mit kaltem PBS Puffer auf
30 ml auffullen

4. | 20 ml Ficoll-Paque Plus in ein neues 50 ml Réhrchen vorlegen und sauber mit
dem verdlnnten Sediment (iberschichten

5. | 30 min mit 400 g bei 4 °C zentrifugieren mit ungebremsten Auslauf

6. | Uberstand und Interphase mit MNC Fraktion in ein neues 50 ml Rohrchen
abpipettieren und bis auf 50 ml mit kaltem PBS Puffer auffillen

7. | 10 min mit 400 g bei 4 °C zentrifugieren

8. | Wenn das Sediment makroskopisch eine hohe Anzahl Erythrozyten aufweist,
Uberstand bis auf wenige ml abpipettieren und Erythrolyse durchfiihren; sonst
weiter bei 11.

9. | Zum Sediment 1 ml Erythrolyse Puffer zugeben und 3 min vorsichtig schitteln

10. | Mit PBS Puffer auf 50 ml auffillen und 10 min mit 400 g bei 4 °C
zentrifugieren

11. | Uberstand bis auf wenige ml abpipettieren; je nach Zellzahl auf 5 ml oder 10 ml
mit PBS Puffer auffullen

12. | 10 pl der Suspension mit 10 pl Trypan blue solution in Mikrotiter Platte

mischen; 10 ul der Mischung in Neubauer Zahlkammer geben und Zellzahl

bestimmen

Protokoll 8: Aufarbeitung von Vollblut mit Ficoll-Paque Plus

Auch Dbei diesen Versuchen wurden Zytospins mit protokollierten Zellzahlen

angefertigt. Auf diese Weise konnte nach immonzytochemischen Féarbungen errechnet

werden, wie viele U373 Zellen sich in der erhaltenen Zellsuspension befanden.
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Abbildung 8: Schemazeichnung Ficoll-Gradient

Ficoll

2.2.5.4. Detektionssysteme zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen

Um die Zellen, die vor der Aufarbeitung tber die Gradienten in das Blut eingebracht
wurden, optisch nachzuweisen, kamen unterschiedliche Detektionsmethoden zur
Anwendung. Zweck dieser Untersuchungen war es, die Anzahl der in den
Zellsuspensionen angereicherten, simulierten CTC bestimmen zu kénnen. Somit lieRen
sich Wiederfindungsraten fir Glioblastom-Zellen fir die unterschiedlichen Gradienten
bestimmen und vergleichen. Zum Nachweis wurden Immunfluoreszenzfarbungen (s.
Abschnitt 2.2.3), immunenzymatische Farbemethoden (s. Abschnitt 2.2.6) sowie das
Markieren mit CellTracker™ (Molecular Probes C7025) durchgefiihrt.

CellTracker™ CMFDA  (5-Chloromethylfluorescein  Diacetat) ist ein grin
fluoreszierender Farbstoff, der in lebenden Zellen mit Thiolgruppen Thioether ausbildet
und so die Zellmembran nicht mehr passieren kann. Der Farbstoff wurde in
serumfreiem D-MEM Medium (Gibco) auf eine Konzentration von 1,5 uM verdiinnt.
AnschlieBend wurden die Zellen in der Kulturflasche fir 20 min bei 37°C mit dem
verdunnten Farbstoff inkubiert und fur die ,,Spiking“-Versuche verwendet. Die mit
CellTracker™ markierten Zellen waren dann ohne weitere Farbung unter dem

Fluoreszentmikroskop sichtbar.
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2.2.6. Immunenzymatischer Nachweis mit alkalischer Phosphatase

Bei Tumoren epithelialen Ursprungs ist seit langem die immunzytochemische Farbung
von disseminierten Zytokeratin-positiven Tumorzellen im Knochenmark mit I6slichen
alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase ~ (APAAP) Immunkomplexen
bekannt (Pantel et al. 1994). Hierbei wird der monoklonale Maus-Antikérper A45-B/B3
(lg Gi) als primdrer Antikorper eingesetzt, der gegen verschiedene humanen
Zytokeratine gerichtet ist. Da die Immunglobuline des APAAP Immunkomplexes
ebenfalls von Mausen stammen, ist es mdglich, diese Immunkomplexe Uber einen
Brickenantikorper mit dem Primarantikorper nicht-kovalent zu verbinden. Dieser
Briickenantikdrper (Dako Z0259) ist gegen Maus-Immunglobuline gerichtet und wird in

Kaninchen hergestellt.

In den vorliegenden Versuchen wurden die Zytospins jedoch mit einem polyklonalen
anti-GFAP-Antikorper vom Kaninchen (Dako Z0334) als Primérantikorper inkubiert.
Eine Kopplung des APAAP Komplexes an den Primarantikérper mittels eines
Brickenantikdrpers war also nicht mdglich. Stattdessen wurde zum Nachweis ein
Envision™ System (Dako K4017) verwendet. Dies ist ein mit alkalischer Phosphatase
markiertes Dextran-Polymer, das mit einem Gemisch aus anti-Maus / anti-Kaninchen
Immunglobulinen der Ziege konjugiert ist. Eine endogene alkalische Phosphatase-
Aktivitat von Leukozyten, wie sie in der Literatur beschrieben ist, wurde durch Zugabe
von Levamisol zur Substrat Losung unterdrickt (Gower et al. 1985). Nach
Visualisierung mit der Neufuchsin-Substrat-Lésung konnten die Zytospins mit dem
Automated Cellular Imaging System ACIS (ChromaVision Medical System) auf das
Vorhandensein bzw. die Anzahl der simulierten GFAP-positiven CTC untersucht

werden.
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Abbildung 9: Schemazeichnung Immunzytochemie

Protokoll GFAP — alkalische Phosphatase Immunzytochemie

1. | Objekttrager 30 min bei RT auftauen lassen; auswickeln; mit Dako Pen
umkreisen

2. | Fixierung: 1ml Epimet Solution B 1 min bei 13.000 g zentrifugieren; 135 ul aus
dem Uberstand in 10 ml PBS Puffer (Gibco) verdiinnen; Hiervon 200-300 pl je
OT fir 15 min in feuchter Kammer

3. | 2mal 3 minin IXTBST Puffer waschen

4. | 20 min Dako Protein Blocking

5. | Protein Blocking abkippen

6. [30 min mit mind. 120 pl Primdr Antikorper inkubieren (in Dako
Verdunnungsmedium (S2022)); danach 3 mal 3 min in IXTBST Puffer waschen

7. | 20 min mit Envision™ (Dako K 4017) inkubieren; danach 3 mal 3 min in
IXTBST Puffer waschen

8. |20 min mit unmittelbar zuvor hergestellter Neufuchsin Substrat Lésung
inkubieren

9. | 3mal 3 minin 1XTBST Puffer waschen

10. | Kerngegenfarbung mit Hamalaun

11. | Mit Glyzergel eindeckeln

Protokoll 9: GFAP — alkalische Phosphatase Immunzytochemie

2.2.7. Mikromanipulation

Um GFAP-positive Zellen in den Zytospins hinsichtlich ihrer molekularbiologischen

Eigenschaften weiter untersuchen zu konnen, sollten einzelne dieser Zellen von den
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restlichen MNC des Blutes isoliert werden. Bei diesem Verfahren wurden Zytospins
gemal dem unter Abschnitt 2.2.6 aufgefiihrten Protokoll immunzytochemisch gefarbt.
Anders als dort beschrieben, erfolgte jedoch keine Fixierung der Zellen zu Beginn und
keine Kernfarbung nach der Féarbung. Die Zellen und die in ihnen enthaltene DNA
sollten derart flr eine anschlieBende CGH (Komparative Genomische Hybridisierung)-
Analyse weitestgehend unbeschadigt bleiben. Zu diesem Zweck wurde ebenfalls ein
anderes Substrat der alkalischen Phosphatase verwendet. Die hier verwendete
BCIP/NBT-Substratlésung wurde kurz vor Gebrauch gemaR der unter Abschnitt 2.1.5
angegebenen Anleitung angesetzt, mit Vorsatztfilter filtriert und fur 10 Minuten
inkubiert. Danach wurden Substratrickstande mit 1xPBS Puffer entfernt und die
Zytospins mit 1XPBS Puffer feucht gehalten.

Unter dem Inversionsmikroskop (Axiovert, Zeiss) wurde der Erfolg der GFAP-Farbung
anhand der Positivkontrolle U373 kontrolliert. Da fiir die Mikromanipulation kein
Deckglas verwendet wird, war es erforderlich, die Objekttrager stets feucht zu halten.
Die GFAP-positiven Zellen konnten nun mit einer 45° abgeschragten 40 pm
Durchmesser Kapillare (Custom Tip Type Ill, Eppendorf) von den umgebenden MNC
gelost, mit Hilfe des TransferMan NK2 (Eppendorf) angesogen und in ein steriles 200
pl Eppendorf Tube tberfiihrt werden. Hierzu wurde ein Reservoir von 10 pl DNAse-
freiem A. dest. (PCR-grade) auf die Innenseite des Deckels des Reagenzgefalies
vorgelegt, welches die Zelle aufnimmt. Die Zellen wurden umgehend und gekihlt an
Frau Dr. S. Langer vom Institut fir Humangenetik im Klinikum Rechts der Isar der
Technischen Universitdt Minchen (Direktor: Univ. Prof. Dr. med. T. Meitinger)

versendet. Dort wurden die Zellen zur CGH weiterbearbeitet.

2.2.8. Komparative Genomische Hybridisierung CGH

Bei der CGH wird eine zu testende DNA mit der gleichen Menge normaler Referenz-
DNA vergleichend (komparativ) mit Metaphasenchromosomen hybridisiert. Mit diesem
zytogenetischen Untersuchungsverfahren lassen sich unbalancierte Zugewinne (gains)
und Verluste (losses) an genetischer Information nachweisen. Die zu testende DNA
wird dazu mit einem Fluorochrom des einen Spektrums (meist Fluoreszein also Griin),

die normale Referenz DNA mit einem Fluorochrom eines anderen Spektrums (meist
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Rhodamin also Rot) markiert. Durch Fluoreszenzmikroskopie und digitale
Bildverarbeitung konnen dann DNA-Zugewinne und -Verluste auf chromosomaler
Ebene evaluiert werden. Die Emissionintensitaten der beiden Fluorochrome werden
gemessen und ins Verhaltnis gesetzt. Da bei diesem Verfahren nur der DNA Gehalt im
Vergleich zur normalen DNA gemessen wird, werden balancierte Mutationen und
Polyploidie nicht erfasst. Deletionen werden dabei ab einer GroRe von 8,3 Mb auf
Einzelzell-Niveau, Amplifikationen bereits bei geringeren Grofien detektiert. Die DNA-
Menge der einzelnen Zellen, die an das Institut fur Humangenetik der Technischen
Universitat Minchen versendet wurden, musste dort vor der CGH durch eine WGA
(Whole Genome Amplification) deutlich erhéht werden (Fiegler, et al. 2006). Ergebnis
dieser CGH ist dann ein DNA-Profil auf Einzelzell Niveau, das tumorspezifische
Deletionen bzw. Amplifikationen mit ihrer Lokalisation auf dem entsprechenden

Chromosom sichtbar macht.

Refferenz DNA Tumor DNA

710 LN
Fluoreszenz
-markierung ‘,__I\/erlust Zugewinn
. . = =10l
T T 5 é |
N 2 = B
Hybridisierung i \
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L] .
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Metaphasenchromosom CGH-Profil

Abbildung 10: Schemazeichnung CGH

2.2.9. Zellseparation mit ferromagnetischen Antikdrpern

Es wurden zusétzlich zu der bereits erwédhnten Zellseparation Uber Dichtegradienten
Versuche unternommen, die Konzentration moglicher CTC in den gewonnenen
Zellsuspensionen zu steigern. Nach der Aufarbeitung von Blutproben (10 ml) mit Ficoll
ergab sich im Durchschnitt eine Gesamtzellzahl von (iber 10’ MNC. Einzelne CTC in

dieser Anzahl an Zellen mit Immunfarbungen zu markieren und zu identifizieren, ist
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daher ein sehr zeit- und kostenintensives Unterfangen. Es sollte daher ein Verfahren
getestet werden, mit dem sich die Untersuchung von Patientenblut beschleunigen und

verfeinern lieRe.

Hierzu liefert die Markierung der CTC mit ferromagnetischen Antikorpern
Losungsansatze. Nachdem mit dem Ficoll-Gradienten eine Zellsuspension gewonnen
wird, die entweder CTC oder Zelllinien-Zellen enthélt, kénnen diese mit magnetischen
Antikdrpern markiert und in einem Magnetfeld separiert werden. Hierbei werden die
CTC oder Zelllinien-Zellen in der Suspension zundchst mit Primarantikdrpern gegen
GFAP bzw. EMMPRIN markiert. Die Antikorper sollen dabei mit der gleichen
Konzentration wie fur die Immunfluoreszenz eingesetzt werden. Danach wird ein
zweiter Antikorper hinzugegeben, der gegen den Primérantikorper gerichtet ist. Dieser
Sekundarantikorper ist mit 50 nm messenden, paramagnetischen Partikeln konjugiert,
sogenannten Microbeads. L&sst man nun die Zellsuspension Uber eine MACS®-Saule
laufen, die sich in einem starken Magnetfeld befindet, so werden die zuvor markierten
Zellen in der Saule zurlickgehalten, die Gbrigen hingegen kdnnen die Sédule passieren
und werden mit einem geeigneten GefaR aufgefangen. Man erhdlt die so genannte
Negativfraktion, die aus unmarkierten Leukozyten besteht. Entfernt man den Magneten,
der die S&ule umgibt, so lassen sich die markierten Zellen mit einem Puffer eluieren.
Man erhdlt die so genannte Positivfraktion, die idealerweise hauptsachlich aus zuvor
markierten Zellen besteht. Damit erreicht man eine derart geringe Zellzahl, die nur noch
die Untersuchung eines Objekttragers erforderlich macht bzw. die Untersuchung
groRerer Blutvolumina bei geringerem Aufwand ermdoglicht. Das genaue Vorgehen nach

Empfehlungen der Firma Miltenyi Biotech ist im folgenden Protokoll erléutert.

Protokoll - MACS® Zellseparation mit anti-CD147 (EMMPRIN) bzw. anti-GFAP
1. Eine bestimmte Zellzahl U373 in 10 ml EDTA Vollblut eines Probanden

verdinnen und nach Protokoll Ficoll-Paque Plus Schritte 1 bis 10 aufarbeiten.

2. | Pellet in 4 ml PBS Puffer resuspendieren und in ein 15 ml Falcon Rohrchen

Uberfihren.

3. | 4 ml 8% Paraformaldehyd vorsichtig dazugeben. Fir 30 min bei 4 °C fixieren.

4. | 10 min bei 500 g und 4 °C zentrifugieren. Uberstand verwerfen, Pellet in 1 ml
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PBS resuspendieren.

5a. | Dazu so viel anti-CD147 das insgesamt in der 1 ml Suspension eine
Verdinnung von 1:300 erreicht wird. Fir 10 min inkubieren bei 4 °C (gleiche
Konzentration wie bei Immunfluoreszenzfarbung).

5b. | Dazu so viel anti-GFAP das insgesamt in der 1 ml Suspension eine Verdiinnung
von  1:100  erreicht wird (gleiche = Konzentration  wie  bei
Immunfluoreszenzfarbung)

6. | Mit 2 ml Auto MACS® Puffer versetzen und bei 500 g und 4 °C fir 10 min
zentrifugieren.

7. | Uberstand verwerfen und Schritt 6 wiederholen.

8a. | Pellet in 160 ul Auto MACS® Puffer resuspendieren. 40 ul Rat-anti-Mouse
Microbeads dazu und fiir 15 min bei 4 °C inkubieren.

8b. | Pellet in 160 pul Auto MACS® Puffer resuspendieren. 40 ul Goat-anti-Rabbit
Microbeads dazu und fiir 15 min bei 4 °C inkubieren.

9. | Mit 2 ml Auto MACS® Puffer versetzen und bei 500 g und 4 °C fir 10 min
zentrifugieren.

10. | Pellet in 1 ml Auto MACS® Puffer resuspendieren.

11. | LC-S&ule mit blauer Spritzenkanile versehen, im Magneten platzieren und 500
pl Auto MACS® Puffer vorlegen und durchlaufen lassen.

12. | Die 1 ml Zellsuspension darauf geben und unter der Saule mit 15 ml
Falconréhrchen wieder aufnehmen. Insgesamt 3 Mal mit500 pl Auto MACS®
Puffer nachspulen. Die gesammelten 2,5 ml entsprechen der Negativfraktion.

13. | LC-Séule aus dem Magneten entfernen, ohne Kaniile in ein 2 ml Eppendorf
Laborrohrchen stellen und 1ml Auto MACS® Puffer und leichtem
Stempeldruck die Positivfraktion auspressen.

14. | Zwei Zytospins der Positivfraktion anfertigen, davon eines fir die
Negativkontrolle.

15. | Die Zytoypins konnen jetzt wie gewohnt nach dem Protokoll fir die

Immunfluoreszenz gefarbt werden.

Protokoll 10: MACS®-Zellseparation
Quelle: Modifiziert nach Miltenyi Biotech
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Abbildung 11: MACS® Zellseparation

2.2.10. Untersuchung von Patientenmaterial

2.2.10.1. Untersuchung von Gewebeschnitten

Vom Institut fur Neuropathologie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf
(Direktor: Univ. Prof. Dr. M. Glatzel) wurden Gewebeschnitte der jeweiligen
Primartumore bezogen. Am dortigen Institut waren die Primdrtumore bereits
hinsichtlich der Expression der Proteine GFAP, Ki-67 und P53 beurteilt worden.
Zusatzlich zu den routineméRigen Untersuchungen sollte anhand der (iberlassenen
Gewebeschnitte eine Expression von EMMPRIN und des EGF-Rezeptors sowie eine
Amplifikation des EGFR-Gens uberprift werden. Dies geschah mit dem Ziel,
zirkulierende GFAP-positive Zellen uber diese Marker zusétzlich charakterisieren zu
konnen und bei ihnen &hnliche molekularbiologische Eigenschaften wie im
Primértumor nachweisen zu konnen. Hierbei konnte jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass sich etwaige CTC aufgrund der Heterogenitat des Primartumors auch von

der Mehrzahl der Primartumor-Zellen unterscheiden kénnen.

2.2.10.1.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Paraffinschnitten

Fir die Untersuchung der Gewebeschnitte auf Amplifikation des EGFR-Gens wurden
ebenfalls Digoxigenin-11-dUTP markierte Klone des PAC RP5-1091E12 (P1 derived
artificial chromosome) (NCBI Acc. No. AC006977) verwendet. Der Ansatz dieser

DNA-Sonde folgte der gleichen Vorgehensweise, wie sie schon im Abschnitt 2.2.4
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beschrieben wurde. Da es sich um in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte handelte,
mussten die Arbeitsschritte vor der Hybridisierung in leicht verdnderter Form
durchgefuhrt werden. So musste eine Vorbehandlung mit 0,3 g/ml Natriumbisulfit
erfolgen sowie eine hohere Konzentration von 250 pg/ml an Proteinase K zum
Gewebsverdau eingesetzt werden. Am Tag nach der Hybridisierung konnte so verfahren
werden, wie schon bei der FISH an Zellpréparationen beschrieben (s. Abschnitt 2.2.4).

Protokoll Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Parafinschnitten
1. Tag
Erhitzen der Schnitte fir 2 Std. auf 60 °C

2 mal 15 min in Xylol zum Deparaffinieren

2 mal 5 min in 100% Ethanol; danach 10 min trocknen

15 min 0,3 g/ml Natriumbisulfit bei 45 °C

10 Sek. in 2x SSC Puffer bei RT

45 min 250 pg/ml Proteinase K bei 45 °C

10 Sek. in 2x SSC Puffer bei RT

Je 2 min 70%, 90% und 100% Ethanol bei RT; danach 10 min trocknen

© X N o g & W N

10 min bei 75 °C denaturieren
2 min 70% eiskalter Ethanol; danach je 2 min 70%, 90% und 100% Ethanol bei
RT

Mindestens 10 min bei 37 °C trocknen und vorwéarmen

-
©

-
=

[EY
N

10 pl Probe pro OT aufgeben, luftblasenfrei eindecken und mit Fixogum
versiegeln

13. | Uber Nacht bei 37 °C hybridisieren

Protokoll 11: FISH an Parafinschnitten 1. Tag
Quelle: Modifiziert nach Hamsen 2003

2.2.10.1.2 EMMPRIN und EGFR Immunhistochemie

Fur die Untersuchung der Primartumore auf eine Expression von EMMPRIN sowie des
EGF-Rezeptors wurden immunhistochemische Férbungen mit Diaminobenzidin DAB
vorgenommen. Dabei wurden die gleichen Primérantikbrper wie bei der

Immunfluoreszenz verwendet, jedoch in einer starkeren Verdunnung (anti-CD147 von
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BD Bioscience 1:2.000; anti-EGFR von Dako 1:100). AnschlieBend wurden die
Gewebeschnitte mit einem EnVision™ System (Dako) inkubiert, welches an die
priméren Antikorper bindet. Bei diesem Reagenz handelt es sich um ein mit Peroxidase
konjugiertes Dextranpolymer, das Antikoérper gegen Kaninchen- bzw. Maus-
Immunglobuline enthélt. Wasserstoffperoxid dient der Peroxidase als Substrat.
Freiwerdende Protonen oxidieren nachfolgend das zuvor farblose Chromogen
Diaminobenzidin. Bei der Oxidation entsteht ein braunes, in wassrigen oder
organischen Ldsungsmitteln, unldsliches Prazipitat. Mit diesem Chromogen kann aber
auch die Aktivitat von endogenen Peroxidasen in Peroxisomen und Mitochondrien
sichtbar gemacht werden. Daher muss eine solche endogene Peroxidaseaktivitit vor
Zugabe des Chromogens durch H,O, Block (Dako S 2023) unterdriickt werden.

Protokoll Diaminobezidin DAB Immunhistochemische Farbung an Gewebeschnitten

1. Schnitte fiir 30 min — 60 min bei 65 °C im Glasstéander heizen

2. 2 mal 10 min in Xylol stellen

3. Je 2 mal 20 Sek. in absteigender Ethanolreihe 100%, 96%, 80%; danach in
Aqua dest. Stellen

4. Fur EMMPRIN-Farbung: Schnitte in Plastikkivette 20 min bei 800 W in Dako
Target Retrieval Solution in der Mikrowelle kochen; Pufferstand bei Bedarf

nachfillen, danach 10 min abkihlen lassen

4. Fur EGFR-Férbung: Schnitte mit Proteinase-K (Dako S3200) (1:2 mit Aqua

dest. verdiinnt) fur 6 min Gewebsverdau; danach 5 min in Aqua dest. stellen

3 min in 1XTBST Puffer waschen

5 min H,0O, Block (Dako S 2023) in feuchter Kammer

3 min in IXTBST Puffer waschen

Fir EMMPRIN-Farbung: 30 min mit anti-CD147 (BD Biosciences) inkubieren

Fir EGFR-Farbung: bei 4°C uber Nacht mit anti-EGFR (Dako) inkubieren

©| © @© N o O

3 mal 3 min in IXTBST Puffer waschen

10. | 15 min Envision™ (Dako K 5007A)

11. | 3 mal 3 minin IXxTBST Puffer waschen

12. | 1 Teil Losung Dako K5007C in 50 Teilen Lésung Dako 5007B verdinnen;
damit Schnitte 1 min - 5 min je nach Farbumschlag inkubieren
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13. | In Aqua dest. spulen; danach Kerngegefarbung mit Hamalaun

14. | je 2 mal 20 Sek. in 80%, 96% Ethanol; 2 mal 2 min 100% Ethanol, 2 mal 2 min
Xylol; mit Eukitt eindeckeln

Protokoll 12: DAB Immunhistochemische Farbung an Gewebeschnitten

2.2.10.2.Untersuchung der Blutproben von Patienten (Zytospins)

Die technische Durchfuhrbarkeit der Anreicherung aus dem Blut sowie der
unterschiedlichen Nachweisverfahren fur zirkulierende Glioblastom-Tumorzellen wurde
in den umfangreichen Vorversuchen gezeigt. Die asservierten Zytospins der Patienten
wurden nun mit den oben beschriebenen Farbungen auf das Vorhandensein GFAP-
positiver Zellen untersucht. Ein Teil der Zytospins wurde wie unter Abschnitt 2.2.6
eingehend erldutert mit einer immunzytochemischen Farbung mit anti-GFAP (Dako
Z334) und alkalischer Phosphatase bearbeitet. Die Auswertung erfolgte hier mit dem
Automated Cellular Imaging System (ACIS, ChromaVision).

Der Uberwiegende Teil der Zytospins wurde mit anti-GFAP (Dako Z334) und
sekundaren Fluorochrom-gekoppelten Antikdérpern, wie ausfuhrlich unter Abschnitt
2.2.3 besprochen, gefarbt. Die Entscheidung fir die Immunfluoreszenz als
Hauptuntersuchungsmethode wurde getroffen, da die Immunfluoreszenz im Gegensatz
zur Immunzytochemie den Vorteil bot, mittels Doppelfarbungen GFAP-positive Zellen
weiter zu charakterisieren. Hierzu wurden die Zytospins zusatzlich auf p53-,
EMMPRIN- und EGFR-positive Zellen durchsucht. Wies der Primartumor in den
histopathologischen Untersuchungen zu einem hohen Anteil eine Expression von p53
auf, so wurden die Zytospins mit einer Doppelfarbung durch anti-GFAP- und anti-p53-
Antikorper gefarbt. Im Anschluss wurden die Zytospins am Fluoreszenzmikroskop auf
GFAP-positive Zellen untersucht, die gleichzeitig eine nukledre Akkumulation von p53
aufwiesen. Analog wurden Zytospins mit einer Doppelféarbung anti-GFAP und anti-
EGFR geféarbt, wenn der Primértumor zu einem hohen Anteil den EGF Rezeptor
exprimierte. Fur den Fall, dass der Primartumor weder p53 noch EGFR exprimierte,
wurden die Zytospins mit einer Doppelfarbung unter Einsatz von anti-GFAP- und anti-
CD147 (EMMPRIN)-Antikorper untersucht. Bei zwei der Primértumore zeigte sich in
der FISH eine deutliche Amplifikation des EGFR-Gens. Zytospins dieser Patienten
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wurden im Anschluss an eine anti-GFAP Fluoreszenzfarbung einer FISH mit einer
EGFR-Gen-Sonde unterzogen. Hiermit wurde versucht, eine EGFR-Amplifikation in
GFAP-positiven Zellen des peripheren Blutes nachzuweisen. Ein solcher Nachweis
wirde als starker Hinweis fir das Vorliegen zirkulierender Glioblastom-Tumorzellen

gewertet werden.

Mit diesen Verfahren wurden alle MNC, die aus 10 ml Vollblut der Patienten gewonnen
wurden, untersucht. Insgesamt wurden bei den zw6lf Patienten-Blutproben 1,49 x 108
MNC von den restlichen Blutbestandteilen separiert. Hiervon wurden 1,33 x 10’ Zellen
immunzytochemisch auf GFAP-positive Zellen untersucht, zusatzliche 2,8 x 10° Zellen
dienten als  Negativkontrollen.  Weitere 1,16 x 10®  Zellen  wurden
Immunfluoreszenzfarbungen unterzogen und manuell am Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Hier wurden zusétzlich 1,54 x 10’ Zellen als Negativkontrollen

ausgewertet.

Der Patient Nummer 3 wies in allen Farbungen die héchste Anzahl GFAP-positiver
Zellen auf. Zytospins dieses Patienten wurden, wie genau unter Abschnitt 2.2.7
erlautert, immunenzymatisch gefarbt. Unter 2,8 x 10° Zellen fanden sich hier 16 GFAP-
positive Zellen. Es gelang, 12 dieser GFAP-positiven Zellen mittels Mikromanipulation
zu isolieren und diese Zellen einzeln in 200 pl Eppendorf Reagenzgefale zu tberfihren.
Zum Transport wurden diese Zellen in einem Tropfen von 10ul DNAse-freiem A. dest.
(PCR-grade) transferiert und gekuhlt an das Institut fir Humangenetik im Klinikum
Rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen (Direktor: Univ. Prof. Dr. med.
Thomas Meitinger) verschickt. An diesem Institut wurde dann eine WGA (Whole
Genome Amplification) der DNA dieser Zellen durchgefuhrt, welche anschlieBend in
einer eine CGH-Analyse naher charakterisiert werden konnte. Derart war es moglich,
ein CGH-Profil einzelner GFAP-positiver Zellen des peripheren Blutes zu generieren.
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3. ERGEBNISSE
3.1. ERGEBNISSE DER VORVERSUCHE

3.1.1. Charakterisierung der Zelllinien

Wahrend der Vorversuche wurden verschiedene Zelllinien auf die Expression
Glioblastom-typischer Proteine untersucht. Es wurde nach einer Zelllinie gesucht, in der
sich eine gleichzeitige Expression der Proteine GFAP, p53, EMMPRIN und EGF-
Rezeptor nachweisen lasst. Hierzu wurden Immunfluoreszenzfarbungen an allen
Zelllinien durchgefuhrt. Fur die Beurteilung der Expression wurden folgende Kriterien
festgelegt:
Negativ ( -) 0% der Zellen zeigen eine Expression des Antigens
Schwach positiv ( +) weniger als 50% der Zellen zeigen eine starke
Expression, oder mehr als 50% der Zellen zeigen eine
schwache Expression

MaRig positiv (+ +) zwischen 50% und 90% zeigen eine starke
Expression

Stark positiv (+ + +) uber 90% der Zellen zeigen eine starke Expression

Charakterisierung von Zelllinien durch Immunfluoreszenz

Zelllinie GFAP p53 EMMPRIN EGFR Ki-67
U373 +++ +++ +++ - +++
G22 + ++ +++ - +

G44 + - +4++ +++ +++
G112 +++ ++ +4++ - +++
G140 + +++ +4++ - +++
G169 + + +4++ - ++
A431 + +++ +++ ++ + ++ +

(-) = negativ; (+) = schwach positiv; (++) = maBig positiv; (+++) = stark positiv

Tabelle 8: Charakterisierung von Zelllinien

Ziel war es, unter Verwendung von Zelllinien das Vorhandensein von zirkulierenden
GFAP-positiven Zellen im Blut bei in-vitro-Versuchen zu simulieren. Um hierbei

Wiederfindungsraten bestimmen zu konnen, war eine konstante Expression von GFAP
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durch moglichst alle Zellen dieser Zelllinie eine notwendige Voraussetzung. Bei diesen
Versuchen sollten auch Doppelnachweismethoden eingesetzt werden. Daher sollte eine
Zelllinie ausgewahlt werden, die eine konstante Expression von GFAP und zusétzlich
eine Expression der weiteren Proteine zeigte. Die Zelllinien G112 und U373 weisen
eine starke Expression von GFAP auf, der Anteil der Zellen, die dartber hinaus eine
nukledre Akkumulation von p53 zeigen, war bei der Zelllinie U373 jedoch htéher. Daher
wurde fir die ,,Spiking-Versuche® vornehmlich die Zelllinie U373 verwendet.
Weiterhin  konnte in keiner der Glioblastom-Zelllinien eine gleichzeitige
Uberexpression von EGF-Rezeptor und p53 beobachtet werden. Lediglich die Zelllinie
G44 exprimiert vermehrt den EGF-Rezeptor. Eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
zeigte eine leichte Amplifikation des EGFR-Gens mit durchschnittlich 2,6 Kopien pro
G44-Zelle (83 Signale bei 32 ausgezahlten Zellen). Aufgrund der lediglich leichten
EGFR-Amplifikation und einer schwachen Expression von GFAP konnte sie daher
nicht fiir die ,,Spiking-Versuche* verwendet werden. Als Positivkontrolle fur EGFR
Uberexpression bzw. Amplifikation wurde deshalb die Epidermoidkarzinom-Zelllinie
A431 eingesetzt. In der Literatur ist eine deutliche EGFR-Amplifikation von ca. 30
Kopien pro A431-Zelle beschrieben (Merlino et al. 1984). Diese Ergebnisse konnten
mit einer FISH bestatigt werden. Interessanterweise weist diese Zelllinie dartiber hinaus
in der Immunfluoreszenz eine amorphe, teils granuldre, schwache zytoplasmatische

Expression von GFAP auf.

3.1.2. Anreicherung der Tumorzellen tGber Dichtegradienten-Zentrifugation

3.1.2.1. OnkoQuick

Fiir ,,Spiking-Versuche® mit dem OncoQuick-Gradienten wurde die Zelllinie G112
verwendet. Mit diesem Verfahren lieR sich jedoch nur ein geringer Anteil der in 15 ml
Vollblut verdunnten Zellen wiederfinden. Die Zellsuspension, die nach Aufbereitung
uber den OncoQuick-Gradienten gewonnen wurde und MNC wie G112-Zellen enthielt,
war sehr zellarm. Dies wére insofern von Vorteil, dass nur eine geringe Zellzahl bzw.
Anzahl an Objekttrdgern pro Patient untersucht werden musste. Die Zytospins der
gewonnenen Zellsuspension wurden mit Immunfluoreszenzfarbungen auf die
Héufigkeit von GFAP- bzw. EMMPRIN-positiven Zellen untersucht. Es wurde jedoch
lediglich eine maximale Wiederfindungsrate von ca. 10% erzielt (1.464 Zellen von
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ursprunglich 15.000 eingesetzten G112-Zellen). Diese geringe Wiederfindungsrate l14sst
sich zu einem Anteil damit erkléren, dass die Zellsuspensionen nach der Zentrifugation
eine hohe Anzahl an Thrombozyten enthielten. Dies verminderte die Haftung der Zellen
an den Objekttragern und hatte einen flachenhaften Verlust von Zellmaterial wahrend
der Farbungen zur Folge. Deshalb wurde diese Methode nicht zur Aufbereitung von
Patientenblut verwendet.

3.1.2.2. Boyant-Gradient

Fur die Bestimmung von Wiederfindungsraten von zirkulierenden Gliomzellen mit dem
Boyant-Gradienten wurde die Zelllinie U373 eingesetzt. Da nicht bekannt war, in
welchem Bereich des Gradienten sich Tumorzellen glialen Ursprungs anreichern lassen
wirden, wurde bis auf das Erythrozytensediment der gesamte Gradient in einzelnen
Fraktionen untersucht. Zytospins der einzelnen Fraktionen wurden immunzytochemisch
mit anti-GFAP (Dako) und alkalischer Phosphatase geféarbt (Versuch A). Alternativ
wurden die Zellen vor Einbringen in das Probanden-Blut mit CellTracker™ markiert,
und anschlieBend wurden die einzelnen Fraktionen mit dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht (Versuch B). Bei beiden Versuchsanordnungen (A und B) zeigte sich eine
Verteilung der U373-Zellen auf viele Fraktionen. Lediglich die obersten 3 ml klaren
Uberstandes waren frei von U373-Zellen. In einem weiteren Versuch wurden dann
U373-Zellen in DMEM Medium anstatt in Vollbut verdinnt (Versuch C). Hierbei
konnte die Bestimmung der Zellzahl nach Aufarbeiten mit dem Gradienten in einer
Neubauer Z&hlkammer erfolgen, da die gewonnene Zellsuspension ausschliellich
U373-Zellen enthielt. Es wurden 84% der Zellen im Bereich der Grenze zwischen
Medium- und Gradienten-Flussigkeit gefunden. Eine solche scharfe Trennung der
U373-Zellen von den Blutbestandteilen lieR sich aber nicht erzielen. Wie in Abbildung
12 ersichtlich zeigte sich in den Versuchsanordnungen A und B vielmehr eine relativ
homogene Verteilung der eingesetzten U373-Zellen Uber den Gradienten. Es wird
angenommen, dass das Dichteverhéltnis des Gradienten fur den Versuch, Tumorzellen
glialen Ursprungs aus Blut zu isolieren, unginstig ist. Weiterhin kam es auch bei
diesem Gradienten zu flachigen Zellverlusten bei der Farbung der Zytospins. Dies
wurde wie beim OncoQuick-Gradienten auf die hohe Anzahl von Thrombozyten in den

angereicherten Zellfraktionen zurtickgefiihrt. Es war ebenfalls unglnstig, dass die
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Fraktionen, die eine hohe Anreicherung von U373-Zellen erbrachten, gleichzeitig sehr
zellreiche Fraktionen waren. Dies wirde die Untersuchung grof3er Zellzahlen und damit
Objekttréagern erfordern, obwohl nur ein Volumen von 5 ml Blut eingesetzt wirde. Im
Versuch A bedeutet dies eine Untersuchung von ca. 10" Zellen, um eine
Wiederfindungsrate von 27% (14% + 13%) in den beiden mittleren Fraktionen zu
erzielen. Aus den o.a. Griinden kam der Boyant-Gradient fir die Untersuchung von

Patientenblut daher ebenfalls nicht zum Einsatz.

Boyant-Gradient GFAP-AP-ICC CellTracker™ Neubauer Zahlkammer
Versuch A Versuch B Versuch C
i O g 0%
8- 8-
6 Uh o - - 29%
6- g J e - 84%
4ml 13%
‘- - - 3T% 6%
2ml 4%
. _/
Anzahl U373: 1.000 1.500 250.000
Verdlnnt in: 5 ml Vollblut 5 ml Vollblut 5 ml Medium (Gibco)
Féarbung: GFAP-alkalische CellTracker™ Trypan blue
Phosphatase
Auswertung: Durchlicht-Mikroskop | Fluoreszenz-Mikroskop | Neubauer Zahlkammer
Wiederfindungsrate: | 31% 66% ~90%

Abbildung 12: Wiederfindungsraten Boyant density gradient

3.1.2.3. Ficoll-Gradient

Ob sich Tumorzellen glialen Ursprungs mit dem Ficoll-Gradienten anreichern lassen,
war ebenfalls nicht bekannt. Zur Bestimmung von Wiederfindungsraten wurden erneut
»Spiking-Versuche® mit der Zelllinie U373 durchgefiihrt. Die angefertigten Zytospins
wurden mit anti-GFAP (Dako) inkubiert und anschlieBend erfolgte die chromogene
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Visualisierung mit alkalischer Phosphatase. Die derart bearbeiteten Zytospins konnten
am Automated Cellular Imaging System ACIS (Chroma Vision) ausgewertet werden.
Fur dieses Verfahren wurde eine Wiederfindungsrate von 67% bestimmt. Alternativ
wurden Wiederfindungsraten mit Immunfluoreszenzfarbungen von anti-GFAP(Dako)
(79%), anti-GFAP (Molecular Probes) (ca. 40%), anti-GFAP (Dako) und anti-p53
(Calbiochem) (ca. 75%), anti-GFAP (Dako) und anti-EMMPRIN (BD Biosciences) (ca.
80%) bestimmt.

CellTracker™ durchgeflhrt. Hierbei konnten bis zu 83% der Zellen wiedergefunden

Weiterhin wurde ein Versuch mit dem Fluoreszenzfarbstoff

werden. Bei Versuchen zur Optimierung der Anreicherung mit dem Ficoll-Gradienten
wurden ebenfalls Zytospins der zu verwerfenden Uberstande angefertigt. Bei der
Untersuchung des Uberstandes der Hank’s Solution konnten nach der Zentrifugation
einige U373-Zellen (8,5% der eingesetzten Zellen) entdeckt werden. Die Dauer der
Zentrifugation nach Zugabe von Hank’s Solution wurde daher von 10 auf 15 Minuten

erhoht.

Ficoll-Gradient GFAP-AP-ICC GFAP-IF CellTracker™
67 % 79 % 83 %
<1% <1% 2%
Anzahl U373: 5.000 5.000 3.000
Verdunnt in: 15 ml Vollblut 15 ml Vollblut 15 ml Vollblut
Féarbung: GFAP-alkalische GFAP CellTracker™
Phosphatase Immunfluoreszenz
Auswertung: Automated Cellular | Fluoreszenz-Mikroskop | Fluoreszenz-Mikroskop
Imaging System ACIS
(Chroma Vision)
Wiederfindungsrate: | 67% 79% 83%

Abbildung 13: Wiederfindungsraten Ficoll-Gradient
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3.1.2.4. Vergleich der Ergebnisse

Im Vergleich der Gradienten konnten mit dem Ficoll-Gradienten die hochsten
Wiederfindungsraten erzielt werden. Die Anreicherungsraten von Glioblastom-Zellen
waren hoher, wenn eine Detektion der Glioblastom-Zellen mit Hilfe der
Immunfluoreszenz durchgefiihrt wurde als wenn eine chromogene Detektion der
Glioblastom-Zellen erfolgte. Die meisten Zellen konnten durch Markierung mit
CellTracker™ wiedergefunden werden. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass bei
diesem Verfahren keine Farbung der Zytospins mit eventuellem Verlust von Zellen
notwendig ist. Des Weiteren ist die Markierung mit CellTracker™ unabhéngig von der
Expression von GFAP in den gesuchten Zellen. Dieser Vorteil bei der Bestimmung von
Wiederfindungsraten besteht jedoch nur bei den in-vitro-Versuchen mit Zelllinien. Der
Farbstoff kann durch Inkubation von Zellkulturen in lebende Zellen aufgenommen
werden und kann nach Binden an Thiolgruppen die Zellmembran nicht mehr passieren.
Da die Markierung der Zellen also vor dem Verdunnen in Probandenblut und der
Anreicherung Uber Dichtegradienten erfolgt, kann er nicht zur Detektion CTC im

Patientenblut eingesetzt werden.

Die Aufnahme von CellTracker™ durch die Zellen hat jedoch auch einen negativen
Aspekt. Nach dem Einschleusen dieses Farbstoffes sind die U373-Zellen stark
deformiert, so dass nicht mehr mit Sicherheit zwischen vitalen und avitalen Zellen
unterschieden werden kann. In der Folge gestaltet sich die genaue Bestimmung der
eingesetzten Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Kammer schwierig. Weiterhin fand sich
bei allen Gradienten auf vielen der untersuchten Zytospins nach den Farbungen GFAP-
positiver Zelldetritus. Dies lasst vermuten, dass einige der gespickten Tumorzellen der
mechanischen Belastung wahrend der Zentrifugationsschritte nicht standhalten. Dies

wirde einen Teil der nicht wiedergefundenen Zellen erkl&ren.

Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse wurde der Ficoll-Gradient fir die
Anreicherung CTC aus Patientenblut ausgewdhlt, da hier die hochste
Wiederfindungsrate erzielt werden konnte. Weitere Vorteile sind ein geringerer

Zellverlust bei den Farbungen durch geringere Anzahlen von Thrombozyten in den
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angereicherten Zellsuspensionen sowie die Mdglichkeit zur automatischen Auswertung
mit dem ACIS System.

3.1.3. Fluoreszenzmikroskopie der in-vitro-Versuche
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Abbildung 14: ,,Spiking-Versuche“
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen mit Angabe der eingesetzten Zelllinien (weif3) und
der markierten Antigene (farbig). In der Ubersicht sind die Tumorzellen von den
Zellkernen (blau) der MNC deutlich unterscheidbar. Die VergroRerung zeigt die
nukledre Akkumulation von p53 und Ki-67, das Zytoskelett aus Zytokeratin bzw. GFAP
sowie die membranstdndige Expression von EMMPRIN und EGFR. Unspezifische
Reaktion (weiRer Pfeil).

3.2. ERGEBNISSE DER UNTERSUCHUNG VON PATIENTENMATERIAL

3.2.1. Ergebnisse der Untersuchung der Primartumore

Die Primartumore wurden am Institut flr Neuropathologie des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf (Direktor: Univ. Prof. Dr. M. Glatzel) bereits hinsichtlich der
Expression der Proteine GFAP, Ki-67 und P53 untersucht. Zusétzlich zu den
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routinemaRigen Untersuchungen sollte anhand von Gewebeschnitten eine Expression
von EMMPRIN und des EGF-Rezeptors sowie eine Amplifikation des EGFR-Gens in
Zellen des Primértumors Uberprift werden. Dies erfolgte Gber Immunhistochemie sowie
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen des EGFR-Gens. Die Intensitdt  der
immunhistochemischen Farbung wurde in vier Grade eingeteilt: negativ, schwach

positiv, malig positiv und stark positiv.

Negativ (- ) weniger als 10% der Zellen zeigen eine Expression des
Antigens
Schwach positiv (+) zwischen 10% und 50% der Zellen zeigen eine starke

Expression, oder mehr als 50% der Zellen zeigen eine

schwache Expression

MaRig positiv (+ +) zwischen 50% und 80% zeigen eine starke
Expression
Stark positiv (+ + +) uber 80% der Zellen zeigen eine starke Expression

Die Primartumore zeigten in 17% (2 von 12) der Félle eine maRige, in 83% (10 von 12)
eine starke Farbintensitat fir EMMPRIN. Dies deckt sich mit Angaben in der Literatur,
die eine hohe Expression von EMMPRIN in hoher-gradigen Gliomen beschreiben
(Riethdorf et al. 2006, Sameshima et al. 2000).

Die Expression des EGF-Rezeptors dagegen scheint inter- und intratumoral sehr
variabel zu sein. Insgesamt wurden 75% (9 von 12) Primartumore als EGFR-positiv
gewertet. Eine starke Farbeintensitat konnte in 17% (2 von 12), eine maRige in 8% (1
von 12) und eine schwache Expression in 50% (6 von 12) der Falle beobachtet werden.
Bei 25% (3 von 12) der Priméartumore, die als EGFR-negativ gewertet wurden, zeigten
nur einzelne Zellen oder Zellgruppen eine starke Farbung des EGF-Rezeptors bei sonst

flachig fehlender Farbung des restlichen Praparates.
Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde eine experimentelle Sonde

verwendet. Die Gewebeschnitte waren teilweise derart zellreich, dass es zu einer

Uberlagerung der Zellkerne kam. Weiterhin wurde bei der angewendeten
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Vorgehensweise keine Zentromer-Sonde eingesetzt, die eine Bestimmung der Anzahl
des Chromosoms 7 je Zelle ermdglicht hatte. Wahrend der DNA Replikation kdnnen
jedoch aneuploide Tumorzellen bis zu 8 Kopien pro Zellkern aufweisen (Tanner et al.
2000). Folglich konnte nicht sicher zwischen einer mdglichen chromosomalen
Polyploidie und einer schwachen Amplifikation des EGFR-Gens unterschieden werden.
LieR sich keine Anzahl von mehr als 10 Kopien des EGFR-Gens je Zelle feststellen,
wurde der Fall als nicht amplifiziert gewertet. Unter analoger Anwendung dieser von
Tanner et al. beschriebenen Kriterien wurden 17% (2 von 12) der Primértumore als
amplifiziert gewertet. Diese Ergebnisse wurden durch eine PCR des EGFR-Gens, die in
der Klinik fir Neurochirurgie durchgefiihrt wurde, bestéatigt. Auch bei der FISH
konnten einzelne Zellen mit einer Amplifikation des EGFR-Gens beobachtet werden bei

nicht erhéhter Kopien-Anzahl im umgebenden Gewebe.

Ergebnisse der Untersuchung der Primartumore

Fall Nr. EMMPRIN- EGFR- EGFR- EGFR- p53- Ki-67-

IHC IHC FISH PCR IHC IHC
1. ++ +++ 11,1 Kopien + 15% 25%
2. +++ + n.a. - 57% 35%
3. +++ +++ Cluster + 0% 0%
4. +++ + n.a. - 90% Sehr hoch
5. +++ + n.a. - 50% 30%
6. +++ - n.a. - 5% 10%
7. +++ ++ n.a. - 0% 14%
8. +++ + n.a. - 60% 30%
9. +++ - n.a. - 0% 0%
10. +++ + n.a. - 20% 10%
11. ++ - n.a. - 0% 10%
12. +++ + n.a. - 35% 25%

(-) = negativ; (+) = schwach positiv; (++) = méRig positiv; (+++) = stark positiv; n.a. = nicht amplifiziert

Tabelle 9: Ergebnisse der Untersuchung der Primartumore
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Patient 3 EGFR-FISH
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Abbildung 16: EGFR- und EMMPRIN-Immunhistochemie
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3.2.2. Ergebnisse der Untersuchung von Patientenblut

3.2.2.1. Immunzytochemische Untersuchungen

Von den ersten 4 Patienten (Fall 1 bis 4) wurden Zytospins mit der
immunzytochemischen Farbung (alkalische Phosphatase) auf das Vorhandensein
GFAP-positiver Zellen untersucht. Die Auswertung erfolgte mit dem ACIS-System
(ChromaVision). Insgesamt wurden zunachst 11,2 x 10° Zellen von vier Patienten
untersucht. Unter diesen Zellen fanden sich insgesamt 14 mogliche CTC. Bei 75% (3
von 4) der Patienten konnten demnach GFAP-positive Zellen gefunden werden. Wie
bereits im methodischen Teil der Arbeit erwédhnt, wurde ein polyklonaler
Primarantikorper (Dako Z334) eingesetzt. Fir die Negativkontrolle konnte daher kein
Antikorper gleichen Isotyps verwendet werden. Bei Untersuchung der
Negativkontrollen, die also ohne Zugabe eines Primérantikorpers gefarbt wurden,
konnten in 50% (2 von 4) der Félle positive Zellen (3 Zellen unter 2,8 x10° MNC)
beobachtet werden. Dies lasst die Mdoglichkeit einer unspezifischen Reaktion des
Sekundarantikdrpers mit Zellen des peripheren Blutes vermuten. Ob die positiven
Zellen im Patientenblut nun tatsachlich GFAP exprimieren, oder ob die Farbung dieser
Zellen auf einer unspezifischen Interaktion der Zellen mit dem Sekundé&rantikorper
beruht, lies sich mit dieser Untersuchung nicht eruieren. Auch eine statistische
Auswertung solcher Ergebnisse kam aufgrund des zu erwartenden Kkleinen

Patientenkollektivs nicht in Betracht.

GFAP Immunzytochemie

Fall Untersuchte GFAP-positive Zellen fiur Negativ- | Positive Zellen in
Nr. Zellen (in 10°%) Zellen kontrolle (in 10° Negativkontrolle

1 4,2 3 0,7 0

2 2,1 1 0,7 0

3. 2,8 10 0,7 2

4 2.1 0 0,7 1

D 11,2 14 2,8 3

Tabelle 10: GFAP-Immunzytochemie
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Wie Dbereits im methodischen Teil erwédhnt, mussten daher alternative
Nachweismethoden entwickelt werden. Diese sollte ebenso sensitiv wie die
Immunzytochemie sein, jedoch deutlich spezifischer. Die Immunzytochemie lieferte
den Vorteil einer automatischen Auswertung mit dem ACIS-System (ChromaVision),
bei Verwenden einer Immunfluoreszenzfarbung musste eine solche Auswertung der
Zytospins manuell am Fluoreszenzmikroskop erfolgen. Eine Immunzytochemie kann
prinzipiell auch als Doppelfarbung zweier Antigene erfolgen, der Farbunterschied fallt
hier jedoch nicht so deutlich aus, was die Auswertung erschwert. Der Vorteil der
Immunfluoreszenz liegt also darin, dass die Kombination zweier Antigene untersucht

werden kann, der Nachteil jedoch in der Notwendigkeit einer manuellen Auswertung.

3.2.2.2. Immunfluoreszenz und FISH

In der vorliegenden Studie wurden alle gewonnenen mononukledren Patientenzellen mit
Immunfluoreszenzfarbungen auf die Expression von GFAP untersucht. Abziiglich der
Zellen, die bereits fir die Immunzytochemie verwendet wurden, ergab dies eine Summe
von insgesamt 116,2 x 10° MNC. Entsprechend der Expression des Primartumors
wurden die Zytospins der MNC zusétzlich auf die Expression eines zweiten Antigens
untersucht: 45,5 x 10° auf eine Expression von p53, 4,9 x 10° auf eine Expression des
EGF-Rezeptors und 20,3 x 10° auf das membranstandige EMMPRIN. Eine Farbung des
Proliferationsmarkers Ki-67 wurde nicht durchgefiihrt, da dieser haufig in normalen
Blutzellen nachgewiesen werden konnte und daher nicht zur Identifizierung von CTC
geeignet war. Eine weitere Charakterisierung moglicher CTC waére hiermit jedoch
moglich. Bei 4,9 x 10° Zellen wurde nach Identifizierung GFAP-positiver Zellen in den

Zytospins eine EGFR-FISH angeschlossen.

Es gelang mit der Immunfluoreszenz bei 58,3% (7 von 12) der Patienten, GFAP-
positive Zellen nachzuweisen. Unter 116,2 x 10° gefarbten mononuklearen
Patientenzellen konnten 15 GFAP-positive Zellen detektiert werden. Dies entspricht
einer Haufigkeit von ca. einer GFAP-positiven Zelle je 5,2 x10° MNC, wenn man sich
auf die 77,7 x10° MNC der Patienten mit Nachweis GFAP-positiver Zellen bezieht.
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Jedoch lieB sich bei keiner dieser Zellen die Expression eines weiteren Glioblastom-
typischen Proteins nachweisen. Ebenso zeigten die mittels EGFR-FISH markierten
GFAP-positiven Zellen keine zusatzliche Amplifikation des EGFR-Gens. Ein solcher
Nachweis hatte als starker Hinweis auf das Vorliegen zirkulierender
Glioblastomtumorzellen gewertet werden koénnen. Die Frage, ob es sich bei den
detektierten GFAP-positiven Zellen tatsdchlich um eine Expression von GFAP oder
eine unspezifische Farbung durch den Sekundérantikorper handelte, blieb also weiter

unbeantwortet.

Auch in den Negativkontrollen der Immunfluoreszenz fanden sich 2 positive Zellen, je
eine bei Patient 3 und Patient 4 (entsprechend 16,7% der Patienten). Zwei weitere
positive Zellen wurden in den Isotypkontrollen beobachtet, je eine fur 1gGlk und
IgG2axk.

GFAP Immunfluoreszenz
Fall | Untersuchte Zellen (in 10°) GFAP- Negativ- GFAP-positive
Nr. | GFAP | +p53 | +EGFR | +EMMPRIN | +EGFR- | positive | Kontrolle Zellen in
FISH Zellen (in 10° Negativkontrolle

1. 11,2 0 14 14 14 2 0,7 0

2. 4.2 4.2 0 0 0 1 0,7 0

3. 17,7 0 35 0,7 3,5 6 14 1

4, 12,6 126 |0 0 0 0 14 1

5. 18,9 119 |0 2,8 0 2 2,1 0

6. 6,3 0 0 2,1 0 0 14 0

7. 35 0 0 35 0 0 0,7 0

8. 6,3 6,3 0 0 0 2 0,7 0

9. 9,8 0 0 4,2 0 0 1,4 0

10. | 14,7 4,2 0 0 0 1 2,1 0

11. | 14,7 0 0 5,6 0 1 2,1 0

12. | 6,3 6,3 0 0 0 0 0,7 0

> 116,2 | 455 |49 20,3 4,9 15 15,4 2

Tabelle 11: GFAP Immunfluoreszenz
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Ergebnisse der Untersuchung von Patientenblut

Fall Immunzytochemie inklusive Immunfluoreszenz
Nr. Mikromanipulation

GFAP-positive Zellen | Negativkontrolle | GFAP-positive Zellen | Negativkontrolle
1. 3 0 2 0
2. 1 0 1 0
3. 26 2 6 1
4. 0 1 0 1
5. 2 0
6. 0 0
7. 0 0
8. 2 0
9. 0 0
10. 1 0
11. 1 0
12. 0 0
> 30 3 15 2
Relative 30/(14 x 10°) 3/(2,1 x 10°%) 15/(77,7 x 10° 2/(2,8 x 10°)
Haufigkeit: | = 1/(4,7 x 10°) = 1/(7 x 10°) =1/(5,2 x 10°%) =1/(1,4 x 10%)

Tabelle 12: Ergebnisse der Untersuchung von Patientenblut
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Abbildung 17: Immunzytochemie Patientenblut
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Patient 5

EMMPRIN

Patient 2 Patient 4 neg. Kontrolle

Nur sek. Antikorper

Pos. Kontrolle A431 Patient 3

EGFR Digoxigenin

Abbildung 18: Immunfluoreszenz und FISH an Patientenblut

3.2.2.3. Mikromanipulation und CGH

Eine Methode, mdgliche zirkulierende Glioblastomtumorzellen  weiter zu
charakterisieren und sie aufgrund genomischer Aberrationen als Tumorzellen einordnen
zu konnen, ist die Isolierung einzelner GFAP-positiver Zellen und die konsekutive
molekularbiologische Untersuchung. Da die vorbeschriebenen Untersuchung keinen

Hinweis darauf erbrachten, dass es sich bei den GFAP-positiven Zellen tatsachlich um
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Zellen malignen Ursprungs handelte, sollte ein solcher Verdacht mittels einer CGH
einzelner dieser Zellen weiter erhértet werden. Bei Patient Nummer 3 hatten sich in den
vorhergehenden Férbungen viele GFAP-positive Zellen nachweisen lassen. Daher
wurden 5,6 x 10° Zellen dieses Patienten zunachst aufgehoben, um einen Versuch der
Isolierung einzelner Zellen mittels Mikromanipulation zu unternehmen. Nach
immunenzymatischer Farbung gemdaR Abschnitt 2.2.7 fanden sich 16 GFAP-positive

Zellen unter 2,8 x 10° MNC, von denen 12 erfolgreich isoliert werden konnten.

Die CGH der einzelnen Zellen gelang bei 9 von diesen und zeigte bei 5 Zellen ein
Normalprofil. Vier der untersuchten Zellen zeigten jedoch ein aberrantes CGH-Profil.
Drei davon zeigten nur knapp uber dem Schwellenwert liegende Aberrationen, eine
jedoch deutliche. Das deutlich aberrante Profil einer CTC wird in Abbildung 20
dargestellt. Hier liel sich ein Zugewinn an genetischer Information auf den
Chromosomen 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 und 12 nachweisen. Der Ort auf dem Chromosom 7p12,
an dem die genetische Information des EGFR-Gens liegt war demnach auch
amplifiziert. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Untersuchung des Primartumors,
der eine deutliche Amplifikation des EGFR-Gens aufwies. Weiterhin lieBen sich
Deletionen auf dem Chromosom 22 nachweisen. Der Verlust des Y Chromosoms zeigt
an, dass es sich um ein weibliches Karyogramm handelt. Betrachtet man das CGH-
Profil des zugehdrigen Primartumors in Abbildung 21, zeigt sich ein dhnliches Profil.
Die Zugewinne und Verluste an DNA-Gehalt auf den Kkorrespondierenden
Chromosomen &hneln sich deutlich, wenngleich die Aberrationen bei dem Primartumor
nicht so deutlich ausgeprégt sind. Diese Erkenntnis ist ein starker Hinweis darauf, dass
es sich bei einem Teil der gefunden zirkulierenden GFAP-positiven Zellen tatsachlich
um  zirkulierende  Glioblastomzellen handelt. Die Tatsache, dass die
Blutprobenentnahme der Patienten perioperativ erfolgte, lasst Raum zur Spekulation.
Zum einen konnte es sich also um CTC, zum anderen um unter der Operation in den
Blutkreislauf eingeschleppte Gliomblastomzellen handeln. Der Blutentnahmezeitpunkt
wurde so gewahlt, um die Wahrscheinlichkeit des Antreffens von CTC zu erhéhen. Es
kann also nicht beantwortet werden, ob sich solche CTC auch prdoperativ im Blut

nachweisen lassen kénnen. Zumindest perioperativ scheint ihr Nachweis hier gelungen.
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Abbildung 19: Mikromanipulation mit zirkulierender GFAP-positiver Zelle
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Abbildung 20: CGH-Profil einer mdglichen CTC
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Abbildung 21: CGH-Profil des entsprechenden Primartumors
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4. DISKUSSION

4.1. INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Seit einigen Jahren schon ist der Nachweis von CTC im Blut von Karzinompatienten in
der Literatur beschrieben worden. Ahnlich wie bei den DTC im Knochenmark gelang es
hierbei z. B., das Vorhandensein von CTC im Blut von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom mit dem rezidivfreien Uberleben und dem Gesamtiberleben zu
korrelieren und derart eine prognostische Relevanz hinsichtlich des klinischen Verlaufes
aufzuzeigen (Cristofanilli et al. 2004). Da die vendse Blutentnahme im Vergleich zur
Knochenmarkspunktion ein wenig invasives Verfahren zur Materialgewinnung ist, sind
hierdurch ~ wiederholte  Verlaufskontrollen méglich. Die  Uberwachung des
Therapieerfolges einer Chemotherapie oder einer Anderung des Therapieregimes kénnte
durch wiederholte Untersuchung auf CTC erfolgen (Pantel et al. 2008b).

Ein Nachweis von CTC bei Glioblastompatienten ist bisher in der Literatur nicht
beschrieben worden. Der vergebliche Versuch CTC im Blut von solchen Patienten tber
die Detektion von GFAP-Transkripten nachzuweisen, wurde bereits vor einigen Jahren
unternommen (Bohm et al. 2003). Die von dieser Arbeitsgruppe gewéhlte
Vorgehensweise wird im Abschnitt 4.3 beschrieben. Die wiederholten Berichte uber die
systemische Metastasierung von Glioblastomen und die Beschreibung durch
Organspende Ubertragener Glioblastommetastasen lassen vermuten, dass CTC bei
Glioblastompatienten irgendwann im Erkrankungsverlauf vorhanden sind. Aufgrund
des kurzen klinischen Verlaufes der Erkrankung wird das Metastasierungspotential von
Glioblastomen moglicherweise unterschétzt. Erkenntnisse dartber, ob das relativ seltene
Auftreten klinisch apparenter Metastasen also im kurzen Krankheitsverlauf oder in den
tumorbiologischen Eigenschaften von Glioblastomen im Vergleich mit anderen
Malignomen begriindet ist, liegen bisher nicht vor. Der Nachweis von CTC waére daher
ein wichtiger Schritt, um diese interessante Frage zu klaren. Die Etablierung von
Nachweisverfahren fir CTC im Blut von Glioblastompatienten wurde in dieser Arbeit
beschrieben. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen und die daraus ableitbaren

Schlussfolgerungen sollen im Folgenden diskutiert werden.
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Die Tatsache, dass bei 7 der 12 Patienten (58,3%) GFAP-positive Zellen im peripheren
Blut gefunden wurden, lasst mehrere Schlussfolgerungen zu. Erstens: Es konnte sich
tatséchlich um zirkulierende Glioblastom-Tumorzellen handeln. Zweitens: Es handelt
sich um falsch positive Ergebnisse, die auf einer unspezifischen Reaktion von
Leukozyten mit dem Primar- und/oder Sekundarkorper beruhen. Drittens: Es handelt
sich um eine ektope Expression von GFAP durch Leukozyten, die aufgrund ihres
seltenen Auftretens von ca. 1 zu 3 x 10° Zellen bisher nicht beobachtet wurde. Viertens:
Es handelt sich bei einem Teil der Zellen um zirkulierende Glioblastom Tumorzellen,

beim anderen Teil um falsch positive Ergebnisse.

Geht man davon aus, dass es sich um CTC handelt, miisste man weiterhin annehmen,
dass diese Zellen im Zuge der Dissemination eine Expression von p53, EGFR und
EMMPRIN nicht mehr aufweisen. Bei keiner der im peripheren Blut detektierten
GFAP-positiven Zellen lieBen sich diese Antigene nachweisen, obwohl die
entsprechenden Primértumore diese Antigene zumindest heterogen exprimierten.
Alternativ ware denkbar, dass gerade die zur Dissemination befahigten Zellen aus
unbekannten Griinden eine solche Expression nicht aufweisen. Allerdings stehen dieser
Vermutung die Beobachtungen bei der Untersuchung der Negativkontrollen im Wege.
Falsch positive Ergebnisse bzw. Zellen fanden sich sowohl in der Immunzytochemie als
auch in der Immunfluoreszenz. Es war keine Negativkontrolle mit einem Antikorper
gleichen Isotyps und ungerichteter Spezifitait moglich, da ein polyklonaler anti-GFAP
Primarantikorper (Dako Z334) eingesetzt wurde. Die Tatsache, dass sich auch Zellen in
den Negativkontrollen fanden, die also ohne den Einsatz eines PriméarantikOrpers eine
Immunreaktion zeigten, deutet hier auf eine unspezifische Reaktion zwischen den
Leukozyten und den unterschiedlichen Sekundérantikérpern hin. Auf der anderen Seite
schrankt das Fehlen eines Antikorpers gleichen Isotyps fir die Negativkontrolle deren
Aussagekréaftigkeit ein.

Aus demselben Grund erscheint eine ektope Expression von GFAP durch Leukozyten

ebenfalls eher unwahrscheinlich, wenn man eine unspezifische Immunreaktion

unterstellt.
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GFAP-positive Zellen und positive Zellen in den Negativkontrollen wurden bei der
Immunfluoreszenz mit einer relativen Haufigkeit zwischen 1 pro 5,2 x 10° bis 1 pro 1,4
x 10° MNC (bezogen auf die Summe aller Patienten mit positiven Zellen) detektiert.
Interessanterweise gelang ein Nachweis mit der Immunzytochemie deutlich haufiger.
Die relative Haufigkeit betrug hier 1 GFAP-positive Zelle pro 4,7 x 10> MNC und 1
positive Zelle in der Negativkontrolle pro 7 x 10° MNC (ebenfalls nur auf die Summe
der Patienten mit positiven Zellen bezogen). Insgesamt sticht jedoch der 3. Patient
heraus, der mit einer positiven Zelle pro 1,9 x 10° MNC (ICC) und einer Zelle pro 1,3 x
10° MNC (IF) die héchste relative Haufigkeit bot. Dennoch fanden sich auch hier falsch
positive Ergebnisse mit einer dhnlichen Haufigkeit von 1 Zelle pro 3,5 x 10° MNC
(ICC) und 1 Zelle pro 1,4 x 10° MNC (IF). Wegen der geringen Patientenanzahl ist eine
ungleichmaRige Verteilung positiver Zellen oder das Fehlen solcher Zellen in den

unterschiedlichen Untersuchungen moglicherweise auch zufallig bedingt.

Ein Nachweis positiver Zellen in Negativkontrollen bei immunenzymatischen
Farbungen mit alkalischer Phosphatase wurde bereits in der Literatur beschrieben. Hier
wurde bei der Untersuchung von Knochenmarksaspiraten gesunder Probanden auf
Zytokeratin-positive Zellen eine unspezifische Farbung hamatopoetischer Zellen
beobachtet (Borgen et al. 1998). Borgen et al. beschreiben eine Farbung
hamatopoetischer Zellen ohne Zugabe eines Primarantikdrpers, Isotypkontrolle oder
Sekundarantikdrpers. Die Inkubation mit alkalischer Phosphatase und Substratlésung
alleine bewirkte eine Farbung dieser Zellen. Eine Immunreaktion bzw. Férbung nur mit
Substratlésung blieb, wie auch in den eigenen Ergebnissen beobachtet wurde, aus. Eine
endogene alkalische-Phosphatase-Aktivitat der Zellen wurde daher ausgeschlossen. Die
unspezifisch gefarbten Zellen wurden durch eine nachtrégliche Farbung gegen
Leukozytenantigene weiter charakterisiert. Aufgrund einer Positivitat fur die humanen
Leichtkettenmolekille k¥ und A bei gleichzeitiger Negativitat fur das CD45 Antigen
folgerten die Autoren, dass es sich hierbei um Plasmazellen handelt. Durch Zugabe von
Levamisol in die Substratldsung wurde in den eigenen Versuchen die endogene

alkalische-Phosphatase-Aktivitat unterdriickt.
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Der Unterschied der relativen Haufigkeit GFAP-positiver Zellen in Immunzytochemie
und Immunfluoreszenz kénnte zum einen zufallig und in der geringen Patientenzahl
begriindet sein. Zum anderen konnte dies aber auch auf eine unspezifische Farbung von
Plasmazellen in den Negativkontrollen durch das alkalische-Phosphatase-
Detektionssystem hindeuten. Eine genaue Kl&rung dieser Frage ist nicht mdglich, da
nicht exakt dieselben Objekttrager in beiden Untersuchungen verwendet wurden.

Bezieht man ebenfalls die Farbintensitat in der Immunfluoreszenz und morphologische
Aspekte in diese Uberlegungen mit ein, so lassen sich dennoch Unterschiede erkennen.
Die meisten Zellen, u.a. alle falsch positiven Zellen, zeigten einen schmalen amorph bis
leicht granular gefarbten Zytoplasmasaum. Einige der GFAP-positiven Zellen zeigten
jedoch einen breiteren, teils filametts gefarbten Zytoplasmasaum. Ebenfalls interessant
ist, dass manche GFAP-positive Zellen bei Patient 3 deutlich groRer waren als die
umgebenden MNC. Aus diesem Grund gelang es bei manchen Zellen nicht, sie wahrend
der Mikromanipulation mit der 40um Glaskapillare aufzunehmen und fur die CGH zu
isolieren. Mdoglicherweise héatte sich unter diesen mehr Zellen mit aberranten CGH-

Profil nachweisen lassen.

Auch wenn nur in einem Fall in der CGH ein deutlich aberrantes und dem Primartumor
ahnliches CGH-Profil zirkulierender GFAP-positiver Zelle zeigte, so ist dies ein starker
Hinweis auf das Vorhandensein zirkulierender Glioblastom-Tumorzellen im peripheren
Blut bei diesem Patienten. Die einzelnen genetischen Aberrationen in CTC und
zugehorigem Primartumor Korrelierten dabei deutlich, wie in Abbildung 20 und
Abbildung 21 ersichtlich. Wenn auch die Aberrationen im Primartumor weniger stark
ausgepragt waren, lieB sich z. B. ein Zugewinn an genetischer Information auf
Chromosom 7 in beiden CGH-Profilen nachweisen. Der lange Arm des Chromosoms 7,
auf dem das EGFR-Gen lokalisiert ist (7p12), zeigte demnach auch einen deutlichen
Zugewinn, welches mit der festgestellten EGFR-Amplifikation des Primartumors
korreliert. Die Vermutung, dass es sich bei einem Teil der GFAP-positiven Zellen um
falsch positive Ergebnisse handelt, erscheint aber aufgrund der weiter oben
beschriebenen Ergebnisse ebenfalls maglich. Zu beachten bleibt auch, dass es sich bei

den detektierten Zellen aufgrund des perioperativen Blutentahmezeitpunktes auch um
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intraoperativ in die Blutbahn eingeschleppte Gliomzellen handeln kénnte, die nur zum
Operationszeitpunkt im peripheren Blut zirkulierten.

4.2.  ALTERNATIVE NACHWEISVERFAHREN/ LOSUNGSANSATZE

Es wurden bisher keine erfolgreichen Nachweisverfahren fur zirkulierende Glioblastom
Tumorzellen in der Literatur beschrieben. Um ein solches fir die Untersuchung von
Patientenblut auswahlen zu konnen, wurden unterschiedliche Verfahren zur
Anreicherung und unterschiedliche Detektionssysteme bereits wahrend der VVorversuche
dieser Arbeit in in-vitro-Versuchen erprobt. Einige dieser Verfahren mussten jedoch als
nicht geeignet verworfen werden und wurden daher fir die Untersuchung von
Patientenmaterial nicht weiter verwendet. Aus diesem Grund erfolgte keine ausfiihrliche
Beschreibung im methodischen Teil dieser Arbeit. Die hierbei gewonnenen
Erkenntnisse sollen aber an dieser Stelle Erwahnung finden, um weitere Losungsansatze

von weniger zielflihrenden Verfahren abgrenzen zu kénnen.

Unter anderem wurde eine immunzytochemische Farbung von GFAP (Dako Z334) mit
Diaminobenzidin DAB getestet als Alternative fur das in 2.2.6 beschriebene Verfahren,
welches alkalische Phosphatase und Neufuchsin erfordert. Hierbei wurde ein
Envision™-System (Dako) verwendet, das mit dem Enzym Peroxidase gekoppelt ist.
Das Chromogen DAB bildet durch Oxidation ein braunes, unldsliches Prézipitat. Derart
wurden GFAP-positive Zellen braun gefarbt und detektiert. Mit diesem Enzymsubstrat
kann aber auch die Aktivitit von endogenen Peroxidasen in Peroxisomen und
Mitochondrien sichtbar gemacht werden. Eine Unterdriickung der endogenen
Peroxidase aller Leukozyten gelang mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration
von Wasserstoffperoxid nicht. Es fanden sich hier reichlich falsch positive MNC, die

nur mit dem Substrat inkubiert worden waren.

Es wurde weiterhin eine Chromogene-in-situ-Hybridisierung (CISH) mit der zuvor
beschriebenen EGFR-Sonde getestet. Die Kombination aus anti-GFAP/DAB Farbung
und CISH wurde als weniger lichtlabile Alternative zur Kombination aus
Immunfluoreszenz und FISH entwickelt. Hierbei wurde die hybridisierte EGFR-Sonde

mit einem alkalische-Phosphatase-konjugierten anti-Digoxigenin Antikorper (Roche)

-88-



inkubiert und konnte durch Substratzugabe (BCIP/NBT) sichtbar gemacht werden. Fir
den GFAP-Nachweis konnte daher nicht ebenfalls das gleiche Chromogen eingesetzt
werden. Fir das Enzym alkalische-Phosphatase wurde alternativ Peroxidase verwendet.
Eine Detektion GFAP-positiver Zellen und der konsekutive Nachweis einer EGFR-
Amplifikation konnten aufgrund der oben beschriebenen endogenen Peroxidaseaktivitat
der Leukozyten mit diesem Verfahren aber nicht erfolgen.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurden auf den Zytospins MNC beobachtet, die eine
unspezifische Reaktion mit den sekundaren Fluoreszenzantikorpern (Alexa Fluor™ 488
und Alexa Fluor™ 546, Molecular Probes) zeigten. Ein weiterer Versuch zielte daher
darauf ab, die Spezifitat der Immunfluoreszenz Markierung von GFAP durch den
Einsatz eines direkt markierten Primarantikorpers (Anti-GFAP, Clone 131-15019,
Molecular Probes) zu erhéhen. Dies ist ein monoklonaler Maus-anti-GFAP Antikorper,
der direkt mit einem Fluorochrom (Alexa Fluor™ 488) konjugiert ist. Bei in-vitro-
Versuchen wurde dieser Antikorper an Zytospins MNC gesunder Probanden getestet. Es
wurden keine MNC beobachtet, die eine unspezifische Reaktion zeigten. Mit diesem
monoklonalen  AntikOrper konnte jedoch bei Zytospins, die mit einzelnen
Glioblastomzellen (U373) versetzt wurden, lediglich eine Wiederfindungsrate von ca.
40% erzielt werden. Im Vergleich hierzu lieR sich eine Wiederfindungsrate von 79% bei
Verwenden des polyklonalen Kaninchen anti-GFAP-Antikorpers (Dako Z334) mit
Immunfluoreszenz erreichen. Eine weitere Erhohung der Arbeitskonzentration ware mit
EinbulRen bei der Spezifitdit der Farbung verbunden. Zusatzlich wére eine
Doppelfarbung eines weiteren Antigens mit diesem Antikorper nicht absolut negativ
gewesen, da die Primarantikorper fir EGFR, EMMPRIN und p53 ebenfalls murinen
Ursprungs sind und daher Kreuzreaktionen zwischen den Primérantikdrpern beobachtet

wurden.

Aus den gewonnenen Ergebnissen ldsst sich konstatieren, dass sich zirkulierende
GFAP-positive Zellen im Blut von 7 von 12 Glioblastompatienten nachweisen liel3en.
Der Nachweis weiterer malignitatsverdachtiger Kriterien dieser Zellen liel? sich aber nur
bei einem Patienten durch eine CGH erbringen. Um an diesen Zellen systematisch,

weitere vom Primdrtumor exprimierte Proteine oder genetische Aberrationen zu
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detektieren und diese damit von unspezifisch reagierenden MNC abgrenzen zu kdnnen,
waére die weitere Anreicherung etwaiger CTC wiinschenswert. Der ungleichmaliigen
Verteilung der einzelnen moglichen CTC auf die Objekttrédger oder auch dem fehlenden
Nachweis vorhandener CTC konnte derart entgegengewirkt werden. Vielleicht aber ist
ihre H&ufigkeit im Blut von Glioblastom-Patienten tatsdchlich hoher und die o.b.
Anreicherungsverfahren sind im Gegensatz zu den Ergebnissen der Vorversuche bei der
klinischen Anwendung nicht sensitiv genug. Die Tatsache, dass sich bei den Blutproben
der 12 hier untersuchten Patienten, bei denen immerhin durchschnittlich mehr als 10’
MNC untersucht wurden, nur eine Zelle nachweisen lieR, die neben einer Expression
von GFAP auch eindeutige malignitatsverdachtige Kriterien aufwies, verdeutlicht die
Notwendigkeit zusatzlicher Anreicherungsverfahren fir CTC oder aber der Suche nach

weiteren Markern.

GFAP gilt als das spezifischste Protein zur Identifikation astrozytarer Zellen. Die
Heterogenitat seiner Expression im Primartumor und in sich von ihm lésenden CTC
beeintrachtigt moglicherweise ebenfalls den Nachweis der CTC. Mit RNA-Microarrays
konnten Expressionsanalysen an Glioblastomen durchgefiuhrt werden. Es konnte
untersucht werden, welche RNA-Molekiile spezifisch von Glioblastomzellen exprimiert
werden. Antikorper gegen die Proteine, fir die diese RNA-Transkripte kodieren,
konnten allein  oder gemeinsam mit anti-GFAP-Antikdrpern  fir  den

immunhistochemischen oder Immunfluoreszenz-Nachweis von CTC eingesetzt werden.

Bevor aber Versuche zum Nachweis von CTC im peripheren Blut mit
Immunfluoreszenzfarbungen unternommen werden sollten, muss die Konzentration der
CTC in den zu untersuchenden Zellsuspensionen durch geeignete Verfahren gesteigert
werden. Das Volumen der Blutproben kdnnte beispielsweise erhoht werden, um die
Wahrscheinlichkeit der Detektion von CTC zu steigern. Um einzelne CTC, die
womdglich nur mit einer Haufigkeit von 1 Zelle pro 10" bis 108 MNC auftreten, von
dieser Anzahl MNC gezielt zu trennen, konnte man ebenfalls die Ergebnisse von
Expressionsanalysen einsetzen. Man konnte also versuchen, die zirkulierenden
Gliomzellen anhand von spezifisch exprimierten Proteinen zu selektieren und durch

eine Kopplung mit dem Nachweis von GFAP zu detektieren. Wie im methodischen Teil
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dieser Arbeit unter Abschnitt 2.2.9 vorgestellt, konnte eine Separation der CTC durch
Separation mit ferromagnetischen Sekundarantikérpern (MACS® Microbeads)

erfolgen.

Bei der immunmagnetischen Zellsortierung werden AntikOrper eingesetzt, die an
Oberflachenantigene der Zellen binden und direkt oder Gber einen Sekundarantikdorper
an magnetisierbare Microbeads gebunden werden kénnen. Nachdem die Zellsuspension
mit diesen Antikorpern inkubiert wurde, wird die Zellsuspension in eine mit Stahlwolle
gefiillte Sdule gegeben. In einem Magnetfeld werden so die mit Microbeads markierten
Zellen in der Saule zuruckgehalten, wahrend nicht markierte Zellen diese passieren
kdnnen. Nach Entfernen des Magnetfeldes kénnen die markierten Zellen aus der Saule
eluiert werden. Dieses Vorgehen wird als Positivselektion benannt. Bei der
Negativselektion  werden  Primdrantikorper  eingesetzt, die gezielt gegen
Oberfl&dchenantigene von Leukozyten gerichtet sind. Nach Inkubation mit einem
Microbead-beladenen Sekundérantikorper wirden die Leukozyten in der magnetisierten

Séule zuriickgehalten und die Konzentration CTC in der Zellsuspension wird erhéht.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit magnetischer Positivselektion in Blut
verdunnte U373-Gliomzellen anzureichern. Die Zellen wurden hierzu mit
Primarantikdrpern gegen GFAP bzw. EMMPRIN inkubiert und Uber einen
Sekundarantikdrper an Microbeads gekoppelt. Die genaue Vorgehensweise wird im
Abschnitt 2.2.9 beschrieben. Es konnten jedoch lediglich Wiederfindungsraten von
12,4% bis 18,4% fiur eine Positivselektion EMMPRIN-exprimierender U373-Zellen
erreicht werden. Diese Zellen konnten nach der magnetischen Anreicherung Uber die
Expression von GFAP bei der Immunfluoreszenzfarbung identifiziert werden. Eine
Positivselektion mittels GFAP gelang jedoch nicht. Eine Bindung des Primarantikorpers
an die eingesetzten U373-Zelllinienzellen wahrend der Separation konnte hierbei mit
Immunfluoreszenz demonstriert werden. Es kam jedoch wiederholt zur Agglutination
von U373-Zellen, was moglicherweise ein Binden an die magnetisierte S&ule
verhinderte. Die Zellen fanden sich ausschlieflich in der Negativfraktion, d.h. in dem
Teil der Zellsuspension, der nach einer magnetischen Separation verworfen werden

sollte. Aufgrund der relativ geringen Wiederfindungsraten fir die Positivselektion
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EMMPRIN-exprimierender U373-Zellen wurde die ferromagnetische Anreicherung

nicht fiir die Untersuchung von Patientenblut eingesetzt.

Die Versuche zur Selektion mit ferromagnetischen Antikdrpern zeigen, dass eine
zusatzliche Anreicherung von CTC Uber von ihnen exprimierte Oberflachenantigene mit
ferromagnetischen Antikorpern zwar prinzipiell moglich ist, bei diesem Verfahren
jedoch zusitzliche Wasch- und  Zentrifugationschritte mit  Uberfiihren der
Zellsuspension von Gefal} zu Gefall nétig sind. Hieraus ergibt sich also ein zusétzlicher
mechanischer  Stress fir die gesuchten Zellen, der mdoglicherweise die
Wiederfindungsrate negativ beeintrachtigt. Eine weitere Entwicklung des vom
Hersteller empfohlenen Arbeitsprotokolls zur Adaptation an die Anreicherung
zirkulierender Gliomzellen ist also erforderlich. Alternativ ist ebenso eine Anreicherung
uber andere Oberflachenantigene moglich. Eine Markierung der Gliomzellen mit
Microbeads konnte z. B. auch mit Antikdrpern gegen EGFR oder CD133 erfolgen. Zur
Suche nach  zusatzlichen moglichen  Markerproteinen, (ber die eine
immunomagnetische Anreicherung bzw. eine Detektion zirkulierender Gliomzellen

erfolgen konnte, kénnten wie oben beschrieben RNA Microarrays eingesetzt werden.

4.3. AUSBLICK

Die Weiterentwicklung der Verfahren zur Isolierung von CTC aus dem Blut von
Karzinom-Patienten wird aktuell vielfach beschrieben. Insbesondere die Zulassung des
CellSearch-Systems durch die FDA (Food and Drug Administration) ermdglichte die
weitere Standardisierung der CTC-Isolation. Vielleicht lassen sich bereits erzielte
Fortschritte auf diesem Feld, wie z. B. die immunomagnetische Selektion von Zellen
epithelialer Herkunft mit anti-EpCAM-Antikorpern auf die Suche nach zirkulierenden
Gliomzellen Ubertragen. Beim CellSearch-System wird die Kombination aus
Positivselektion eines Oberflachenantigens mit der Farbung des Zytoskelettes
epithelialer Zellen kombiniert. Gleichzeitig werden Leukozyten (ber ihre
Oberflachenantigene erkannt. Durch solch eine Verknupfung der magnetischen
Anreicherung uber Oberflachenantigene, dem Fluoreszenznachweis von GFAP sowie
dem Erkennen von Leukozyten mit unspezifischer Immunreaktion kdnnte der Nachweis

zirkulierender Gliomzellen in einem standardisiertem Verfahren erfolgen. Wie oben
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erwéhnt, ist hierfur die Identifikation neuer Markerproteine zur Selektion und Detektion
zirkulierender Gliomzellen erforderlich. In neueren Veréffentlichungen wurden unter
Verwendung von Microarrays Genexpressionsprofile von Glioblastomen erstellt, die
den Einfluss einer Uberexpression bestimmter Proteine mit dem Klinischen Verlauf
korrelieren konnten. Hier konnten unter vielen anderen die Stammzell-Marker CD133
und Nestin identifiziert werden (Colman et al. 2010). Mdéglicherweise ergibt sich hier
eine neue Perspektive. Nach der Stammzelltheorie sind die Stammzellen eine
Subpopulation im Priméartumor, in denen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung erhalten
bleibt. Nach Dissemination in die Korperperipherie kénnen daher aus diesen Zellen
durch Proliferation manifeste Metastasen entstehen. Diese Eigenschaft dahnelt denen der
dormanten DTC bzw. CTC. Dartber hinaus besteht in der Therapieresistenz der DTC
und CTC sowie der Therapieresistenz der Glioblastome mit Uberexpression von

Stammzellmarkern eine weitere Ahnlichkeit (Murat et al. 2008, Colman et al. 2010).

Eine weitere Verfahrensweise zum Nachweis disseminierter Tumorzellen aus dem Blut
von Malignompatienten sind PCR-basierte Untersuchungen. Hierbei wurde bereits Ende
der 1990er Jahre eine Sensitivitdt von 1 zu 10’ MNC fiir die Detektion von DTC
beschrieben (Brakenhoff et al. 1999). Es besteht zum einen die Mdoglichkeit, im
Primartumor exprimierte mRNA direkt aus dem Vollblut mittels Reverser Transkriptase
(RT) und nachfolgender quantitativer PCR nachzuweisen. Alternativ kann der mRNA-
Nachweis nach Anreicherung der DTC und CTC mit immunomagnetischen
Anreicherungsverfahren unternommen werden (Pantel et al. 2008b). Bereits vor einigen
Jahren wurde der Versuch unternommen mit PCR-basierten Verfahren CTC im Blut
von Glioblastompatienten nachzuweisen. Hierbei wurde eine Real-Time RT-PCR fir
GFAP-Transkripte (MRNA) an 3 ml Zitrat-Blut durchgeftihrt. Bei keinem der Patienten
lieR sich derart eine GFAP Expression im peripheren Blut nachweisen. Kalibriert wurde
dieses System auf eine Nachweisgrenze zur Detektion einer GFAP-positiven Zelle (hier
ebenfalls Zelllinie U373) unter 10° GFAP negativen Zellen. (Bdhm et al. 2003). Sollen
PCR-basierte Nachweisverfahren zur Detektion zirkulierender Gliomzellen zum Einsatz
gelangen, ist die Identifikation glioblastomspezifischer mRNA-Marker erforderlich, wie
sie bereits bei anderen Neoplasien gelang (Bai et al. 2007). Alternativ wére der Einsatz

einer Array-CGH maglich, um Amplifikationen bestimmter chromosomaler Bereiche zu
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identifizieren, die fir Glioblastome spezifisch sind. Mit einer Whole-Genome-
Amplification an  GFAP-positiven  Einzelzellen  durchgefiihrt, die mittels
Mikromanipulation gewonnen wurden, konnte dann das genetische Material
vervielfaltigt werden. Mit einer anschlieRenden quantitativen PCR ware es moglich, den
Grad der Amplifikation einzelner Glioblastom-spezifischer genomischer Regionen zu

ermitteln.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die umfangreichen Veroffentlichungen von Case Reports (ber extraneurale
Metastasierung von Glioblastomen und Ubertragungen von Glioblastommetastasen
durch Organspenden legen die Madoglichkeit einer systemischen Aussaat von
Tumorzellen im Krankheitsverlauf nahe. Félle, in denen eine solche Disseminierung
auch ohne eine Kraniotomie geschieht, zeigen, dass eine intraoperative Verschleppung
von Tumorzellen in die Blutbahn hierfur nicht eine zwingende Voraussetzung ist.
Madglicherweise wird das Metastasierungspotential von Glioblastomen aufgrund der
weiterhin recht kurzen Uberlebenszeit dieser Patienten unterschatzt. Der Nachweis von
CTC aus dem Blut von Glioblastom-Patienten scheint technisch moglich zu sein. In
dieser Arbeit wurden unterschiedliche Nachweismethoden demonstriert. Diese
Verfahren wurden in in-vitro-Versuchen evaluiert. Es konnten bei 7 von 12 der
untersuchten Patientenblutproben zirkulierende GFAP-positive Zellen mit Hilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen nachgewiesen werden. Bei einem der 12 Patienten konnten
weitere Malignitatskriterien an diesen Zellen aufgezeigt werden. Eine hohere Prévalenz
an Patienten im subklinisch generalisierten Erkrankungsstadium ist nach Literaturlage
in der Transplantationschirurgie auch nicht zu erwarten. Die CGH-Profile der CTC
sowie des Primartumors des entsprechenden Patienten zeigten deutliche Ahnlichkeiten.
Obwohl die zumindest heterogene Expression von EMMPRIN, p53, EGFR an den
Priméartumoren mit Immunhistochemie bewiesen wurde, lieB sich diese an den
detektierten GFAP-positiven Zellen nicht belegen. Eine Amplifikation des EGFR-Gens
konnte mit einer EGFR-FISH bei 2 von 12 der Primé&rtumore beobachtet werden. Diese
war aber bei zirkulierenden GFAP-positiven Zellen der entsprechenden Patienten nicht
nachzuweisen. Die  Weiterentwicklung von  Nachweisverfahren wie die
immunomagnetische  Anreicherung  von  zirkulierenden  Gliomzellen,  die
Negativselektion mittels Leukozytendepletion oder PCR-basierte Nachweisverfahren
sind erforderlich. Um Aussagen Uber die Haufigkeit, die tumorbiologischen
Eigenschaften oder die klinische Relevanz zirkulierender Gliomzellen treffen zu
konnen, ist die Entwicklung sensitiver Methoden erforderlich. Erkenntnisse daruber, ob
die relativ seltene Metastasierung von Glioblastompatienten im kurzen Kklinischen
Erkrankungsverlauf oder aber in den tumorbiologischen Eigenschaften etwaiger

zirkulierender Gliomzellen begriindet liegt, lassen sich aktuell noch nicht gewinnen.
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Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen sowie der Literaturlage im Bereich der
Transplantationschirurgie  lasst  sich  folgern, dass  Spenderorgane  von
Glioblastompatienten lediglich als mdgliche Briickenlésung bei klinisch dringendem
Handlungsbedarf auf der Empfangerseite verwendet werden sollten. Vor dem
Hintergrund des weltweit bestehenden Organmangels ware die ldentifizierung solcher
Organspender mit okkulter Disseminierung von Gliomzellen wiinschenswert, um diese
von der Organspende auszuschlieBen. Im Umkehrschluss konnten Organspender ohne
Nachweis von CTC vielleicht mit erhohter Sicherheit und damit haufiger zur

Organspende zugelassen werden.
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6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACIS Automated Cellular Imaging System

AP Alkalische Phosphatase

APAAP Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase
BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat

BSA Bovines Serum Albumin

CGH Comparative genomische Hybridisierung
CISH Chromogene in situ Hybridisierung

CT Computertomographie

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4,6-Diamino-2-Phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DTC Disseminierte Tumorzellen

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
EMMPRIN Extracellular Matrix Metallo Proteinase Inducer
Fab Fragment Antigen-binding

FCS Fetal Calf Serum

FDA Food and Drug Administration

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

GFAP Glial Fibrillary Acid Protein

HNPCC Hereditary Non Polyposis Coli Carcinoma
HPL-DNA Humane plazentare DNA

IARC International Agency for Research on Cancer
ICC Immunzytochemie

IF Immunfluoreszenz

Ig Immunoglobulin

LOH Loss of Heterocygosity

MGMT Methyl-Guanin-DNA-Methyltransferase
MNC Mononukleére Zellen
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MRT Magnet Resonanz Tomographie

NBT Nitroblau Tetrazolium Chlorid

OPTN Organ Procurement and Transplantation Network
oT Objekttrager

PAC P1-derived Artificial Chromosome

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PTEN Phosphatase and Tensin Homology Gene

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
SCID Severe Combined Immunodeficient

SSC Saline Sodium Citrate Buffer

TBST Tris Buffered Saline with Tween

UNOS United Network for Organ Sharing

WHO World Health Organization

ZNS Zentrales Nerven System

CTC Zirkulierende Tumorzellen
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