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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Ausbildung von Metastasen stellt zurzeit noch immer die hauptsdchliche Todesursache des
fortgeschrittenen Mammakarzinoms dar. Das Verstindnis der Metastasierungsmechanismen hat
demnach eine Schlisselrolle in Bezug auf Diagnostik, Therapie und Verlaufskontrolle des
Brustkrebses inne. Vorstufen overter Metastasen wie Mikrometastasen (= 2mm) oder einzelne
vom Primértumor disseminierte Tumorzellen fasst man unter dem Begriff Minimal Residual
Disease (MRD) zusammen. Die erzielten Fortschritte innerhalb der 4720 Forschung um das
Mammakarzinom basieren groftenteils auf den Erkenntnissen, die aus Knochenmarkproben
bei Patientinnen in metastasierter und nicht- matastasierter Situation gewonnen wurden. Der
Nachweis disseminierter Tumorzellen (D7C) im Knochenmark hat sich bereits als
prognostischer Marker bewihrt (Braun es «/ 2000) und Eingang in den klinischen Alltag
gefunden. Aufgrund der schwierigen Materialentnahme durch Biopsie des Knochenmarks im
Beckenkamm der Patientinnen, erscheint der Nachweis zirkulierender Tumorzellen (C7C) im
Blut eine weitere, einfachere Moglichkeit zum A/R7) Nachweis zu sein. Die Vielzahl
unterschiedlicher Detektionsmethoden macht deutlich, dass der C7C Nachweis im Blut ein noch
immer stark beforschtes Gebiet der Grundlagenforschung darstellt, welches weiterer
Optimierung bedarf. Ziel dieser Arbeit soll es nun sein, eine neue Methode zum Nachweis
und zur Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen- nachfolgend Ariol- Methode genannt- auf
die Untersuchung des Blutes von Patientinnen mit Mammakarzinom in nicht- metastasierter (MO;
vor und nach Operation) und metastasierter (M1) Situation anzuwenden. Im Zuge dieses
Vorgehens sollen vorbestehende Daten an einem M1 Patientenkollektiv validiert und erstmalig
mit dieser Methode Ergebnisse fiir MO Patienten unter Beriicksichtigung des Abnahmezeitfensters
(vor/ nach OP) erhoben werden- zur Qualitdtssicherung werden diese Untersuchungen im
Methodenvergleich mit dem /A2D4- akkreditierten Ce//Searc/- System (im Nachfolgenden
CellSearch- Methode genannt) vorgenommen. Dariiber hinaus soll ein Vergleich der
neuen Methode, der Ce//Searc/- Methode und eines PCR gestiitzten Procederes zur Detektion
und Charakterisierung von zirkulierenden Tumorzellen, fir das M1 Kollektiv durchgefiihrt
werden. Diese Arbeit soll folgende Fragen beantworten:
(1) Sind die bisherigen Ergebnisse zur neuen Ariol- Methode beziiglich der Detektion von
C7Cbei M1- Patientinnen reproduzierbar?
(2) Wie verhalten sich die Detektionsraten der Ariol- und der Ce//Searc/s Methoden in
anderen Patientengruppen (Untersuchung der MO pré- und post- OP- Patientinnen)?
(3) Besteht ein Vorteil in der Anwendung oder den Ergebnissen der Ariol- Methode
gegeniiber der Ce//Searc/- Methode fiir die untersuchten Patientenkollektive?
(4) Inwieweit sind die Ergebnisse der Ariol- Methode mit denen einer PCR- basierten

Methode vergleichbar?



2. Einleitung

2.1 Mammakarzinom

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Detektion zirkulierender Tumorzellen im Blut
von Patientinnen mit Mammakarzinom, einem Verfahren, dass der Verlaufskontrolle,
Prognoseeinschiatzung und dem Therapietargeting dient. Um das Kernstiick der Arbeit in seinen
Kontext einzuordnen, soll der folgende Abschnitt zunichst einen Uberblick iiber die
Epidemiologie, Biologie und die in der Klinik bisher {iiblichen Klassifikationskriterien des
Brustkrebses, verschaffen.

Lpidemiologie

Die maligne Neoplasie der Brustdriise (ICD 10 C50.0) stellt die dritthdufigste krebsbedingte
Todesursache in Europa dar (Ferlay ez @/ 2007). Im Jahre 2006 wurde bei 429.900 (davon iiber
58.000 in Deutschland) Menschen Brustkrebs diagnostiziert. In Deutschland betreffen 28,9%
aller Krebsneuerkrankungen der Frau die Brustdriise. Dariiber hinaus ist Brustkrebs derzeit die
hiufigste Krebsneuerkrankung bei Frauen (RKI 2008) und mit 16,7% bezogen auf alle
krebsbedingten Todesursachen des weiblichen Geschlechts, das am hdufigsten zum Tode
fihrende Malignom (Ferlay es «/ 2007). In den 25 EU-Nationen starben 2007 131.900
Menschen an den Folgen einer Brustkrebserkrankung (alleine in Deutschland 17.029),
demzufolge sind insgesamt 7,8% aller krebsbedingten Todesfille auf das Mammakarzinom
zuriickzufiihren (Statistisches Bundesamt 2008/2009). Die 5- Jahres Uberlebensrate liegt laut
Robert Koch Institut bei 83- 87% (RKI 2008).

Die Erkrankung betrifft iiberwiegend Frauen, ist aber bei Ménnern bei weitem nicht so selten,
wie hdufig angenommen, die jihrliche Inzidenz liegt hier bei 1 von 100 000, wobei beim Mann
das durchschnittliche Erkrankungsalter zwischen dem 60. und dem 70. Lebensjahr liegt (Elston
etal 1991).

Im Mittel erkranken die Frauen mit 64 Jahren, ein Alter, dass laut Angaben des Robert Koch
Instituts sechs Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter aller Krebserkrankungen liegt (RKI
2008).

Risikofaktoren

Die weite Verbreitung und das hdufige Auftreten von Brustkrebs werden unter anderem einem
verdnderten Hormonstatus, insbesondere dem verminderten Ostrogenspiegel der Frauen nach
Ablauf der Wechseljahre zugeschrieben, aber auch Risikofaktoren wie eine frithe Menarche, ein
hoheres Alter bei der ersten Geburt und der friihe Eintritt in das Klimakterium werden
diskutiert. Ein erhohtes Risiko zu erkranken wird auch Menschen mit Adipositas, regelmidfigem
Alkoholkonsum oder positiver Familienanamnese zugesprochen (RKI 2008).

Die epidemiologische Bedeutung und Signifikanz der Erkrankung versteckt sich sicherlich in

den aufgefithrten Zahlen, macht aber um so deutlicher wie wichtig neben Pridvention und
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Fritherkennung auch eine individuelle Therapie, deren Verlaufskontrolle sowie eine sich
anschlieBende Nachsorge sind.

Histologre

Histologisch unterteilt man das Mammakarzinom in invasive und nicht- invasive (Carcinoma in
sz7z) Karzinome, von denen das invasive Karzinom das Haufigere darstellt. Beide Untergruppen
konnen weiter in duktale, also von den Milchgidngen ausgehende und lobulédre, aus dem
Parenchym entstandene Karzinome unterschieden werden.

Einen kleineren Anteil machen tubuldre, muzindse oder medulldre Karzinome aus, denen man
eine bessere Prognose zuspricht, als den CAs vom lobuldren oder duktalen Typ (Elston ez a/
1991).

Tabelle 2.1.1: Histologische Einteilung der Mammakarziniome

Typ Haufigkeit
invasive Karzinome 80-85%
invasiv-duktal >70%
invasiv-lobular 10%
Sonderformen

u.a. tubuldr, muzings, <5%

szirrhos, medulldr

nicht invasive Karzinome

(Carcinoma in situ) 15-20%

duktal ~95% aller CIS
(= Carcinoma in
situ)

lobular ~ 5% aller CIS

Tab 2.1.1: Hayes DE: Atlas of Breast Cancer 2nd Edition; Barcelona; Mosby International LTd. 2000, Elsevier
Klassifikationssysteme

Die Stadieneinteilung und Klassifikation des Tumors erfolgt nach dem TNM System, wobei T
die TumorgréBe, N den Lymphknotenbefall und M das Vorhandensein von Fernmetastasen
beschreibt, die Pridfixe p und c stehen jeweils fiir die pathologische bzw. die klinische
Beurteilung der TNM- Kriterien.

Suffixe sn (Sentinel- Lymphknotentechnik), i (immunhistochemisch) und mol (RT-PCR)
werden gebraucht, um Verdnderungen der Lymphknoten, des Tumors oder der Fernmetastase(n)
weitergehend beschreiben bzw. eine Angabe iiber das ausschlaggebende Nachweisverfahren

machen zu konnen. Das Suffix m beschreibt das Vorhandensein mehrerer Knoten.
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Tabelle 2.2.2: Klassifikation nach TNM mit Korrelation zum Staging

Primary tumor (T)

Tx

TO

Tis

Tis

Tis

Tl
TImic
Tla
Tib
Tle

T2

T3

T4

T4a
T4b

T4c
T4d

Primary tumor cannot be assessed
No evidence of primary tumor
(DCIS) Carcinoma in situ
(LCIS) Carcinoma in situ
Paget's disease of the nipple with no tumor
Tumor = 2 cm in greatest dimension
Microinvasion < 0.1 cm in greatest dimension
Tumor > 0.1 but not > 0.5 cm in greatest dimension
Tumor > 0.5 cm but not >| c¢m in greatest dimension
Tumor > | cm but not > 2 cm in greatest dimension
Tumor > 2 cm but not > 5 cm in greatest dimension
Tumor > 5 cm in greatest dimension
Tumor of any size, with direct extension to (a) the chest wall or (b) skin
only, as described below
Extension to the chest wall, not including the pectoralis muscle
Edema (including peau d'orange) or ulceration of the skin of the breast or
satellite skin nodules confined to the same breast
Both T4a and T4b
Inflammatory carcinoma

Note: Paget's disease associated with a tumor is classified according to the size of the tumeor.

Regional lymph nodes (N)

Nx
NO
NI

N2

N2a

N2b

N3

N3a
N3b
N3c

Regional lymph nodes cannot be assessed (eg, previously removed)

No regional lymph node metastasis

Metastasis in movable ipsilateral axillary lymph node(s); pathologic involvement
of one to three axillary lymph nodes

Metastasis in ipsilateral axillary lymph node(s) fixed or matted, or in clinically
apparent® ipsilateral internal mammary nodes in the absence of clinically
evident axillary lymph node metastasis; pathologic involvement of four to nine
axillary lymph nodes

Metastasis in ipsilateral axillary lymph nodes fixed to one another (matted) or to
other structures

Metastasis only in clinically apparent® ipsilateral internal mammary nodes
and in the absence of clinically evident axillary lymph node metastasis

Metastasis in ipsilateral infraclavicular lymph node(s) with or without axillary
lymph node involvement, or in clinically apparent® ipsilateral internal mammary
lymph node(s) and in the presence of clinically evident axillary lymph node
metastasis; or metastasis in ipsilateral supraclavicular lymph node(s) with or
without axillary or internal mammary lymph node invelvement; pathologic
involvement of 10 or more axillary lymph nodes

Metastasis in ipsilateral infraclavicular lymph node(s) and axillary lymph

node(s

Metagtzsis in ipsilateral internal mammary lymph node(s) and axillary

hsmnh nadals)
e nocate

7
Metastasis in ipsilateral supraclavicular lymph node(s)
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Stage grouping

Stage 0 Tis NO MO
Stage | TI® NO MO
Stage IIA TO NI MO
TIb NI MO
T2 NO MO
Stage IIB T2 NI MO
T3 NO MO
Stage IIIA T0 N2 MO
i N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI-2 MO
Stage 1B T4 NO MO
T4 NI MO
T4 N2 MO
Stage IlIC Any T N3 MO
Stage IV Any T  AnyN MI

°Tl includes TImic

Distant metastasis (M)

Mx Distant metastasis cannot be assessed
MO No distant metastasis
MI Distant metastasis

Tab 2.2.2: Greene FL, Page DL, Fleming ID e7 @/(eds):AJCC Cancer Staging Manual, 6th edition New York, Springer Verlag
2002

Zusidtzlich verwendet man das Greding, um eine Differenzierungseinstufung des Tumors
vornehmen zu kénnen. Nach Bloom und Richardson bzw. nach Elston und Ellis (Aozzzngham
Combined Histologic Grade) (Elston und Ellis 1991) werden Mitoserate, Kernpolymorphie und
Tubulusausbildung verwendet, um einen prognoseweisenden Score zu errechnen. Neben der
Tumorverdopplungszeit, der Proliferationsrate, dem invasiven Verhalten und dem
metastatischen Potenzial werden auch der Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus, das Alter,
der Her2/neu Status und die peritumorale Lymph- und Geféssinfiltration als prognostische
Faktoren angesehen. Als prognostisch ungiinstig gelten groe Tumoren, der starke Befall
axillirer Lymphknoten ggf. auch in verschiedenen Stationen, ein hoher Grading- Score, ein
hoher immunreaktiver Score nach Remmele und Steger (Beurteilung von Ostrogen (ER)- und
Progesteronrezeptorstatus (PR)), ein Alter unter 35 Lebensjahren, ein positiver Her-2/neu-
Status und die Invasion von Lymph- bzw. Blutgefilen (Regierer ez @/ 2005).

In dieser Arbeit wurden die Blutproben der unterschiedlichen Patientinnen vorwiegend nach
ihrem M- Stadium eingeteilt. Die weitere Stadienzugehdrigkeit nimmt sich recht heterogen aus,

wurde aber soweit moglich erfasst und statistisch ausgewertet.
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2.2 Tumor- und Prognosemarker

Verlaufs- und Prognosemarker haben sicherlich im Laufe der letzten Jahre stetig an Bedeutung
gewonnen und sind weiterhin ein stark untersuchtes Gebiet 1im Bereich der
Grundlagenforschung. Dieser Abschnitt soll kurz die hiufig verwendeten Marker vorstellen und
zusammenfassend ihre Bedeutung hinsichtlich der Prognose und des Krankheitsmonitorings
darstellen. Trotz der Vielzahl unterschiedlicher Tumormarker, macht die bereits beschriebene
Anzahl der Neuerkrankungen und der Krebstode pro Jahr (siche 2.1) deutlich, dass es dringend
eines tieferen Verstidndnisses hinsichtlich der Eigenschaften, Mdglichkeiten und Grenzen der so
genannten Tumormarker bedarf.

Carcino- embryvogenes Antigen CEA oder Cancer Antigen 15-3 (CA /5-3)

»Klassische® Tumormarker wie CEA oder CA 15-3, die unter Umstdnden bereits praoperativ
erhoht im Vergleich zum Gesunden gemessen werden kdnnen, werden hdufig routineméBig zur
Verlaufskontrolle bzw. zur Therapiekontrolle genutzt, insbesondere in Kombination. Obwohl
ihre standardisierte Verwendung nach Therapieende aufgrund der derzeitigen Studienlage nicht
mehr von der American Society of Clinical Oncolgy empfohlen wird (Khatcheressian e /.
2008), beschreibt das Manual zur Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms 2004 die
Erhebung des CA-15-3/ CEA Status vor Ersttherapie als ,,wiinschenswert“ und bewertet den
Einsatz dieser Tumormarker insbesondere fiir die Rezidivprophylaxe als Standartmonitoringtool
(Regierer ez a/ 2005).

c-erb-20nkoprotein (HERZ/ neu-Onkogern).

Der Human Fpidermal Growth Factor Recepror 2 (HERZ) erlangte in Vergangenheit,
insbesondere mit der Entwicklung eines gegen ihn gerichteten Antikdrpers (Trastuzumab,
Herceptin®) grofle klinische Bedeutung, nicht nur in Bezug auf die Erkrankungsnachsorge,
sondern auch als Therapietarget. Tumoren die sich Her-2/neu positiv darstellen, werden
einerseits mit schlechter differenzierten Tumoren, einer hoheren Rezidivrate und Mortalitét
assoziiert, andererseits besteht aber mit dem Herceptin eine medikamentdse Therapieoption
(Payne ez @/ 2008, Strieber ez a/. 2004).

Ostrogenrezeptor alpha (ER-T1)

Eine Uberexpression der Ostrogenrezeptoren gilt als einer der bedeutendsten individuellen
pradiktiven Faktoren des Brustkrebses. 80% aller Mammatumoren der Altersgruppe > 50 LJ
sind ER- positiv. Ein ER- positiver Status geht mit einer besseren Gesamtprognose einher und
ist ausschlaggebend fiir eine anti- hormonelle Therapie mit z. B. einem Selektiven
Ostrogenrezeptor- Modulator (z.B. Tamoxifen—) oder einem Aromataschemmer (z.B.
Letrozol—). Ein Drittel aller metastasierten Tumoren reagieren nicht auf die Therapie mit

Aromatase- Hemmern oder Selektiven Ostrogen Rezeptor Modulatoren (Payne ez /. 2008).
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Progesteronrezeptor (PR)

Das PR- Gen wird als Ostrogen reguliert beschrieben, so dass die PR Expression einen
funktionierenden ER Pfad voraussetzt. Aus dieser Annahme heraus gilt die PR Bestimmung in
der Literatur durchaus als sensibleres prognostisches Werkzeug (Horwitz ez @/ 1975). Es gibt
Hinweise, dass PR positive Tumoren sensibler auf Tamoxifen reagieren (Ravdin ez @/ 2003) als
Tumoren, die nur als ER-positiv gelten.

Fpithelial Cell Adhesion Molecule (FpCam)

EGP-2: ebenfalls bekannt als EpCam (GA 733-2, ESA, KSA, 17-1A) gehort, als epitheliales
Glykoprotein, zur Familie der Zelladhédsionsmolekiile und wird auch als Marker fiir Tumoren
epithelialen Ursprungs verwertet (Litinov ez @/ 1994).

Zytokeratine (CK 7,8,18,79)

Zytokeratine werden hdufig als Detektionsmerkmal fiir Zellen epithelialen Ursprungs verwendet
und finden insbesondere bei der Detektion von C7C und A27C Anwendung. Eine
Anwendbarkeit dieser Marker bei frithen Stadien der Brustkrebserkrankung entsprechend einem
bestimmten Verteilungsmuster konnte nachgewiesen werden (Effenberger ez </ 2011).
Urofinase Plasminogenafktivator Typ 3 (uPA-3) und Plasminogenaktivator Inhibitor [ (PA/-7)
Der Plasminogenaktivtor vom Urokinase Typ (uPA- 3) und sein Inhibitor (PAI-1) gehdren zu
einem Proteolysesystem, welches Krebszellen erméglicht die extrazellulire Matrix zu
durchdringen und zu metastasieren (Strieber ez @/ 2004). Der Nachweis der tumorassoziierten
Proteolysefaktoren uPA-3 und PAI-1 scheint prognosebeeinflussend: sind sie im Primirtumor
vermehrt nachweisbar, ist dies mit einem hoheren Risiko fiir Metastasierung, Tumorinvasion
und eine verkiirzte Gesamtiiberlebensdauer verbunden (Look ez «/ 2002). Dariiber hinaus
scheinen Patientinnen mit einer Uberexpression dieser Marker von einer Chemotherapie zu
profitieren. UPA-3 und PAI-1 werden, zumeist noch in Studien, als prognoseentscheidend und
in gewissem Umfang auch als therapieweisend betrachtet (Look ez @/ 2002).

Ki-67 und die S-Phasen Fraktion

Um die Proliferationsaktivitit innerhalb des Tumors zu bestimmen finden zwei Methoden
besonders hiufig Anwendung: zum einen die Bestimmung der ,,S- Phasen- Fraktion®, also dem
Anteil der Tumorzellen, die sich gerade in der Synthese- Phase befinden; zum anderen die
Bestimmung des Proliferationsmarkers Ki- 67, einem Protein, dass nur wihrend der
Proliferationsphase der Zellen nachweisbar ist. Bislang konnte nicht eindeutig belegt werden,
ob ein {iber die Bestimmung des Tumorgrading Methoden hinaus bestehender Vorteil beziiglich

der Prognoseabschitzung existiert (Ignatiadis ez @/ 2008).
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Droccrc

Ein relativ neuer Ansatz, der ergdnzend zu den bestehenden Mdglichkeiten unter dem Begriff
Minimal Residual Disease zusammengefasst wird, beschiftigt sich mit disseminierten, im
Knochenmark angesiedelten bzw. im Blut zirkulierenden Tumorzellen von Karzinompatienten.
2007 fand der Nachweis von D7} C7C Eingang in die Tumormarkerempfehlung der American
Society of Clinical Oncology (Harris 2007). Im Folgenden soll, auch wenn im Gros der
wissenschaftlichen Literatur durchaus keine allgemeingiiltige Nomenklatur besteht, der Begriff
C7C, also zirkulierender Tumorzellen fir 7¢5 im Blut und 27C fir disseminierte 7%
beispielsweise im Knochenmark Verwendung finden.

Diese Arbeit beschéftigt sich in den folgenden Abschnitten mit der Mnimal Residual Disease
bei Mammakarzinompatientinnen und konzentriert sich im Besonderen auf den Nachweis
zirkulierender Tumorzellen im Blut von Patientinnen mit Mamakarzinom. Fiir ein tieferes
Verstindnis von D7C bzw. C7C fiir eine Erkrankung wie Brustkrebs, wird es notwendig sein,
den vollzogenen Wandel des Metastasierungsdogmas iiber die letzten Jahre hinweg

nachzuvollziehen.

2.3. Metastasierung und Mznimal Residual Disease

Seit sich Medizin und Wissenschaft eine Vorstellung von Krebs und Metastasenbildung zu
machen versuchen, gab es immer wieder Ansitze ein Modell zu entwickeln, dass
Allgemeingiiltigkeit besitzt. Das von Stephen Paget bereits 1889 postulierte Prinzip von ,,Seed
and Soi/ (Paget 1889) beschreibt eine tumorspezifische Organaffinitit im Metastasierungsweg,
welche er auf ein jeweils passendes Zusammentreffen des Aicroenvironment des betreffenden
Organs (So7/) und entsprechende metastatische Zellen (seed) zuriickfiihrt. Diese These bildete
unter anderem die Grundlage fiir den Wandel des Metastasierungsdogmas, welcher sich in den
letzten Jahren vollzogen hat (Fidler ez @/ 2002). Der Glaube an eine spite Metastasierung, zu
einem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung, ausgehend von wenigen Tumorzell-
Subpopulationen (Fidler ez @/ 1977) bei epithelialen Tumoren, insbesondere beim
Mamakarzinom, scheint iiberholt: die Parallelitit lymphatischer und systemischer
Metastasierung in einem fritlhen Tumorstadium wurde 2004 von Pantel und Brakenhoff
beschrieben (Pantel und Braakenhoff 2004). Unter anderem trugen Studien, die auf der ZZsswe
Microarray Technologie beruhen und mit deren Hilfe Genexpressions Analysen angefertigt
wurden dazu bei, das Modell der frithen Metastasierung aufzustellen (Pantel und Braakenhoff
2004, Ramaswamy ez @/ 2002).

Im Jahr 2002 schlussfolgerten Bernards und Weinberg aus Ergebnissen verschiedener Studien
folgende drei Metastasierungsgrundsétze: (1) die Metastasierungsfahigkeit eines Tumors wird
schon sehr friih in der Tumorentwicklung durch das tumoreigene ,,Mutatiosspektrum®

festgelegt, (2) es gibt keine eigenstindigen mutationsdeterminierenden Gene, sondern die
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tumorzellspezifische Kombination aus Onkogenen und Tumorsuppressorgenen legen das
Metastasierungspotential fest und (3) es ist bereits kleinen Tumoren moglich zu metastasieren
(Bernards und Weinberg 2002). Grundlage hierfiir bildeten unter anderem Studien zu folgenden
Hypothesen: disseminierte Tumorzellen sind im Knochenmark von Brustkrebspatientinnen
nachweisbar; ein Grofteil aller Metastasen stimmt mit der jeweils dominanten Zellpopulation
(dem Grofteil der Zellmasse ausmachenden Zellen) des Primértumors héufig phianotypisch und
zumeist auch genotypisch, in Hinsicht auf ihre DNA- Genexpressionsmuster, {iberein
(Ramaswamy e @/ 2002, Schmidt- Kittler e &/ 2003). Nach Analyse des
Genexpressionsmusters der dominanten Zellpopulation von Mammakarzinomzellen sei es
moglich das Metastasierungspotential in iber 90% der Fille vorherzusagen (Van't Veer ez o/
2001).

Die Tumorstammzellhypothese geht noch einen Schritt weiter: es werden cancer stem cells,
postuliert, deren Stammzellcharakter den Tumorprogress und die Metastasierung bestimmen

(Shipistsin ez a/ 2008).

 ee ..
/°j‘©>);°/\ Early dlssemlnatlon: ‘/\\ BTCs
@) 1)
Early-stage cancer Genetic progression
©)o
@)@
IO

N N

Advanced-stage cancer Develop overt
/ \ metastasis in parallel

No metastasis

Overt metastasis

Nature Reviews | Cancer

(Abb.2.3.1 : A metastatic model derived from disseminated tumour cell (D7) and circulating tumour cell
studies in human patients. :Detection, clinical relevance and specific biological properties of disseminating tumour cells;
Klaus Pantel, Ruud H. Brakenhoff & Burkhard Brandt; Nazure Reviews Cancer 8, 329-340, May 2008)

Im Jahre 2008 kombinierten Pantel es @/ die Stammzellhypothese und die Idee des parallelen
metastatischen Progresses (Abb. 2.3.1): Zum einen wird dargestellt, dass Zellen mit

Stammzellcharakter (in der Abbildung rot dargestellt, Pfad a), also beispielsweise mit
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unbegrenzter Teilungsfihigkeit und der Fahigkeit Zellen zu bilden, die unterschiedlichste
Funktionen annehmen konnen, die Grundlage des Tumorwachstums bilden und auch in der
Lage sind nach systemischer Streuung Metastasen auszubilden. Zellen die aus diesen
Tumorstammzellen hervorgehen und den Stammzellcharakter verloren haben (grin in der
Abbildung), sind auch nach systemischer Streuung nicht in der Lage zu metastasieren. Ein
zweiter Metastasierungspfad (b) ist ebenfalls denkbar: nach Disseminierung von
Brustkrebszellen (ohne Stammzellcharakter, griin) kann es zu genetische Aberrationen dieser
Zellen kommen, die es den verstreuten Zellen ermoglichen erneut Tumorgewebe zu formieren
(blaue Zellen in der Abbildung) (Pantel ez @/ 2008).

Insbesondere in Bezug auf Brustkrebs, dessen Metastasierungverhalten nicht vollstindig {iber
den Lymphknotenbefall, zu prognostizieren ist- trotz SZA Technik-, scheint das Vorhandensein
von zirkulierenden Tumorzellen in Blut oder Knochenmark ein Hinweis auf eine hdmatogene
Streuung von Tumorzellen aus dem Primértumor zu sein (Bernards und Weinberg 2002). Auch
die Analyse des Primédrtumors und die Einzelzellanalyse der 27C legen den Schluss nahe, dass
die metastatische Streuung von Tumorzellen schon recht frith, zu Beginn des Tumorwachstums,
stattfinde. Als Hinweis auf die Richtigkeit dieser Schlussfolgerung wird der Vergleich von
Tumorzellen und Primértumor in der nicht metastasierten und metastasierter Situation
hinzugezogen: dieser zeigt, dass weniger genetische Aberrationen auf Seiten der 27C/C7C, die
zu einem frithen Zeitpunkt der Erkrankung detektiert werden, als bei Patienten die sich bereits
im M1- Stadium der Erkrankung befinden (Schmidt- Kittler e 2/ 2003, Riethdorf es o/ 2008,
Braun ez @/ 2000).

Die Detektion dieser D7C/C7C, die Analyse ihres genetischen Expressionsmusters und ihres
Migrations- und Wachstumsverhaltens, konnen somit als Ansatz begriffen werden, der
Metastasierung und Tumorprogression ein tieferes Verstindnis abzugewinnen- einer
urspriinglicheren Deutung des Seed und Soil Konzeptes folgend.

Braun es a/ zeigten, dass CK positive Zellen im Knochenmark das Rezidivrisiko bei
Patientinnen mit Brustkrebs im Stadium I, I und III steigern, wobei das Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen unabhédngig von der Detektion disseminierter Tumorzellen zu sein
scheint (Braun es «/ 2000). Der Zytokeratinnachweis in okkulten ,Mikrometastasen® im
Knochenmark gilt als verldssliches Kriterium des Tumorzellnachweises (Klein es 2/ 1999,
Pantel ez @/ 1994, Cote er a/ 1991). In einer Metaanalyse wurden insgesamt 4703
Brustkrebspatienten mit bekanntem 27C Status ausgewertet. Die Patienten mit nachweisbaren
Tumorzellen im Knochenmark hatten nicht nur groBere Tumoren, sondern auch Tumoren mit
héherem histologischem Grade, dariiber hinaus wurden diese Tumoren héufiger als
Hormonrezeptor negativ klassifiziert und die betroffenen Patienten wiesen héufiger
Lymphknotenmetastasen auf. In einem 10 Jahres Fo/ow (p konnte gezeigt werden, dass

Patienten bei denen der Nachweis von A27C erbracht wurde, eine schlechtere
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Gesamtiiberlebensrate hatten und dass das Vorhandensein dieser ,,Mikrometastasen® als
unabhéngiger prognostischer Faktor zu werten sei (Braun ez @/ 2005, Wiedswang ez @/ 2003).
In den vergangenen Jahren gab es diverse Studien zu disseminierten Tumorzellen, ihrer
Bedeutung beziiglich Prognose, Tumorprogression und auch Therapiestratifizierung (Klein ez
al. 1999, Pantel er @/ 1994, Cote er a/ 1991, Braun er a/ 2005, Wiedswang ez @/ 2003,
Wiedswang ez @/ 2004, Pantel ez @/ 2008, Wulfin es @/ 2006, Meng ez @/ 2004, Vincent-
Salomon ez @/ 2008, Janni es @/ 2005). Fortschritte auf der Ebene der Einzelzellanalyse
ermoglichen einen immer genaueren FEinblick in die Mechanismen von Tumorzell-
~Dormancy‘, also dem voriibergehenden Ruhen der Zellen ohne metastatische Aktivitit (z. B.
im Knochenmark) und der Metastasenbildung an sich (z.B. durch systemische Rezirkulation aus
dem KM) (Wiedswang ez @/ 2004, Pantel es @/ 2008). Einen Therapievorteil vermutet man
derzeit im Nachweis eines positiven Her2/neu Status der 27C, welcher zum Teil auch dann
festgestellt werden konnte, wenn der Primértumor als Her2/neu negativ diagnostiziert wurde
(Wulfing ez a/ 2006, Meng ez a/ 2004), so dass der Verdacht nahe liegt, die Her2-/neu
Amplifikation konne wahrend des Tumorprogresses stattgefunden haben (Meng ez @/ 2004).
Eine Antikorpertherapie konnte nun also auch fiir Patienten sinnvoll sein, deren Primértumor
Her2/neu negativ ist. Eine weitere Option wire 2D7Cs als Monitoring-7oo/ fir den
Therapieerfolg einzusetzen (Meng ez @/. 2004, Vincent- Salomon e7 «/ 2008). Es gibt Studien,
die belegen, dass das Vorhandensein von ,,dormanten® Tumorzellen im Knochenmark wéhrend
oder nach adjuvanter Therapie mit einem Wiederauftreten der Erkrankung und einem
schlechteren Krankheitsverlauf assoziiert sind (Wiedswang ez @/ 2004, Janni ez /. 2005).
Aufgrund des Erfolges beziiglich der Nachweisbarkeit und Verwendbarkeit von disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark als Prognosefaktor, aber aufwendigen Gewinnung durch
Knochenmarkpunktionen am Beckenkamm, wurden bald erfolgreiche Versuche unternommen
Tumorzellen auch im Blut von Mammakarzinompatientinnen zu detektieren (Wiedswang es @/

2006).

2.4 Zirkulierende Tumorzellen und deren derzeitige Nachweisverfahren
Die Detektion von C7C im Blut hat, in Bezug auf Prognose, Verlauf und Therapie der

Erkrankung sicherlich noch nicht den selben standartisiert- prognostischen Stellenwert erreicht,
den die Detektion von 27C im Knochenmark innehat. Dass der C7C Nachweis mdglich ist,
nicht nur bei Patientinnen mit Brustkrebs, sondern unter anderem auch bei Patient (-innen) mit
Prostatakrebs, Ovarialkarzinom, Kolonkarzinom und Lungenkrebs, wurde in diversen Studien
belegt (Brugger ez @/ 1994, Allard ez a/. 2004, Racila ez a/ 1998, Ross ez a/. 1993, Fehm ez a/.
2002).

In den letzten Jahren gab es einige Ansdtze welche die Detektionsraten von Blut und
Knochenmark auf ihren prognostischen Erfolg verglichen- mit durchaus unterschiedlichen

Ergebnissen. So haben etwa Wiedswang e7 @/ 2005 festgehalten, dass die 27C Rate, nicht aber
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die C7C Rate mit einer schlechteren Prognose korrelierte (n=23) (Wiedswang ez «/ 2004),
Pierga er @/ konnten 2003 den priadiktiven Wert zirkiulierender Tumorzellen aufgrund der bei
114 Patientinnen gesammelten Daten ebenfalls nicht bestdtigen. Im Jahre 2004 jedoch wiesen
Cristofanilli e# @/ nach, dass die Anzahl zirkulierender Tumorzellen vor Therapie bei MI-
Patientinnen als ein unabhingiger Priadiktor fiir das Gesamtiiberleben der untersuchten
Patientinnen (n= 177) zu werten sei (Cristofanilli e @/ 2004) und bereits im Jahre 1996
beschrieben Mori ez @/, dass der C7C Nachweis mit einem Fortschreiten der Krebserkrankung
(in diesem Fall gastro- intestinale Neoplasien und Brustkrebs) einhergeht (Mori ez @/ 1996).
Neben dem Nachweis der Zellen bei MI1- Patientinnen wurden viele Untersuchungen
durchgefiihrt, die sich mit der Untersuchung des Blutes von Patientinnen in einem frithen
Stadium der Erkrankung, beschiftigten (Mori es @/ 1996, Miiller es @/ 2003), bzw. den
Vergleich dieser beiden Patientenkollektive anstrebten.

Die teilweise inhomogenen Datenlage mag durch diverse Variablen, einige davon bekannt (wie
ein unterschiedliches Studiendesign, unterschiedliche Stichproben, unterschiedliche isolations-
und Nachweismethoden etc.) und einige davon unbekannt, beeinflusst sein. Ein wichtiger, zu
beriicksichtigender Aspekt ist allerdings die Aufarbeitungstechnik des Blutes, Isolation der C7C
und die darauf folgende Detektionsmethode. Da es mehrere propagierte Methoden gibt und
diese Arbeit sich mit den Ergebnissen einer neuen Herangehensweise an genau diesem Punkt
beschiftigt, sollen im Folgenden die geldufigsten Methoden an Beispielen vorgestellt werden:
Flow- Zytometrie/ Microfluid CTC- Chip

In den vergangenen Jahren gab es verschiedene Ansdtze mit Hilfe der Flowzytometrie
Tumorzellen zu detektieren oder zu isolieren; einer der interessantesten wurde 2007 von
Nagrath ez @/ vorgestellt: eine Methode die auf einem so genannten ,,C7C- C/uzp* beruht.
Basierend auf Microffuid- Verfahren, war es ihnen moéglich aus Vollblutproben verschiedenster
Tumoren (Prostata, Pankreas, Brust und Kolon) Tumorzellen zu isolieren, ohne die Proben
vorher weiter zu priparieren. Das System basiert auf einem ,,C/zp“ der mit 78.000 anti-
EpCam- AK behandelten Mikro -Noppen (auf 970 mmz), die in einem Abstand von max. S0um
voneinander auf einem Array angeordnet sind, besetzt ist. Mit Hilfe einer Pumpe wird das Blut
nun, mit einer festgelegten Geschwindigkeit und Flussdichte, liber das Array gepumpt. Diese
Methode erlaubt die Anreicherung nicht fixierter Tumorzellen (Nagrath ez @/ 2007).

Real-Time/ Quantitative PCR

In der Vergangenheit wurden verschiedene, erfolgreiche Versuche unternommen einen PCR-
gestiitzten Tumorzellnachweis im Blut von Mammakarzinompatientinnen zu erbringen, wobei
als Marker z. B. CKs, CEA, Her2 etc. dienen (Benoy ez @/ 2006, Lakiewiecz 2006). Es konnte
gezeigt werden, dass der C7C Nachweis mittels RT-PCR, mit einer erhdhten Mortalitétsrate und
einem schlechteren Gesamt- prognose assoziiert ist (Weigelt ez «/ 2003). In einer

Vergleichsstudie von Ring e @/ wurde gezeigt, dass im Vergleich mit einer
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immunomagnetischen- und einer Zaser Scanning Zytometrie Methode, die Detektion von
Tumorzellen im Blut von Brustkrebspatientinnen, die RT- PCR das sensibelste und sensitivste
Werkzeug darzustellen scheint (Ring ez @/ 2005).

Insbesondere die 2008 von Molloy er @/ vorgestellte Methode soll hier exemplarisch dargestellt
werden, da einige der Patientenproben dieser Arbeit am National Cancer Institute in Amsterdam
untersucht und diese Ergebnisse mit den Untersuchungsergebnissen der in dieser Arbeit
angewandten Methode verglichen wurden.

Die Anreicherung der Zellen vollzieht sich zundchst iiber eine Ficoll- Dichtegradienten-
zentrifugation und eine sich anschlieBende immunomagnetische Anreicherung der Tumorzellen
mittels anti- CD326 (HEA/EpCam). Nach der mRNA Isolation und der cDNA Synthese wurde
die Real- 7ime PCR zur Bestimmung einer so genannten C7C Signatur, gegen die
Tumorzellmarker CA- 19, p1B, EGP-2, PS2, Mammaglobin und SBEM durchgefiihrt.

pS82: Das pS2 Protein (84 AS) gehort zur Trefoil Faktor Familie (ITF), wird Ostrogen
kontrolliert, in Brustkrebszellen iiberexprimiert und scheint Ostrogen-Rezeptor assoziiert zu
sein (Rio er @/ 1988). pZB: Ein weiteres Protein der Trefoil Faktor Familie, wird ebenfalls
relativ spezifisch beim Mammakarzinom {iberexprimiert und genau wie ITF/ pS2 als
Tumormarker empfohlen (Theisinger ez @/ 1996). £GP-2: ebenfalls bekannt als EpCam (GA
733-2, ESA, KSA, 17-1A) gehort, als epitheliales Glykoprotein, zur Familie der
Zelladhisionsmolekiile und wird auch als Marker fiir Tumoren epithelialen Ursprungs verwertet
(Litinov ez @/. 1994). Mammoglobin. ein Protein, das auch brustspezifisch exprimiert und bei
Brustkrebszellen iiberexprimiert wird (Watson er @/ 1996). SBEM. Das Small- Breast-
Epithelial — Mucin gilt als brustspezifische mRNA (Miksicek ez @/ 2002).

Serienverdiinnungen von aus Brustkrebsgewebe hergestellten ¢cDNAs wurden verwendet, um

Vergleichskurven fiir die Kontroll- und Markergene zu gewinnen.

Eine statistische, softwaregestiitze Auswertung anhand eines Algorithmus kalkulierter
Vergleichskurven, stellt die Grundlage fiir die Entscheidung dar, ob eine Probe als C7C- positiv
gewertet wird oder nicht.

Immuncytochemie/ Cell Searc/—- Methode

Immunzytochemische Verfahren  haben in der Regel einen oder mehrere
Tumorzellanreicherungsschritte mit dem Ziel, die so genannte ,,7are event detection moglich
zu machen. Die gingigsten Verfahren fiihren diesen Anreicherungsschritt entweder mit einer
Dichtegradientenzentrifugation (beispielsweise iiber Ficoll oder OnkoQuick—) oder mit einer
immunomagnetischen Zellanreicherung durch. Daran schlieBt sich eine immunozytochemische
Visualisierung und Detektion der potentiellen (C7C an. Die Visualisierung erfolgt {iiber

Chromogene (APAAP, DAB) oder iiber Immunfluoreszenz.
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Da diese Arbeit unter anderem einen Vergleich zwischen dem etablierten und /Z20A4-
akkreditierten Ce//Searc/i—~ - System durchfiihrt, soll an dieser Stelle dieses Verfahren als
Beispiel dargestellt werden:

Pro Test werden werden 7,5ml Blut manuell in einem Zentrifugierschritt vorbereitet und dann in
das Cell7Tracks AutoPrep System eingespeist. Alle folgenden Schritte werden komplett von dem
System iibernommen.

Zunichst findet eine immunomagnetische Anreicherung mit an kleine magnetische Zeadls
(Ferrofluid) gekoppelte anti- EpCam Antikorpern statt. Im Anschluss an die durchgefiihrte
Tumorzellselektion, der Permeabilisierung der selektierten Zellen und deren anschlieBender
Fluoreszenzfiarbung, mit gegen die Cytokeratine 8, 18 und 19 gerichteten Antikorpern (an
Fluorochrome gebunden), einem gegen CD45 gerichteten Antikdrper und einer mit DAPI

durchgefiihrten Kernfiarbung, wird die Probe automatisch in eine Kiivette (MagNest®)

iiberfiihrt und einem starken magnetischen Feld mehrere Minuten ausgesetzt. Die
immunomagnetisch gelabelten Zellen werden so an die Kiivettenoberfiche gebracht und sind
hier nun durch den CellSpoiter- Analvser ® detektierbar. Der CellSportter ist ein

halbautomatisches, = computerunterstiitzes Analysegerdt mit integriertem Fluoreszenz-
mikroskop. Pro Analyse konnen sieben Proben plus interne Kontrolle (SKBR3- Zellen)
untersucht werden (Riethdorf ez @/ 2007).

Die Kriterien die verwendet werden, um einer Zelle einen epithelialen Ursprung zuzuschreiben
setzten sich aus folgendem Farbemuster zusammen: CD45 negativ, CK- positiv, DAPI- positiv
(Cristofanilli ez @/ 2005), wobei sich CK- und DAPI- Fiarbung zu mindestens 50 %
tiberschneiden miissen.

Critofanilli ez «/ wiesen nach, dass die C7C Detektion mittels Ce//Searc/- Methode als

Prognostikum nutzbar ist (Cristofanilli e7 @/ 2004 und 2005).

Eine von Riethdorf es @/ 2007 publizierte Multicenter Studie bestdtigt, dass dieses Verfahren
nicht nur eine sehr hohe Detektionsrate (>70% bei Patientinnen im metastasierten Stadium der
Erkrankung hat), sondern auch im Vergleich der unterschiedlichen Studiencenter vergleichbare
Ergebnisse mit hoher Sensitivitit und Spezifitit erzielt. Der hohe Automatisierungsgrad der
Methode verspricht durch ein einheitlich geprigtes AHand/ing einen geringen systemischen
Fehler und zumindest wdhrend der Anreicherung und Farbung gleichwertige Ergebnisse der
unterschiedlichen Arbeitsgruppen (Riethdorf ez @/ 2007).

Zum besseren Verstindnis der Ergebnisse, welche auf einem Methodenvergleich zwischen Cell
Search und der ebenfalls immunocytochemischen Ariol- Methode beruhen, soll im

nachfolgenden Abschnitt die Ariol- Methode néher beschrieben werden.
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2.5 Ariol -Methode

Der Ariol- Methode liegt, genau wie der Ce//Searc/- Methode eine immunomagnetische
Anreicherung mit anschlieBender Fluoreszenzfarbung gegen die CKs 8, 18 und 19 zugrunde.
Die Detektionskriterien (CK'/ CD 457/ Zellkern'/ Morphologie) richten sich nach den von
Borgen er a/ beschriebenen, Standards zur Evaluation immunzytochemisch gefiarbter Zellen
(Borgen ez /. 1999). Die Auswertung erfolgt ebenfalls {iber einen halbautomatischen 4ra/yzer:
in diesem Fall das Ariol SL-50 (Applied Imaging/ Genetix, New Milton, GB). Die Niitzlichkeit
halbautomatisierter, digitaler Mikroskope hat sich bereits im Vorfeld bewiesen (Pierga e7 /.
2004, Riethdorf es @/ 2007). Neben technischen Abweichungen und einem unterschiedlichen
»Automatisierungsgrad“ der Methoden (Anreichung und Férbung werden in diesem Fall
manuell vorgenommen; Vgl. 3.3.1) ist der vordergriindigste Unterschied, dessen Auswirkungen
in dieser Arbeit im Speziellen untersucht werden sollen, die Verwendung eines zusétzlichen
Cuatcher- Antikorpers zur Tumorzellanreicherung. Die immunomagnetischen Anreicherung
erfolgt zum einen mit einem an magnetische ZAZeads (,,Perlen”) gekoppelten anti- ZApCam-
Antikdrper (Clone HEA-125), welcher gegen CD326 gerichtet ist, ein 40 kDa
Transmembranglycoprotein, welches in die Zelladhédsion involviert ist. CD326 ist ebenfalls
bekannt als EpCAM, epithelial-specific antigen (ESA) und als Auman epithelial antigen (HEA).
Das CD326 Antigen ist iibergreifend auf der basolateralen Oberfliche von Karzinom- und
epithelialen Zellen, aber in der Regel nicht auf Melanom-, Neuroblastom-, Sarkom-, Lymphom-
oder Leukidmiezellen, sowie normalen Fibroblasten zu finden. Zum anderen wird im hier
verwendeten Protokoll mit magnetisch gelabelten Antikdrpern gegen die Cytokeratine 7 und 8
angereichert (Clone: CAMS.2. Isotype: 1gG2a2).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben erfolgreich eine immunomagnetische
Tumorzellanreicherung mit Antikdrpern gegen epitheliale Oberflichenantigene (Naume es @/
1997, Tibbe ez a/. 2002, Hu ez @/ 2003) im Feld der ,, 7are event detection * durchgefiihrt.

Deng er a/ verdffentlichten im Jahre 2008 eine Studie an 49 Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom, die aufzeigt, dass ein derartiges Vorgehen im Anreicherungsschritt die
Detektionsrate, gegeniiber der alleinigen Anreicherung mit anti- ZApCam Antikdrpern,
signifikant steigert. Die Arbeitsgruppe begriindet diesen Vorteil mit der Moglichkeit, dass
neben den CK'/EpCam” Zellen auch Zellen detektiert werden konnen die CK'/EpCam ™Y bzw.
CK "™/ EpCam" (Deng e 2/2008) sind.
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Abb: 2.5.1: C7C Enrichment Strategy; Deng G, Herrler M, Burgess D, Manna E, Krag D, Burke JF: Enrichment with Anti-
Cytokeratin Antibodies Significantly Increases the Sensitivity for Circulating Tumor Cell Detection in metastativ Breast Cancer
Patients; Breast Cancer Research 2008, 10;

Ziel der Arbeit soll es nun sein die Ergebnisse von Deng es @/ (2008) zu validieren und sie
dariiber hinaus auf weitere Mammakarzinom Patientinnen zu iibertragen. Ziel ist es die
beschriebene Methode, von nun an Ariol- Methode genannt, mit der bereits etablierten
CellSearch- Methode, im metastasierten und im nicht metastasierten Sezzzg zu vergleichen.
Klinisch- pathologische Parameter sollen mit dem Vorhandensein von C7C in peripherem Blut
korreliert werden. Eine Herausforderung stellen hierbei die zu erwartenden geringeren C7C-
Detektionsraten bei M0O- Patientinnen dar.
Zusitzlich soll der Versuch unternommen werden, systematisch die Detektionsraten bei
Patientinnen vor und nach der Primédroperation zu untersuchen. Die bis jetzt vorhandene
Literatur zu postoperativem Tumorzell- , Siedding”, der C7C Freisetzung in die Blutbahn,
macht oft sehr widerspriichliche Angaben zu diesem Aspekt. Versuche bei anderen epithelialen
Tumoren den Nachweis zu erbringen, operative Manipulation wiirde Tumorzellen in den
Blutkreislauf streuen, ergaben zum einen positive Aussagen, wie zum Beispiel die 2004
erschienene Publikation von Rolle ez @/ belegt: ein Anstieg zirkulierender epithelialer Zellen
post- OP sei ein Pridiktor fiir ein Wiederauftreten von nicht kleinzelligem Lungenkrebs (Rolle
et a/2004); zum anderen gab es Veroffentlichungen mit verhalteneren Aussagen (Swabata e
@/2007) zum Thema des C7C- Sheddings beim Bronchialkarzinom.
Versuche in einem prd/ postoperativen JSeszzg beim Prostatakarzinom ergaben ebenfalls
unterschiedliche Ergebnisse- einige Studien konnten keine Korrelation von Tumorzellanstieg
und chirurgischer Manipulation feststellen (Davis e7 «/ 2008), andere konnten festhalten, dass
es nach Feinnadelbiosie bzw. radikaler Prostatektomie zunidchst zu einem C7C- Anstieg kommt
(Polascik ez a/ 1999).
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In Bezug auf Brustkrebs gibt es eine Reihe ebenfalls widerspriichlicher Publikationen so
konnten Camara e @/ sehr wohl einen Zusammenhang zwischen Operation und C7C Anstieg
ausmachen (Camara ez @/ 2006), wohingegen Banys ez @/ keinen Zusammenhang prisentieren
konnten (Banys ez @/ 2008). Inwieweit eine etwaiges Shedding der Tumorzellen einer
mechanischen Losldsung oder eher einer, beispielweise Zytokin vermittelten Stressreaktion
entspricht, ist nicht geklart (Weckermann ez @/ 2009, Retsky ez @/ 2008).

Die systematische Untersuchung von Proben die prd- bzw. postoperativ zu einem einheitlichen
Zeitpunkt entnommen wurden (anvisiertes Zeitfester 24 Stunden), soll zumindest iiber die
primdre Frage Aufschluss geben: Erhoht sich die Anzahl der detektierbaren Tumorzellen im
Blut von Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom durch die Manipulation oder sinkt sie

beispielsweise durch die Entfernung der Quelle der C7C?
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3. Material und Methoden

3.1 Patienten
Die Blutentnahmen wurden von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigt.

Alle Patientinnen wurden {iber die Blutentnahme und etwaige Verwendung anonymisierter
Patientendaten, sowie deren Nutzen fiir die Forschung aufgekldrt und haben schriftlich
eingewilligt an den Untersuchungen teilzunehmen.

Zwischen April 2008 und Juli 2009 wurden insgesamt 101 Proben von 77 Patientinnen (hierbei
handelt es sich um ausschlieBlich weibliche Studienteilnehmerinnen) von ca. 7,5 bis 20 ml Blut
mit Hilfe des Ce//Save Blutentnahme Sets von Immunicon (New Jersey, USA) in der
gynikologischen Tagesklinik des Universititskrankenhauses Eppendorf abgenommen. Zur
Verhinderung epithelialer Zellanteile in der Probe, wurden die ersten ml nach Nadelstich nicht
fiir unsere Untersuchungen verwendet.

Gruppe /. Insgesamt wurden 56 Proben von 32 Patientinnen entnommen. Alle Patientinnen
hatten zum Zeitpunkt der Probenentnahme (BE) bekannte (Fern-) Metastasen. Bei allen
Patientinnen aus diesem Kollektiv wurde bereits vor BE eine operative und/ oder adjuvante
Chemo- bzw. Strahlentherapie durchgefiihrt.

Gruppe Za. 45 Patientinnen befanden sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme im Stadium MO,
also ohne bekannte (Fern-) Metastasen und waren noch nicht operiert.

Gruppe 2b: Von 41 Patientinnen des vorangegangenen Kollektivs konnten zusétzlich nach der
Operation Proben entnommen werden, wobei in diesem Fall eine Blutentnahme nach 24 bis 48
Stunden angestrebt wurde, aber in Einzelfdllen auch bis zu 21 Tage post- OP stattfand.

Gruppe 3. Die Kontrollgruppe besteht aus 18 gesunden Personen, die iiber den Zweck der
Blutentnahme unterrichtet wurden und ihr zustimmten. Diese Proben dienen der Kontrolle und
Uberpriifung der Spezifitit der angewandten Methoden. Fiir alle Teilnehmer der Kontrollgruppe
gilt, dass keine Tumorerkrankungen im Vorfeld bestanden oder zum Zeitpunkt der

Blutentnahme bekannt waren.
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3.2 Anfertigung von Kontrollobjekttrigern mit Zelllinien (3T3/ MCF-7) und
Kontrollobjekttragern mit MCF-7 gespiktem Blut

1 Zellkultur

Die Brustkrebszellline MCF-7 (ATCC-Nr: HTB-22[]) und die Mausfibroblastenzellinie 3T3
wurden in DMEM Medium (+4,5g/L Glucose, +11g/L Sodium Pyruvat, -L-Glutamin)
(Invitrogen, Carlsbad, USA) unter Zusatz von 200mM Glutamin (Invitrogen, Carlsbad, USA)
und 10% Total Calf Serum (FCS) von PAA (Pasching, Austria) versetzt. Die Zellen wurden in
25cm? oder 75¢m’ Zellkulturflaschen (Thermo Fisher, Waltham, USA), im Brutschrank (Hera
Cell Save 150, Thermo Fisher, Waltham, USA) bei 37°C und 10% -iger CO2 Atmosphére
bebriitet. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage bis zur Konfluenz. Zur Passagierung der
Zellen wurde unter sterilen Bedingungen das alte Medium aus der Flasche pipettiert und der
Zellrasen mit DPBS (Invitrogen, Carlsbad, USA) gespiilt. Danach wurden die Zellen vom
Flaschenboden geldst indem, je nach FlaschengroBe, 1 bzw. 2 ml Trypsin-EDTA (rein)
(Invitrogen, Carlsbad, USA) in die Flasche pipettiert und fiir max. 3 min. bei 37°C inkubiert
wurden. Das Trypsin wurde durch zupipettieren von 5 bzw. 10 ml Medium inaktiviert, die
Zellsuspension in ein 50ml Falcon Tube (Corning, Lowell, USA) pipettiert und fiir 3 min bei
1200/min zentrifugiert (Rotofix 32, Hettich, Tuttlingen, Germany). Der Uberstand wurde
dekantiert, das Zellpellet in Medium resuspendiert und neu ausgesdt oder in DPBS zur
Anfertigung der Objekttriger weiterverwendet.

Il Mykoplasmentest der verwendeten Zelllinien

Zur Detektion einer moglichen Infektion aller Zelllinien in Kultur wurde Medium aus der
Zellkulturflasche entnommen und mit einem PCR- basierten Verfahren auf das Vorhandensein
von Mycoplasmen untersucht. Hierzu wurde das MycoTrace, Mycoplasma PCR Detection Kit
(Cat.No: Q050-020) mit dazugehorigem Protokoll von PAA (Pasching, Austria) verwendet. 1ml
Mediumiiberstand wurde aus den Zellkulturflachen entnommen, zentrifugiert, das entstandene
Zellpellet wurde in sterilem Wasser resuspendiert und fiir 3 min auf 95°erhitzt. Der Mastermix
fiir die PCR beinhaltete, neben der aufbereiteten Probe, unter anderem den MycoTrace Primer
Mix, Taq Polymerase, Puffer und Wasser.

Nach 37 Zyklen im PCR Cycler wurde dann mit dem amplifizierten Material eine
Gelelektrophorese in 2% Agarose Gel durchefiihrt. Positive Banden bei 500bp wurden als
Hinweis auf eine Mycoplasmeninfektion angesehen.

Il Anferticung der Objekitrdger

Der in Schritt 1. hergestellten Zellsuspension wurden zunichst 50ul entnommen und mit 50ul
Trypan Blau (Trypan Blue Solution 0,4%, Sigma, St. Louis, USA) versetzt. Die so angeférbten
Zellen wurden dann in einer Neubauer Zdhlkammer (Labor Optik, Friedrichsdorf, Germany)
gezdhlt und gegebenenfalls mit DPBS (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdiinnt bis sich eine
Losung herstellen lieB, aus der sich mindestens 1000ul entnehmen liefen die maximal 500
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MCF-7 Zellen und mindestens 700.000 3T3- Zellen fiir die Kontrollen enthielten. Fiir das
gespikte Blut musste die Zellsuspension verdiinnt werden, bis die gewiinschte Zellanzahl (10,

50 oder 500) Zellen in mindestens 100ul DPBS (Invitrogen, Carlsbad, USA) enthalten waren.
Die entsprechende Menge der verdiinnten Losung wurde im Falle der reinen Zelllinien-
Kontrollen direkt in die Zytospin- Kammern (Durchmesser 8,7mm, Hettich, Tuttlingen,
Germany) und im Falle des zu spikenden Blutes direkt in das in ein 50 ml Falcon Tube
(Corning, Lowell, USA) lberfiihrte Blut pipettiert. Das Blut wurde im Anschlu3 nach Protokoll
aufgearbeitet (siche 3.3.1). Die Zytospin- Kammern wurden fiir 3min bei 1200/min zentrifugiert
(Rotofix 32, Hettich, Tuttlingen, Germany) und anschlieBend bis zur Benutzung iiber Nacht

getrocknet. Die Kontrollen wurden im Anschluss direkt verwendet oder bei -80°C eingelagert.

3.3 Protokolle

3.3.1 Zellanreicherung mit der C7C- Methode
[ Erythrozytenlyse

Das entnommene Blut (bis zu 10 ml) wurde im Verhéltnis 1:5 mit Lysepuffer (Genetix C7C Kit
Cat- No: A1000, New Milton, GB) versetzt, 3-5mal invertiert und bis zu 10 min auf einem
Rotator mit dem Puffer inkubiert, bis das Gemisch in den verwendeten 50ml Falcon Tubes eine
kirschrote, durchscheinende Farbe entwickelte. Die Falcon Tubes wurden dann mit 700xg
(1800- 2000/min) fiir 10 min zentrifugiert (Multifuge 3 SR/ Thermo- Fisher, Waltham, USA).
Der Uberstand wurde dekantiert und das zuriickbleibende Pellet in Dilution Buffer (Miltenyi,
Cell Enrichment and Detection Kit, Bestell- Nr: 130-060-101; Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Germany) gelost, indem das Tube mehrfach kriftig iiber eine raue Oberfliche
gezogen wurde.

Il Zellanreicherung

Zum gelosten Pellet wurden nun 100ul FcR blocking reagent (Miltenyi Cell Enrichment and
Detection Kit, Bergisch Gladbach, Germany) pipettiert, um unspezifischen Antikérper (AK)-
bindungen entgegenzuwirken. Als ndchstes wurden 100ul Permeabilisierungspuffer (Genetix
C7C Enrichment Kit, A1000 New Milton, GB) zugefiihrt, um die Zellmembranen fiir die
nachfolgenden Reagenzien durchlidssiger zu machen.

Es folgten 60ul Fixierungspuffer (Genetix, C7C Kit) und schlieBlich wurden jeweils 100ul
MACS Anti- Cytokeratin (gegen CK 7 und 8) bzw. MACS Anti- £pCam Microbeads (Miltenyi,
Carcinoma Cell Enrichment and Detection Kit/ Miltenyi Anti- ZpCam Antikorper Bestell- Nr:
130-061-101) hinzugefiigt. Nach jedem der vorangegangenen Schritte musste die
Zellsuspension mit dem Vortexgerdt (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA)
gemischt werden. Das Gemisch wurde dann 45 min bei Raumtemperatur inkubiert, alle 10 min

musste gevortext werden.
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Im Anschluss wurde das Gemisch mit Dilution Buffer (Cell Enrichment and Detection Kit,
Miltenyi Biotech, Bergisch- Gladbach, Germany) auf 10 ml aufgefiillt und erneut bei nun 300xg
fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet in 1 ml Dilution
Buffer resuspendiert.

Der néchste Schritt diente magnetischen Separation der an AK gebundenen potentiellen
Tumorzellen von den reguldren Zellen des Blutes: Aufbau der Magnetsdulen: fiir jede
Patientenprobe wurde eine Sdule (MACS Seperation Columns, Miltenyi Biotech, Bergisch-
Gladbach, German) in den Magnetstinder (OctoMACS, Miltenyi Biotech, Bergisch- Gladbach,
Germany) eingehéngt und mit 500ul Dilutionbuffer (DB) equilibriert. Als nichstes wurde die
gesamte Patientenprobe (insgesamt 1ml in DB) auf die Sédule gegeben. Nach der Passage durch
die Sédule wurde diese 2 Mal mit jeweils 500ul DB gespiilt. Bei diesem Schritt war im
Besonderen darauf zu achten, dass die Sédule nicht austrocknete und immer ein
Flissigkeitsspiegel auf der Sdule stehen blieb.

Anschlieend wurde die Sdule aus dem Magneten entfernt und in einen Stinder eingehingt, so
dass das FEluat direkt in die Zytospinkammer, die auf ein PLL- beschichtetes Objekttriger
(Sigma- Aldrich) montiert wurde, tropfen konnte. Mit 2x 500ul werden die Zellen aus der

Magnetsdule eluiert.

25



Material und Methoden

Abb 3.3.1.1:

1. Schritt

«— Blutzellen ~a

<

<

\ Tumorzelle

Immunomagnetische Antikdrper gegen Zytokeratine und gegen EpCam binden an die

Tumorzellen
2. Schritt
Tumorzellen

(+ magnetic beads)

A| Magnet

Blutzellen

Positive Selektion der Tumorzellen mittels magnet- gelabelten Antikérpern

2. Schritt

Tumorzellen

Auswaschen der Tumorzellen aus der Magnetséule

Abb 3.3.1.1: Tumorzellanreicherung mittels immunomagnetischer Methode: nach: Hajkova P (2003)
Epigenetic reprogramming in mouse germ cells, rer. nat Dissertation. Max- Planck Institut fiir Molekulare
Genetik, Berlin- Dahlem (Fig 10: Scheme of the Magnetic Bead- Based Cell Seperation)
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1l Zellfixierung

Mit 800 Umdrehungen/min (rpm) wurde das Eluat in der Zentrifuge (Hettich) auf die
Objekttriiger (Sigma-Aldrich) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig, ohne mit der
Pipettenspitze den OT zu beriihren, abpipettiert und verworfen. Die OT wurden nun erneut bei
1000 rpm zentrifugiert. Im Anschlu3 wurden sie entweder 24h bei RT oder fiir 60 min auf einer

Heizplatte (Fisher) getrocknet.

3.3.2 Farbung

Zunichst wurden die bei der Zellanreicherung hergestellten OT bei -20°C fiir 10 min in Aceton
fixiert und anschlieBend bei RT getrocknet.

Die OTs wurden dann in 1x Wash Buffer (Genetix C7C Detection Kit) 2 mal fiir 3min
gewaschen und danach in einer Dunkelfirbekammer mit 1 Tropfen Image iT Signal Enhancer
(Invitrogen) fiir 30 min inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt (3min) mit 1x Wash
Buffer wurde das Antikdrpergemisch auf jeden OT pipettiert: 50ul mouse anti-human CK
8/18/19, direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC [griin] konjugiert, 10 ul mouse anti- human
CD45- direkt mit Dylight 547 [rot] konjugiert und 140ul 1x Wash Buffer aufgetragen und fiir
45 min inkubiert.

Die OT wurden fiir 5 min mit 1x Wash Buffer gewaschen und die Zellen anschlieBend mit einer
Hamatoxylin— Mischung (1:2 Verdiinnung von Hématoxylin und 1x Brightfield Stainig
Solution, Genetix C7C Detection Kit) gegengefiarbt, um sie im Durchlichtmikroskop sichtbar zu
machen.

Nach diesem Schritt wurden die OTs insgesamt dreimal mit Leitungswasser gewaschen und
letztlich in einer wassergefiillten Farbekiivette im Wasserbad (Memmert) bei 37°C aufbewahrt
bis sie alle mit einem Tropfen Dapi Mounting Medium (Vecta Shield) und einem Deckgléschen
versorgt werden konnten. Das Deckglischen wurde dann mit einem diinnen Rahmen aus

Nagellack versiegelt und 30 bis 60 min ruhen gelassen

3.4 C7C Screening

Hardware

Zur Auswertung der S/des wurde das Ariol SL-50 (Applied Imaging/ A Genetix Company,
New Milton, GB) verwendet. Dieser Ana/yzer besteht aus einem semi- automatischen
Mikroskop- Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie sind moglich, integrierter Kamera,
externem SVide Loader (maximales Fassungsvermdgen 50 Objekttriger) und einem als

Steuerungs- und Auswertungseinheit fungierenden Computer.
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Kamera ~ Bildschirm
Slide- Loader

AN

) Mikroskop

Abb.3.4.1: Ariol SL-50
www.gene-lab.com/gpc/ceg_hrpc_img/hrpe SL50.jpg

Software

Ein von Applied Imaging (Genetix, San Jose, USA) entworfenes Programm ist das zentrale
Steuerungsprogramm fiir die Datenverarbeitung vor und nach dem Scez. Zum einen wird durch
die Znzry- Funktion fiir jede Studie/ Patienten/ Slide die spétere Zuordnung von Bildmaterial
und Patient ermoglicht, zum anderen wird mit dieser Funktion &lteres Material archiviert.

Die Scan- Funktion dient dem manuellen Kalibrieren der Slides und dem vollautomatischen
Scannen nach den vorher festgelegten Parametern.

In der Review- Funktion werden alle fraglichen Ereignisse prisentiert, sortiert und klassifiziert
(Bsp: Klasse 1: nzegative Klasse 2: 7C, Klasse 3: Cluster of 2 etc.)

Des Weiteren ist es moglich mit dieser Anwendung Fotoaufnahmen der C7C zu machen.
Finlesen der Objekitriger

Zunichst werden die Objekttriger mit Hilfe der £»#- Funktion eingelesen und einem Barcode
fest zugeordnet, dies soll etwaigen Verwechslungen vorbeugen. Danach werden sie im S/ide-
Loader verstaut. In diesem Gerdt werden die Barcodes der Objekttriger erfasst und an den
Computer libermittelt. In einem Auswahlmenii sind nun die im Zoader vorhandenen OTs fiir
das Kalibrieren prisentiert.

Kalibrierung

Jeder OT wird einzeln liber die Scaz- Applikation des Ariols ausgewihlt und automatisch vom
Slide- Loader auf den Mikroskoptisch iiberfiihrt. Ein 700/ des Scarn- Programmes ist der
Calibration Wizard, ein kleines Unterprogramm, welches die Kalibrierung erleichtern soll.

Fir jeden OT werden einzeln die Parameter Guiz (Flureszenzsensibilitit) Offser
(Leuchtkraftschwellenwert) und  ZAxposure  (Belichtungszeit) festgelegt, um die
Detektionsschwelle des Scazs individuell festzulegen. Im Besonderen wurde darauf geachtet,
die Sensibilitdt des Gerdtes fiir die Cytokeratin-Detektion mdglichst hoch zu halten (FITC-

griin), aber einen zu hellen Hintergrund zu unterdriicken. Das Programm erlaubt es alle
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Objekttrager nach demselben Kalibrierungsmuster zu scannen oder auch das Kalibrieren
automatisch nach einem bestimmten Algorithmus ablaufen zu lassen. Bei dieser Arbeit wurde
auf diese Moglichkeiten verzichtet, jeder Objekttriger wurde einzeln manuell kalibriert.

Scan

Dieser Schritt erfolgt automatisiert. Zunidchst werden zehn nach einem Zufallsprinzip
ausgewihlte Fixpunkte im eingestellten Scanbereich des Ariols aufgesucht und fokussiert. Alle
Kanile (3x Fluoreszenz- und 1x Durchlicht) werden auf ihre ideale Scanhdhe hin {iberpriift,
welche danach automatisch festgelegt wird.

Im zweiten Schritt wird der Scanbreich automatisch in 564 Frames unterteilt. Jeder Frame des
Scanbereichs, also jedes virtuelle Abbild eines Objekttrigerabschnitts, wird nun durch drei
unterschiedliche Fluoreszenzfilter (DAPI/FITC/TXRED) mit 10x VergroBerung abgelichtet.
Die entstehende Datenmenge wird computergesteuert, je nach Lokalisation sortiert, abgeglichen
und gespeichert, so dass letztendlich fiir jedes Scanareal des OTs ein Bild existiert, dass sich aus
den drei Fluoreszenz-Einzelfarben, die nacheinander aufgenommen wurden, zusammensetzt:
dieses Komposit- Image bildet die spitere Auswertungsgrundlage.

In einem dritten Schritt werden alle #7ames durchlichtmikroskopisch abgelichtet.

Fiir jede freiwdhlbare Lokalisation auf dem OT gibt es nun die Mdglichkeit fiinf Aufnahmen
anzusehen: drei davon entstehen durch die Ablichtung des Areals mit den Fluoreszenzfiltern
(griim: CK, rot: CD 45; blau: Zellkern), eins durch eine im Anschluss angefertigte
Durchlichtaufnahme und die fiinfte Aufnahme ist das Komposit- Bild: also die Mdoglichkeit die
Fluoreszenzbilder virtuell iibereinander zu legen, um das Gesamtfirbemuster zu beurteilen.
Jedes Komposit- Bild entspricht nun einem Abschnitt auf dem Objekttrager. Dieses virtuelle
Abbild des Objekttragerabschnitts wird F7a@me genannt. Ein virtueller Objekttrager setzt sich
also aus den entsprechenden /Z7ames zusammen, deren jeweilige Position auf dem OT jederzeit

nachzuvollziehen ist. Eine Gesamtansicht des OTs ist ebenfalls moglich.
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Abb.3.4.2: Screenshot Review Ansicht, Applied Imaging/Genetix:

1. Zeile: Komposit Bild; positive Zelle, 2. Zeile: FITC- Aufnahme (positiv, Zytokeratinfarbung), 3. Zeile: Tx-Red- Aufnahme
(negativ, kein CD45 angefirbt), 4. Zeile DAPI- Aufnahme (positiv, Zellkern vorhanden) 5. Zeile: Durchlichtmikroskopie-Bild
(unauffillige Zellmorphologie), links: Navigationsleiste

3.5 Auswertung des Scans
Virtuell

Die Auswertung der Einzelbilder erfolgte zundchst am Computerbildschirm mit Hilfe der zum
Mikroskop zugehorigen Auswertungssoftware von Applied Imaging (Genetix, San Jose, USA)
im Vorfeld als Review Funktion beschrieben. Pridsentiert wurden alle Bilder die eine Farbung
durch den FITC- gelabeltem AK zeigen. Der computergestiitzte JScez beinhaltet die
Vorsortierung der Bilder in 2 Kategorien: Kategorie 1: mdgliche Tumorzellen (also DAPI
Féarbung positiv, FITC Farbung positiv, aber keine Signale im TxRed Bild) und Katergorie 2:
keine Tumorzellen (Signale in allen drei Fluoreszenzkanilen), hierzu verwendet das Programm
das Komposit- Image.

Entlang dieser Sortierung wurden nun die Bilder von Interesse manuell separiert, individuell
klassifiziert und in weitere Unterkategorien unterteilt. Zusdtzlich zu den Fluoreszenzkanilen

kommt in diesem Schritt auch die Bildgebung durch das Durchlichtmikroskop zum Tragen.
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Manuell

Nach Durchsicht der Bilder am Bildschirm wurden verschiedene Lokalisationen auf dem
virtuellen Abbild des OT ausgewdhlt und automatisch von dem Mikroskop direkt auf dem
realen OT angefahren, so dass mit Hilfe des externen Mikroskops (Abb 3) die reale
Begutachtung und Beurteilung der fraglichen Zellen vorgenommen werden konnte. Die
Entscheidung, ob eine Zelle als potentielle Tumorzelle zu werten ist, wurde erst getroffen,
nachdem zwei geschulte Gutachter unabhidngig voneinander von der Erfiillung der Kriterien

beziiglich der Fluoreszenzverteilung iiberzeugt waren

3.6 Vorbereitung der quantitativen Multimarker- Real Time PCR

Zum Vergleich der Methoden, die auf einer immunomagnetischen Technik basieren (Ariol- und
CellSearch- Methode), wurde von der Arbeitsgruppe um Tim Molloy am Netherlands Cancer
Institute in Amsterdam eine q- RT PCR gegen die Tumormarker SBEM, PS2, EGP2,
Mammaglobin und pl1B durchgefiihrt. Einer Subgruppe des M1 Patientinnenkollektivs wurde
also zusitzlich ein Ficoll -Vacutainer Rohrchen entnommen.

Nach Entnahme wurden diese bei 1500g fiir 20 min in einer Rotofix Zentrifuge (Hettich,
Tuttlingen, Germany) zentrifugiert, zusdtzlich mit Parafilm verschlossen und per Kurier in die

Niederlande zur weiteren Verarbeitung gebracht.

3.7 Statistik

Zur ndheren Beschreibung des Patientenkollektivs wurde, soweit eruierbar, das
Durchschnittsalter  ermittelt, dariiber hinaus wurde eine Aufteilung in einzelne
Patientinnensubgruppen nach TNM- Klassifikationskriterien vorgenommen, diese wurden dann
mittels Chi- Quadrat Test mit den Untersuchungsergebnissen verglichen. Dariiber hinaus wurde
der Chi Quadrat Test verwendet, um die Korrelation zwischen den beiden angewandten
Methoden (Ariol- Methode/ Ce//Searc/- Methode) zu bestimmen, Kappa diente hierbei als Mal3
fiir die Zufilligkeit dieser Beobachtung. Der Wilcoxon Test und das Poisson- Regressions
Model dienten dem Vergleich zwischen den absoluten Zellzahlen. Der t- Test wurde in dieser
Arbeit verwandt, um die unterschiedlichen Detektionsraten, der beiden angewandten Methoden
auf ihre Ubereinstimmung hin zu untersuchen, um dies zu untermauern wurde zusitzlich der
McNemar Test angewendet. Das Signifikanzniveau wurde fiir alle verwendeten Tests auf < 0,05
festgelegt. Damit eine Beobachtung von einem Kappa- Wert als nicht zufillig eingestuft wird,
muss der Kappa- Wert > 0,4 sein. Alle Berechnungen wurden mit SPSS 15.0 fir Windows
(SPSS Inc.-1999) und STATA 9.0 Windows (StataCorp LP 2005 ) angefertigt mit Hilfe von Dr.
C. Eulenburg vom Institut fiir medizinische Statistik und Biometrie des Universitidtsklinikums

Hamburg Eppendorf.
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4. Ergebnisse

4.1 Validierung der Methode

Spifing Experimente mit MCF7 und SKBR3 Zelllinien im Blut gesunder Probanden
Tabelle 4.1.1 Ubersicht Spikingexperimente

Versuch Nr. |Zelllinie Zellzahl Ariol Wiederfindungsrate(%)
1 MCF7 401 193 48
ib MCF7 182 45
1c MCF7 347 86
2 MCF7 486 485 99
2b MCF7 407 84
3 MCF7 137 134 97
4 MCF7 19 13 68
5 MCF7 48 31 64
5b MCF7 42 88
6 MCF7 19 13 68
6b MCF7 17 89
7 MCF7 18 13 72
7b MCF7 12 66
8 MCF7 7 7 100
8b MCF7 7 100
9 SKBR3 306 362 85
10 SKBR3 74 66 89
Mittelwert 79
Median 85

Zur Anfertigung eines Kontrollslides wurde die gleiche Menge Zellsuspension (in PBS gelGste
MCF-7 bzw. SKBR-3 Zellen) auf einen JS/de aufgebracht, die letztlich auch fiir den
Spikingversuch ins Blut gegeben wurde. Im Folgenden wurden diese Slides genauso behandelt
und gefdrbt wie die reguldren Slides und die Zellzahl mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt.
Die so ermittelte Zellzahl diente als Referenzwert fiir die tatsdchlich gespikte Anzahl der Zellen
im gespikten Blut. Die Widerfindungsrate wird in Prozent angegeben und errechnet sich wie
folgt: (Anzahl MCF-7 gespiked/ Anzahl MCF-7 Kontrollslide)x 100 (Tabelle 4.1.1). Die
jeweilige Versuchnummer (1, 2, 3...) entspricht jeweils einem Spikingexperiment, die
Buchstaben (a, b, c...) dienen dazu zwei unterschiedliche Blutproben voneinander abzugrenzen,
denen aber das gleiche Volumen Zellsuspension zugefiihrt wurde (innerhalb eines Versuchs).
Versuch 1 diente dazu die Methode zu erlernen. Die Wiederfindungsrate liegt bei diesem
Versuch zwischen 48% und 86 %. Innerhalb des Experiments wurden in den unterschiedlichen
Proben teils stark differierende Werte ermittelt.

Die nachfolgenden Ergebnisse sind homogener innerhalb eines Experimentes (Bsp: 2a, b, ¢) und
zeigen insgesamt eine hohere Widerfindungsrate. Im Mittel (inklusive Versuch Nr.1) werden
79% der zu erwartenden Zellen nach Anwendung der Ariol -Methode wiedergefunden (Median

85%).
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Kontrollen

Die Probanden der Kontrollgruppe sind sowohl minnlich als auch weiblich. Bis zum Zeitpunkt
der Blutentnahme war bei keinem der Freiwilligen eine neoplastische Erkrankung oder
Krebsvorerkrankung bekannt. Weder die Ariol- noch die Ce//Searc/- Methode hat am gesunden

Probanden Tumorzellen nachweisen konnen (Tabellen 4.1.2 und 4.1.3).

Tabelle 4.1.2 Methodenvergleich (Ariol/ Cel//Searck) am gesunde

Probanden
n=10 Ariol cellSearch
positiv 0 0

Tabelle 4.1.3 Methodenvergleich (Ariol/Cel/lSearch/ MM- Q- PCR)

n=8 Ariol CellSearch MM-Q -PCR

positiv 0 0 0

Zur weiteren Validierung der Ariol- Methode wurden die Ergebnisse fiir Teile der
Patientenkollektive M1 und MO (prd- und postoperativ) mit den Ergebnissen, die mit der /~2DA4-

akkreditierten Ce//Searc/- Methode gewonnen wurden, verglichen (siche 4.2- 4.4).

4.2 Methodenvergleich im M1 Patientinnenkollektiv

Stichprobenbeschreibung

Insgesamt wurden 56 Proben von 32 Patientinnen im Stadium M1 untersucht, davon 28 im
Vergleich mit der Ce//Searc/- Methode. Vier Blutproben konnten von dem Ce//Searc/ Gerit
nicht bearbeitet werden bzw. wurden fehlerhaft bearbeitet (Ariol Daten sind vorhanden) und
wurden deshalb aus dem Vergleich ausgeschlossen. Das Durchschnittsalter dieses
Patientenkollektivs liegt bei 55 Jahren. Tabelle 4.2.1 beschreibt die Patientenstichprobe
hinsichtlich klinisch- pathologischer Parameter. Die héufigste Tumorart ist das duktale
Mamakarzinom (63% aller Patientinnen). Bei dem iiberwiegenden Anteil aller Patientinnen
wurden Tumoren der Grofe pT2 gefunden (53%), bei 56% waren bereits die umgebenden
Lymphkonten mitbefallen. Bei 53% aller Patientinnen wurde ein mittleres Tumorgrading
(Grade 2) festgestellt. Dreiviertel der Patientinnen hatten Hormonrezeptor positive Tumoren

(75%). Der Her2/ Neu- Status wurde bei 59% der Patientinnen als negativ bestimmt.
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Tabelle 4.2.1 Darstellung aller Patientinnen des M1 Kollektivs

Anzahl Pat.(%)

Anzahl pos Ariol(%)

Anzahl pos Ce//Search (%)

Alle 32/ 28 17 von 32 (53) 14 von 28* (50%)
Alter (Mittelwert) | 55 56 53

Art des Tumors

duktal 20 (63) 9 (52) 8 (57)
lobular 8 (25) 5 (30) 4 (29)
tubulér 2 (6) 2(12) 1(7)
unbekannt 2 (6) 1(6) 1(7)
Tumorstadium

T1 7 (22) 5 (29) 3 (21)
T2 17 (53) 8 (47) 7 (50)
T3 3 (9) 3 (24) 3(29)
unbekannt 5 (16) 0 0
Nodalstatus

pos 18 (56) 4 (24) 1 (7)
neg 9 (28) 10 (59) 10 (72)
unbekannt 5 (16) 3 (17) 3 (21)
Grade

1 2 (6) 1(6) 1 (7)
2 17 (53) 7 (41) 6 (43)
3 10 (31) 6 (35) 5 (36)
unbekannt 3 (9) 3(18) 2 (14)
ER/PR**

pos 24 (75) 13 (76) 11 (79)
neg 6 (19) 3(18) 2 (14)
unbekannt 2 (6) 1(6) 1 (7)
Her2

pos 19 (59) 11 (64) 9 (64)
neg 9 (28) 4 (24) 3 (22)
unbekannt 4 (13) 2 (12) 2 (149)

* 28 Patientinnen im Vergleich mit Ce//Search

** ER und/oder PR pos

Vergleich der Detektionsraten

Tabelle 4.2.2 stellt alle positiv getesteten Patientinnen aus dem M1 Kollektiv (n=28) gegeniiber.

Zunichst gibt sie einen Uberblick iiber die mit dem jeweiligen Gerit ermittelte C7C Anzahl.

Bei einem Grofteil der dargestellten Patientinnen, sind sowohl nach Durchfithrung der Ariol-

Methode, als auch der Ce//Search- Methode C7C gefunden worden. Die Ubereinstimmungen

wurden zusitzlich nach Anwendung unterschiedlicher Schwellenwerte fiir die Entscheidung

eine Patientin als C7C positiv zu werten (>3 C7C; =5 C7C) uberpriift. Hierbei nimmt die

Anzahl gleich bewerteter Blutproben (griin unterlegt) weiter zu.
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Tabelle 4.2.2 Gegeniiberstellung der positiv getesteten (=1 TC/ >23TC/ >5TC) M1 Patientinnen

Patientennummer Anzahl Anzahl| Ubereinstimmun| Ubereinstimmung
Cc7C Cc7C g Cel/l/Search/ Ariol 25
Ce//Searc | Ariol CellSearch/
(0) 3 336 171 ja/ja ja/ja
(0)5 3 3 ja/ja nein/nein
(0) 7 41 38 ja/ja ja/ja
(0)20 11 13 ja/ja ja/ja
(0)30 1 1 nein/nein nein/nein
(0)39 1 1 nein/nein nein/nein
(0)41 2 1 nein/nein nein/nein
(0)4a5 2 3 nein/ja nein/nein
(0)50 2 1 nein/nein nein/nein
(0)53 0 1 nein/nein nein/nein
(0)54 0 3 nein/ja nein/nein
(0)62 7 2 ja/nein ja/nein
(0)65 / 2 X/nein X/nein
(o)es 3 4 ja/ja nein/nein
(0)69 0 3 nein/ja nein/nein
(0)71 1 19 nein/ja nein/ja
(0)72 0 1 nein/nein nein/nein
(0)12 1 0 nein/nein nein/nein
(0)67 40 0 ja/nein ja/nein
Insgesamt :.2(von28

Griin= Ubereinstimmung Ce//Search/Ariol; Rot= CellSearch positiv/ Ariol negativ; Gelb = Ce/lSearch
negativ/ Ariol positiv

Tabelle 4.2.3 Kreuztabelle M1 Patienten (n= 28) positiv bedeutet min. 1TC im Blut
nachgewiesen

CS Pat neg CS Pat pos Gesamt
Ariol Pat neg 10 2 12
Ariol Pat pos 4 12 16
Gesamt 14 14 28

Tabelle 4.2.3 zeigt eine Detektionsrate von 50% fiir die Ce/iSearc/- Methode (14/28 Patienten
positiv getestet) und eine Detektionsrate von 57% fiir die Ariol- Methode (16/ 28 positiv
getestet). 22 Patientinnen wurden gleich getestet, es gab bei der C7C positiv/ negativ
Entscheidung 6 unterschiedlich getestete Patientinnen. Der Chi- Quadrat Test ergab eine
signifikante Korrelation zwischen den beiden Methoden (p= 0.003; kappa= 0,571 (p= 0,002)).
Mittels t- Test/ McNemar Test konnte kein signifikanter Unterschied in den Detektionsraten
festgestellt werden (p= 0,424/ p= 0,688). Liegt der Schwellenwert fiir die C7C positiv/ negativ
Entscheidung nun hoher, besteht weiterhin eine signifikante Korrelation zwischen den beiden
Methoden. Fiir eine positive Entscheidung, mit der Bedingung, dass min 3 (C7C im Blut
detektiert werden miissen (n=28) besteht fiir die Ce/lSearc/i- Methode eine Detektionsrate von

25% (7/28 Patientinnen positiv getestet), die Detektionsrate der Ariol- Methode liegt bei 32%
(9/ 28 positiv getestet). Mittels Chi Quadrat Test wurde auch in diesem Fall eine signifikante

Korrelation der beide Methoden errechnet (p-Wert: 0,02 kappa 0,478 (p=0,01)). Hier
35



Ergebnisse

unterscheiden sich die Detektionraten nicht signifikant (t- Test p=0,424, McNemar p= 0,754).
Fiir die Bedingung, dass 5 oder mehr Tumorzellen im Blut detektiert werden miissen, um eine
Patientin C7C positiv einzuschitzen, ergeben sich folgende Detektionsraten: Ce//Searc/. 18%
(5/28 Patientinnen); Ariol: 18% (5/ 28 Patientinnen). Es liegt ebenfalls eine signifikante
Korrelation vor (p= 0,04; Kappa = 0,604(p= 0,001)) und kein signifikanter Unterschied

zwischen den Raten (t- Test p= 0,573, McNemar p= 0,125).

Tabelle 4.2.4 Kreuztabelle M1 Patientinnen (n= 48) positiv bedeutet min. 1TC im
Blut nachgewiesen

CS Pat neg CS Pat pos Gesamt
Ariol Pat neg 17 3 20
Ariol pat pos 8 20 28
Gesamt 25 23 48

Tabelle 4.2.4 zeigt alle bearbeiteten Blutproben (n=48), inklusive mehrerer Messungen pro
Patientin, wie es in einigen Fillen durchgefithrt wurde. Insgesamt wurden 56 Blutproben
untersucht, von denen 48 mit der Ce//Searc/- Methode vergleichbar waren. Die Detektionsraten
liegen nach Anwendung der 2 verschiedenen Methoden bei 48% (Ce//Searc/; 23 von 48 positiv
getestet) und bei 58% (Ariol- Methode; 28 von 48 Patientinnen positiv getestet). Fiir alle
getesteten Blutproben besteht eine signifikante Korrelation zwischen den beiden Methoden
(p < 0,001 kappa= 0,545). Nach Durchfiihrung des t-Tests/ McNemar Tests zeigen die
Detektionsraten auch hier keinen signifikanten Unterschied (p= 0,133/ p= 0,227). Finden hier
die zusétzlichen Schwellenwerte Anwendung, é&ndern sich die Ergebnisse nicht. Die
Detektionsraten fiir den Schwellenwert >3 TC betragen fiir das Ariol wie fir Ce/iSearc/ 31%.
Die Methoden korrelieren signifikant (Chi Quadrat Test p= 0,02, Kappa= 0,457), mit dem t-
Test/ McNemar Test ldsst sich kein signifikanter Unterschied in den Detektionsraten
nachweisen (p= 0,767 /p= 1,000). Genauso verhélt es sich bei dem Schwellenwert > 5 C7C:
Detektionsrate Ariol: 19%; Ce/lSearc/: 32%; die Methoden korrelieren signifikant (Chi Quadrat
Test p= >0,001; Kappa = 0,622) und unterscheiden sich beziiglich der Detektionsraten mit den
iiblichen Tests nicht nachweisbar (t- Test p=0,420; McNemar p= 0,688).
Vergleich der absoluten Tumorzellzahl!
Es kann kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Ariol- und Ce//Searc/- Methode
bestimmten absoluten Zellzahlen festgestellt werden, weder flir die einfachen Messungen
(n=28; p= 0,830 Wilcoxon), noch fiir die Mehrfachmessungen, welche die Patientinnen
beinhalten, deren Blut wiederholt untersucht wurde (n= 48; Wilcoxon p=0,448).
Die Zellzahl- Range innerhalb des untersuchten Kollektivs (n=28) betragt fiir das Ariol 1-171
Zellen und fiir Ce//Searc/ 1- 336 Zellen.
Betrachtet man mit Hilfe des Poisson- Regressions Modells nur die Patientenproben, die
innerhalb aller Patientenproben (inklusive der wiederholt gemessenen Patientinnen) als positiv
gewertet wurden (n= 31), dann ldsst sich die Aussage formulieren, dass die Ce//Searcs-
Methode, bezogen auf die reine Tumorzellzahl 63% mehr C'7C findet, als die Ariol- Methode.
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Zusammentang mit dem Erkranfungsstadium

Tabelle 4.2.1 zeigt den Zusammenhang zwischen (7C Status und histo- pathologischen
Parametern. Die Ce//Searc/i- Methode zeigt einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
C7C Detektion (Schwelle > 1) und dem Tumorstadium (p= 0,045). Dieser Zusammenhang
verliert sich nach Anlegen der anderen Schwellenwerte.

Bei der Ariol- Methode haben signifikant mehr C7C- positive Patientinnen (Schwelle >3)
lobuldre Tumoren (p= 0,017). Ansonsten gilt fiir die 28 untersuchten Patientinnen, dass keine
signifikante Korrelation mit dem Tumorstadium, dem Nodalstatus, dem Hormonrezeptorstatus,
der Her2- Status oder der Art des Tumors festegestellt werden konnte, (untersuchte
Schwellenwerte >1, >3, >5). Zu bedenken ist hier die geringe StichprobengroBe (siche Tabelle
4.2.1).

Patientinnen mit wiederholten Messungen

Das Blut von 12 Patientinnen wurde wiederholt untersucht. Alle Patientinnen befanden sich
wihrend der Entnahmen in einem Zyklus ihrer Chemotherapie. In der Regel gab es zwei
Untersuchungen, in Ausnahmefillen bis zu vier Messungen. Die zeitlichen Abstinde in denen
das Blut entnommen wurde, variieren logistisch bedingt stark (1- 207 Tage). In Tabelle 4.2.5
werden die Wiederholungsfille dargestellt. Bei Patientin 3 (bzw.15) siecht man einen Abfall der
Tumorzellzahl von iiber 100 Zellen (sowohl bei der Messung mit dem Ariol, als auch bei der
Untersuchung mittels Ce//Searc/i- Methode) auf eine Zellzahl um die 30, nach einem Zeitraum
von 11 Tagen. Bei Patient 14 (bzw. 17, 36, 76) erkennt man einen Anstieg der gemessenen
Zellen von 0 auf iiber hundert Zellen iiber 4 Messungen in einem Zeitraum von 207 Tagen
hinweg. Einen gleich bleibenden positiven C7C- Status behélt z. B. Patient 20 (bzw. 42, 60) bei
einer um Zellzahl die zwischen 10 und 40 Zellen gemessen wird. Bemerkenswert ist jedoch
Patient 67 (bzw. 70), der mit der Ce//Searc/- Methode von 40 auf {iber 70 Zellen innerhalb von
11 Tagen ansteigt, mit dem Ariol Gerdt aber zu Messzeitpunkt 1 negativ auf C7C und zu

Zeitpunkt zwei mit 2 Zellen positiv getestet wurde.
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Tabelle 4.2.5 Darstellung der wiederholt untersuchten Patientinnen

Anzahl Anzahl C7C
Patientennummer Messung crc Cel/lSearch Wiederholung | Tage
3 1. 171 336
15 2. 26 35 Patient 3 11
1 1. 0 0
56 2. 4 0 Patient 1 182
2 1. 0 0
73 2. 0 0 Patient 2 196
5 1. 3 3
59 2. 1 0 Patient 5 60
64 3. 0 0 Patient 5 116
12 1. 0 1
19 2. 0 / Patient 12 1
13 1. 0 0
18 2. 0 / Patient 13 1
29 3. 0 0 Patient 13 7
14 1. 0 0
17 2. 0 / Patient 14 1
36 3. 1 9 Patient 14 21
76 4. 118 175 Patient 14 207
20 1. 13 11
42 2. 47 37 Patient 20 24
60 3. 12 13 Patient 20 32
24 1. 0 0
38 2. 0 1 Patient 24 21
27 1. 0 0
40 2. 0 0 Patient 27 20
30 1. 1 1
47 2. 0 / Patient 30 31
63 3. 1 2 Patient 30 112
66 4. 11 0 Patient 30 27
67 40
70 2. 73 Patient 67 11
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Grafiken 4.2.1 bis 4.2.4 Darstellung ausgewiihlter CTC Verliufe iiber mehrere Messungen an
verschiedenen Tagen

X: Blutentnahmen Y: C7C Anzahl
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Grafik 4.2.1: Patient 3, 11 Tage Abstand zwischen den Blutentnahmen (BE)Y- Achse, X- Achse: Anzahl CTC
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Grafik 4.2.2: Patient 14, 1 (2.BE) 21 (3.BE) bzw. 207 (4.BE) Tage nach 1. Blutentnahme (BE)
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Grafik 4.2.3: Patient 20, 24 Tage (2.BE) bzw. 32 Tage nach erster Blutentnahme (BE)

12
10 -
2 Ariol
4 =ll— CellSearch
2 —
e

1.BE 2.BE 3.BE 4.BE

Grafik 4.2.4: Patient 30, 27 Tage (2.BE) bzw. 31 (3.BE) und 112 Tage (4.BE) nach erster Blutentnahme (BE)
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Methodenvergleich. Ariol- Methode, CellSearch- Methode und MM- O PCR

Das Blut von 28 Patienten und 10 gesunden Probanden wurde zusitzlich zu der Ariol- und
CellSearch- Methode, mit einer quantitativen Multimarker PCR (MM- Q PCR) untersucht.
Hierbei handelt es sich um einen quantitativen PCR Nachweis der Tumormarker SBEM, PS2,
EGP2, Mammaglobin und p1B. Tabelle 4.2.6 zeigt die Ergebnisse dieses Vergleichs. Grundlage
fiir die positiv/ negativ Entscheidung liegt in diesem Fall bei einem C7C- Score von >1 C7C im
Patientenblut. Bei keinem der 10 gesunden Kontrollprobanden wurden mit einer der Methoden
C7C gefunden. (siche Tabelle 4.1.3). Von den 28 Patienten gab es in 7 Féllen (25%) eine
Ubereinstimmung in allen drei Methoden (2 C7C negativ-, 5 C7C positiv Entscheidungen).
Ariol und Ce//Searc/- Methode korrelieren signifikant, aber zufélligerweise (Chi Quadrat Test;
p= 0,028, kappa= 0,331) fiir das untersuchte Patienten-/ Probandenkollektiv (n= 38; 10 gsunde
Probanden + 28 Patientinnen). Folgende Detektionsraten wurden bestimmt: Ariol- Methode

57% (16/28); CellSearc/- Methode: 39% (11/28); MM- Q PCR: 54% (15/28). Die
Detektionsraten von Ariol- und Ce//Searc/s Methode unterscheiden sich signifikant zugunsten
der Ariol- Methode (t- Test p= 0,019), welche mehr Patienten als C7C positiv bewertet.
Zwischen Ariol-Methode und MM- PCR lisst sich keine signifikante Korrelation nachweisen
(Chi Quadrat Test: p=0,131). Zwischen den Detektionsraten besteht kein signifikanter
Unterschied (t-Test p= 0,8). Ce//Searc/- Methode und PCR zeigen ebenfalls keine signifikante
Korrelation (Chi Quadrat Test, p=: 0,129), unterscheiden sich jedoch signifikant in den
Detektionsraten (t-Test, p= 0.031) zugunsten der PCR- Methode, welche eine hdohere

Detektionsrate aufweist.
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Tabelle 4.2.6 Darstellung 3 Methoden Vergleich Griin=positiv getestet; Rot= negativ getestet

Patientennummer | Ariol Cel/lSearch MM- Q PCR
(0)51A positiv negativ negativ
(0)52A negativ negativ positiv
(0)53A4 positiv negativ negativ
(0)54A5 positiv negativ negativ
(0)56A3 positiv negativ positiv
(0)57A7 negativ negativ positiv
(0)58A8 negativ negativ positiv
(0)59A9 positiv unbekannt positiv
(0)60A10 positiv positiv positiv
(0)61A11 negativ negativ negativ
(0)62A12 negativ positiv positiv
(0)63A13 positiv positiv positiv
(0)65A17 positiv positiv negativ
(0)66A19 positiv positiv negativ
(0)67A20 negativ positiv negativ
(0)68A22 positiv positiv negativ
(0)69A23 positiv negativ negativ
(0)70A24 positiv positiv positiv
(0)71A25 positiv positiv negativ
(0)72A26 positiv negativ positiv
(0)73A27 negativ negativ positiv
(0)74A28 negativ negativ positiv
(0)75A29 negativ negativ positiv
(0)76A30 positiv positiv positiv
1046priAi4g negativ positiv negativ
1045praAi1>s positiv negativ positiv
1048praA21 negativ negativ negativ

Die nachfolgenden Bilder sollen den dargestellten Ergebnissen, neben der tabellarischen
Aufarbeitung der Datenlage, eine plastischere Darstellung abgewinnen. Sie beinhalten jeweils 4
Bilder pro ausgewéhltem Zielbereich auf dem S/“e: 1 Beispiel aus dem M1- Kollektiv, ein
Zell-Cluster (2 Zellen) und 2 Beispiele aus dem MO- Kollektiv, wobei hierebei jeweils eine

Bilderserie aus einer pra- und einer post- operativ gewonnenen Probe entspricht.
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Abb. 4.2.1, Bilder 1-4: Cluster 2 C7Cs
Pat. 003 aus dem M1- Patientinnenkollektiv

Bild1: Komposit- Image , alle Fluoreszenzkaniéle offen, 2 CTC

Bild2: DAPI und TexasRed Kanal offen, keine CK Farbung sichtbar, C7C5 zeigen keine Rotfarbung

Bild3: FITC- Kanal, CK Férbung sichtbar, 2 CTC

Bild 4: Durchlichtmikroskopisches Bild zur Beurteilung der Zellmorphologie: Zellstruktur erkennbar
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Abb. 4.2.2 Bild 1-4: 1 C7C Pat. 003post aus dem MO- Patientinnenkollektiv

Bild 1: Komposit Image, alle Fluoreszenzkanile offen

Bild 2: FITC Kanal offen, CK positive Zelle sichtbar

Bild 3:DAPI und TexasRed Kanal offen, keine CK Férbung sichtbar, keine Rotfarbung der C7C3

Bild 4: Durchlichtmikroskopisches Bild zur Beurteilung der Zellmorphologie, Zellstruktur erkennbar
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Abb. 4.2.3 Bilder 1-4: Cluster 3 C7C Pat. 1009 prd aus dem MO Patientinnenkollektiv

Bild 1: Komposit Image: Alle Fluoreszenzkanile offen, 3 CTC

Bild 2: FITC Kanal offen, CK Firbung sichtbar: 3 CTC

Bild 3: DAPI und TexasRed Kanéle offen, keine CK Farbung sichtbar, C7C% zeigen keine Rotfarbung

Bild 4: Durchlichmikroskopisches Bild zur Beurteilung der Zellmorphologie, Zellstruktur erkennbar
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4.3 Methodenvergleich MO Patientinnen

Stichprobenbeschreibung

Insgesamt wurden 45 Patientinnen im Stadium MO mit Ariol- und Ce//Searc/- Methode
untersucht, wovon 2 Blutproben nicht mit dem Ce/iSearc/- Gerét ausgewertet werden konnten,
so dass 43 Proben in den Methodenvergleich eingehen. Wie Tabelle 4.3.1 zeigt, ist der
iberwiegende Anteil der Tumoren vom duktalen Typ (63%). Die Tumoren sind mit wenigen
Ausnahmen T1 (40%) bzw. T2 (45%) eingestuft worden. Die Erkrankung hatte sich bei 58%
der Patientinnen zum Zeitpunkt der Probenentnahme noch nicht nach Pathologiebefund
erkennbar auf die Lymphknoten ausgedehnt. Uber die Hilfte der Tumoren wurden dem Status
G2 zugeordnet (53%). 71% der Neoplasien sind Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor
positiv, 63% wurden Her2 positiv getestet. Mittels Ariol- Methode hatten 8 Patientinnen (18%)
einen positiven C7C- Status, mittels CellSearch- Methode wurden 6 Patientinnen mit C7C

detektie
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Tabelle 4.3.1 Darstellung aller Patientinnen des M0 Kollektivs

Anzahl

Pat. Anzahl €C7C Anzahl C7C Ce//Search
Alle 45 (43%) 8 von 45 (18) 6 von 43* (14)
Alter (Mittelwert) 59 53 53
Art des
Tumors

28 (63) 7 (87) 3 (50)
duktal

11 (25) 1(13) 2 (33)
lobular

2 (4) 0 0
tubular

4 (8) 0 1(17)
Tumorstadium
T1 18 (40) 2 (25) 4 (67)
T2 20 (45) 5 (62) 1(17)
T3 2 (4) 1(13) 0
unbekannt 5 (11) 0 1(17)
Nodalstatus
pos 14 (31) 3 (38) 5(83)
neg 26 (58) 5(62) 0
unbekannt 5 (11) 0 1(17)
Grade
1 5 (11) 1(13) 0
2 24 (53) 5(62) 4 (67)
3 9 (20) 1(13) 1(17)
unbekannt 7 (16) 1(13) 1(17)
ER/PR*¥*
pos 32 (71) 7 (88) 0
neg 5 (11) 0 5 (83)
unbekannt 8 (18) 1(13) 1(17)
Her
2 pos 28 (63) 1(13) 1(17)
neg 6 (13) 6 (74) 3 (50)
unbekannt 11 (25) 1(13) 2 (33)

* patienten im Vergleich mit Ce//Search

** ER und/oder PR pos
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Vergleich der Detektionsraten

Tabelle 4.3.2 stellt die mit Ce//Searc/- und-/ oder Ariol- Methode C7C- positiv getesteten
Patientinnen dar. Von diesen 14 Patientinnen gab es von 2 Patientinnen nur Ariol Ergebnisse (in
der Tabelle wei3 unterlegt), 1 Patientin wurde sowohl mittels Ariol- als auch Ce/iSearch-
Methode C7C- positiv beurteilt (griin unterlegt), 5 Patientinnen wurden nur mit der Ariol-
Metode als C7C positiv bewertet (rot unterlegt). Bei 5 der 8 mit dem Ariol als C7C positiv
gewerteten Patienten (Pat 100, 1009, 1010, 1034, 1045) wurden 3 oder mehr C7C im Blut
detektiert (Range: 3- 5 C7C), alle diese Patienten wurden mit der Ce//Searc/- Methode C7C

negativ getestet.

Tabelle 4.3.2 Gegeniiberstellung der positiv getesteten MO0

Patientinnen

Patientennummer Anzahl Ariol Anzahl Ce//Search
1003pra 4 /
1006pra 1 /
1007pra 1 1
1008pra 9 0
1009pra 58 0
1010pra 9 0
1034pra 1 0
1045pra 3 0
1011pra 0 1
1011pra 0 1
1019pra 0 1
1026pra 0 1
1039pra 0 1
1046pra 0 1

Zum besseren Vergleich der Detektionsraten wurden die 2 Patientinnen ausgeschlossen, deren

Blut nicht mittels Ce//Searc/- Methode ausgewertet werden konnte.

Tabelle 4.3.3 Kreuztabelle M0 (n=43); positiv bedeutet >1 TC im Blut nachgewisen

CS neg CS pos Gesamt
Ariol neg 32 5 37
Ariol pos 5 1 6
Gesamt 37 6 43
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Aus Tabelle 4.3.3 geht hervor, dass die Ergebnisse der Ce/iSearc/- bzw. der Ariol- Methode fiir
das nicht metastasierte Patientenkollektiv nicht signifikant korrelieren (Chi- Quadtrat Test;
p=0,619; Kappa= 0,032 p=0,836). Die Detektionsraten weisen keinen signifikanten Unterschied
auf (t- Test p=1,000).

Vergleich der absoluten Tumorzellzahlen

Ein signifikanter Unterschied zwischen den ermittelten absoluten Tumorzellzahlen konnte fiir
die MO- Kohorte nicht nachgewiesen werden (Wilcoxon Test p= 0,301). Die Tumorzellzahl
verzeichnet eine Spannweite von 1 bis 58 (C7C bei der Ariol- Methode. Die Ce//Searcs-
Methode findet maximal 1 Zelle bei den untersuchten Patientinnen des MO- Kollektivs. Werden
die absoluten Zellzahlen aller mit Ariol- und-/ oder Ce//Searc/- Methode positiv getesteten
Patientinnen (n=11) mit dem Poisson- Regressions Modell verglichen, findet das Ariol 94%
mehr C7C, das heifit 16 mal so viele Zellen, wie das Ce//Searc/ Gerdt (Konfidenzintervall: 6,5
bis 40).

Zusammenhang mit dem Erkranfungsstadium

Die Ergebnisse des C7C Screenings wurden mit den histologischen Patientendaten mittels Chi-
Quadrat Test auf statistische Zusammenhénge hin untersucht. Fiir die 48 Patientinnen aus dem
MO Kollektiv konnte weder bei der Ariol- noch bei der Ce//Searc/i- Methode eine Korrelation
zwischen den C7C- positiv getesteten Patientinnen und der histologischen Datenlage ermittelt

werden.

4.4. Vergleich der pri- und postoperativen Blutentnahmen

Stichprobenbeschreibung

Von den 45 MO Patientinnen bei denen vor der OP ecine Blutentnahme stattfand, konnte bei 41
auch nach der Operation Blut entnommen und untersucht werden (33 konnten zudem noch
vergleichend mit der Ce/iSearc/- Methode  untersucht werden). Zur néheren
Stichprobenbeschreibung siche Tabelle 4.3.1. Tabelle 4.4.1 zeigt, dass sich die mit der Ariol-
Methode post- OP C7C- positiv bestimmten Patientinnen zu anndhernd gleichen Teilen (5 bzw.
4 Patientinnen) einer weiten Exzision bzw. einer 44/az7o unterziehen mussten. Der Tumor aller
mit dem Ariol positiv bestimmten Patientinnen wurde 77 sazo resiziert. 6 der 8 mit der
CellSearch- Methode C7C positiv bestimmten Patientinnen unterzogen sich einer weiten
Exzision und 2 hatten eine Ablatio. Der Schnittrand war bis auf bei 2 Patientinnen als frei

diagnostiziert worden.
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Tabelle 4.4.1 Darstellung der Operationart und des Schnittrandes der Patientinnen mit post- OP

Blutentnahme
Anzahl Anzahl C7C Ariol Anzahl C7C Ce//Search (%
OoP Patiente | (% auf
weite Exzision 31(75) 5(56) 6(75)
Ablatio 6(15) 4(44) 2(25)
unbekannt 4(10) 0 0
Schnittrand
RO 24(59) 6(67) 4(50)
R1 2(5) 0 2(25)
unbekannt 15( 37) 3(33) 2(25)
* im Vergleich mit Ce//Search

Lrgebnisse des pra und post- OP Vergleichs

Der Préd/ Post Vergleich ergab weder fiir die Ariol- Methode noch fiir die Ce//Searc/- Methode

einen signifikanten Unterschied in den Detektionsraten (t- Test Ariol: p= 0,262, Ce//iSearch:

0,292: McNemar: Ariol p= 0,453, CellSearc/:. p= 0,424) oder absoluten Zellzahlen (Wilcoxon
Test: Ariol: p=0,257; CellSearc/ p=0,285).

Tabelle 4.4.2 Kreuztabelle der pri und post- OP Ergebnisse Ariol- Methode

Ariol Post neg Ariol Post pos Gesamt
Ariol Pra neg 30 5 35
Ariol Pra pos 2 4 6
Gesamt 32 9 41

Tabelle 4.4.3 Kreuztabelle der pri und post- OP Ergebnisse CellSearch- Methode

CS Post neg CS Post pos Gesamt
CS Pra neg 19 9 28
CS Pra pos 5 0 5
Gesamt 24 9 33

Tabelle 4.4.4 stellt noch einmal alle Patientinnen dar, die entweder mit der Ariol- oder der
CellSearch- Methode pra- und/ oder post- OP positiv getestet wurden. Auffillig ist, dass viele
der positiven Blutproben nicht wie geplant 24 h post- OP stattgefunden haben, sondern spiter.
Es kann festgehalten werden, dass innerhalb der untersuchten Stichprobe keine statistisch
signifikante Aussaat von Tumorzellen ins Blut zu beobachten war, weder mit der Ce//iSearc/-

noch mit der Ariol- Methode.
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Tabelle 4.4.4 Darstellung aller pri und/ oder post- OPerativ positiven Patientinnen

Pat. Nr. |Pra Ariol|Pra CS :zg:- Post Ariol | Post CS
Ariol pra< post
1003 4 / 5 5 0
1004 0 0 4 1 0
1006 1 / 9 30 0
1022 0 0 5 2 1
1026 0 1 1 2 0
1028 0 0 1 2 0
1043 0 0 1 24 0
Ariol praz post
1007 1 1 2 0 0
1009 58 0 6 1 0
1034 1 0 1 0 0
1045 3 0 2 1 /
CS pria< post
1005 0 0 4 0 1
1009 58 0 6 1 0
1013 0 0 15 0 2
1022 0 0 5 2 1
1025 0 0 2 0 1
1027 0 0 1 0 1
1029 0 0 1 0 1
1030 0 0 1 0 1
1036 0 0 1 0 2
CS praz post
1007 1 1 2 0 0
1011 0 1 2 0 0
1019 0 1 1 0 0
1026 0 1 1 2 0
1039 0 1 2 0 0
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Linzelfille

Bei zwei Patientinnen (1006 und 1043) waren nur mit der Ariol- Methode C7C- Anstiege von 1
auf 30 C7C und von 0 auf 24 C7C zu beobachten. Bei Patientin 1009 war allein mit der Ariol-
Methode ein C7C Abfall von 58 auf 1 C7C zu beobachten. Die Ce//Searc/- Methode zeigt bei
den Patientinnen 1006 und 10043 keinen C7C- Anstieg, weist bei diesen Patientinnen sogar gar
keine C7C nach. Bei Patientin 1009 zeigt auch die Ce//Searc/- Methode einen Umschwung von
negativ auf positiv nach der Operation, allerdings nur mit 1 C7C, die post- OP detektiert wird.
Methodenvergleich der pra- und post- OP Ergebnisse nach Untersuchungszeitraum aujeeterlt Die
absolute Zellzahl zeigt im Methodenvergleich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Methoden, weder fiir die pri- OP Blutentnahmen (Wilcoxon p= 0,502) noch fiir die
postoperativ entnommenen Proben (Wilcoxon p= 0,318). Vergleicht man mit Hilfe des Poisson-
Regressions Modell alle C7C positiv getesteten post- OP untersuchten Patientinnen (die prd- OP
untersuchten Patientinnen werden unter Punkt 4.3 dargestellt), findet man mit der Ariol-
Methode 86% mehr (7mal so viele) C7C als mit der Ce/lSearc/- Methode (Range Ariols 0-58
C7C; Range CellSearch:. 0-1 C70).>
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5. Diskussion

Diese Arbeit beinhaltet zwei unterschiedliche Aspekte: Zum einen wird ein Methodenvergleich
zwischen Ce//Searc/- Methode, Ariol- Methode und zuweilen auch MM- PCR durchgefiihrt;
zum anderen wird die so erprobte Ariol- Methode angewandt, um verschiedene klinische
Fragestellungen zu beantworten. Zundchst die Anwendbarkeit der Methode auf ein neues
Patientenkollektiv und dariiber hinaus die Frage, ob diese neue Methode ein angemessenes
Werkzeug fiir die Detektion von perioperativ gestreuten Tumorzellen sein kann.

Als Diskussionsleitfaden sollen die in der Einleitung umrissenen Fragen dienen:

Als erstes ist die Frage zu kldren, in wie weit die bisher erhobenen Ergebnisse zur neuen Ariol-
Methode beziiglich der Detektion von C7C bei M1- Patientinnen reproduzierbar sind.

Die von Deng e7 @/ 2008 publizierte Studie zur Etablierung der Ariol- Methode beschreibt einen
signifikant héhere C7C- Detektionsrate im M1 Kollektiv (n= 49) gegeniiber der Ce//Searc/-
Methode und erklart diesen durch die Verwendung von Anti- CK Antikérpern bzw. der
Kombination von Anti- CK und Anti- ZApCam Antikdrpern als Cuazcher in der
Anreicherungsphase (Deng ez @/ 2008). Im Kontrollversuch mit Zellkulturzellen finden Deng e7
a/. im Mittel 78,9% der gespikten Zellen im peripheren Probandenblut wieder. Die
Kontrollversuche, die in dieser Arbeit dargestellt werden, haben ebenfalls eine durchschnittliche
Wiederfindungsrate von 79% (Median: 85%). Allerdings weisen die in dieser Arbeit ermittelten
Ergebnisse innerhalb des M1 Patientenkollektivs (n=28) darauf hin, dass die Methoden (hier:
CellSearch- Methode und Ariol- Methode) einander zwar ebenbiirtig sind und hoch signifikant
korrelieren, die Detektionsraten jedoch keinen signifikanten Unterschied aufweisen.

Der Fragestellung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von Deng e «/ und der
Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Methoden folgend muss jedoch festgehalten werden,
dass sich mit den in dieser Arbeit ermittelten Daten, die Beobachtung der signifikanten
Erhohung der Sensitivitdt, nicht unterstiitzen ldsst. Die Korrelation zwischen den
Detektionsraten war jedoch ermutigend und der Grund zur Fortfilhrung der Experimente.
Riickwirkend betrachtet bleibt die Frage offen, weshalb der zusidtzliche, magnetische Cuzc/er
nicht den erwarteten Effekt im M1- Patientenkollektiv bewirkte: die Erh6hung der Sensitivitét
der Ariol Methode gegeniiber solchen Methoden, die lediglich mit ZApCam- Antikérpern
anreichern. An dieser Stelle miissen zwei Aspekte beriicksichtigt werden: zum einen ist fraglich
weshalb die Idee einen zusétzlichen Cazcher zu verwenden nicht zu einer hoheren
Tumorzellausbeute fiihrt, zum anderen wirft sich die Frage nach einem methodischen Problem
auf, da die erstmalige Etablierung der Methode durch Deng und seine Arbeitsgruppe, sich so
nicht validieren lieB. Ein Ansatz zur Kldrung des biologischen Aspekts konnte die Annahme
sein, dass der Anstieg der Expression von ZpCam auf der Tumorzelloberfliche erst spiter in der

Metastasierungskaskade erfolgt, was bei Patientinnen im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium
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eine hohere ZpCam- Dichte auf den Tumorzellen bedingen und einer zusétzlichen Anreicherung
mit CK- Antikérpern keinen Vorteil verschaffen wiirde (Meng et al. 2006). Allerdings gibt es
Beobachtungen, die dieser Uberlegung widersprechen und eine Downregulation von ZpCam,
insbesondere bei Patientinnen nach /Z7zsz/ine Chemotherapie, beschreiben (Thurm es @/ 2003,
Willipinski ez @/ 2005).

Eine weitere denkbare Erklérung ist ein methodischer Aspekt: die Ariol- Methode bedient sich
vieler Schritte die manuell durchgefiihrt werden, eine Liicke fiir systemische Fehler,
wohingegen die Ce//Searc/- Methode héufiger automatisierte Schritte verwendet, desweiteren
ist bei beiden Methoden eine computergesteuerte Auswertung der S/des, bzw. Kiivette nur
teilweise moglich, es liegt also buchstidblich im Auge des Betrachters, ob eine Zelle den
Richtlinien folgend als Tumorzelle gewertet wird oder nicht. Durch eine zusétzliche
durchlichtmikroskopische Aufnahme des kompletten S/Zdes und der Moglichkeit, jede Zelle
nicht nur virtuell sondern auch real zu begutachten, bietet die Ariol- Methode im Gegensatz zur
CellSearch- Methode zusitzliche Ausschlusskriterien fiir falsch positive Zellen. Dies sind
mogliche Argumente fiir einen potentiellen Unterschied der zwischen der Ariol- und
CellSearch- Methode gemessen wird, welcher sich aus den bestehenden Daten zum M1
Kollektiv jedoch nicht signifikant darstellte. Ein innermethodischer Unterschied zwischen den
Arbeitsgruppen ldsst sich sicherlich so nicht erkldren, in diesem Fall ldsst sich eher ein
methodischer Unterschied in der Auswertung der S/des bzw. eine andere Zusammensetzung
des Patientenkollektivs, eventuell bedingt durch regionale oder bespielsweise ethnische
Unterschiede der gewihlten Patientengruppe anfiihren. Ein weiterer moglicher Aspekt ist
sicherlich die Vorbehandlung der Patientinnen, sowohl in unseren Versuchen, als auch im
Patientenkollekiv von Dengs Arbeitsgruppe gab es in der M1 Gruppe bei fortgeschrittenem
Tumorstadium bereits begonnene bzw. abgelaufene Therapieansitze, wie z.B. Chemotherapie.
Ein weiterer zu beachtender Punkt ist sicherlich der Ansatz der wiederholt untersuchten
Patientinnen innerhalb des M1- Kollektivs. Interessanterweise konnten hier auch im Vergleich
mit Ce//Searc/ unter adjuvanter Chemotherapie sowohl ein Ansteigen, als auch ein Abfallen der
C7Cs detektiert werden. Dieser Ansatz unterstreicht den Charakter eines Monitoringtools der
Ariol- Methode. Es muss hier kritisch angemerkt werden, dass die Abnahmezeiten stark
variieren (1-207 Tage), allerdings spiegelt dies durchaus den klinischen Alltag wieder, in
welchem die Probenentnahme auch bei Wiedererscheinen des Patienten mit variierenden
Abstdnden stattfindet. Zur letztlichen Abklarung inwieweit die erhobenen Daten, also in diesem
Fall die Ab- bzw. Zunahme der C7C5 iiber den Untersuchungszeitraum hinweg eine klinische
Bedeutung haben, miissen sicherlich weitere Fo//ow- (jp Daten erhoben werden. Der klinische
Einsatz der Ce//Searc/- Methode in der Verlaufskontrolle der Brustkrebstherapie (Slade er a/

2009) und die Entsprechung beider Methoden bei der Untersuchung dieses Patientenkollektivs

53



Diskussion

deutet jedoch auf eine gute Anwendbarkeit der Ariol- Methode im Bereich des
Therapiemonitorings und der Verlaufkontrolle bei Brustkrebspatientinnen hin.

Als zweites sollte die Frage untersucht werden, wie sich die Detektionsraten und die Bedeutung
der Ariol- und der Ce//Searc/- Methoden bei der Untersuchung von MO Patientinnen préd- und
postoperativ  Patientinnen unterscheiden. Leitmotiv dieser Untersuchungen war -einerseits
sicherlich die spannende klinische Frage nach der Nachweisbarkeit perioperativ gestreuter
C7C%, andererseits betrachteten wir hierbei auch das Kollektiv der MO- Patientinnen prioperativ
im Vergleich mit der Ce//Searc/- Methode.

Im Falle der nicht metastasierten Patientinnen zeigte der Methodenvergleich keine signifikante
Korrelation. Die Detektionsraten wiesen keinen signifikanten Unterschied auf. Bemerkenswert
ist allerdings, dass im Vergleich der absoluten Tumorzellzahlen die Ariol- Methode innerhalb
dieses Patientinnekollektivs 16mal so viele Zellen fand, wie die Ce/iSearc/- Methode. Die
Tumorzellanzahl bei den positiv getesteten Patientinnen wiesen bei der Ariol- Methode eine
Range von 1-58 Zellen, bei der Ce/lSearc/- Methode jedoch lediglich 1 Zelle auf.

Bei Betrachtung dieses Punktes sollte man den zuvor dargestellten Vergleich des MI-
Kollektivs nicht aus den Augen lassen. In beiden Féllen werden Unterschiede innerhalb der
Ergebnisse beider Methoden auffillig: innerhalb des M1- Kollektivs wurden nicht, wie erwartet,
hoéhere Zellzahlen mit der Ariol- Methode detektiert, innerhalb des MO- Kollektivs dafir
signifikant hohere Zellzahlen.

Sicherlich kénnen hier auch wieder methodische Griinde, beispielsweise zur Aufarbeitung, zur
Auswertung oder zur Stichprobenauswahl geltend gemacht werden, dennoch bleibt zu bedenken
dass ein zu Beginn der Versuchsreihe erfolgreiche Spiking- Experimente zur Etablierung der
Methode stattfanden.

Eine 2009 von Sieuwarts ez @/ verfasste Publikation im Jowrnal of the National/ Cancer Institute
beschreibt eine diagnostische Liicke der Ce//Searc/- Methode hinsichtlich der ANormal- Like
Breast Tumor Cells, welche die Wissenschaftler auf die Anreicherungsform mit einem ZpCam
Antikorper alleine zuriickfithren (Sieuwarts ez @/ 2009). Ein Ansatz wie dieser macht deutlich,
dass die Frage, ob die gewihlten Cuzcier beider Verfahren alle Zellen einschlieBen,
insbesondere bei abweichenden Patientenkollektiven weiterer Abklarung bedarf. Die Idee, dass
sich potentiell erfassbare Tumorzellen von ihrer Oberflichenstruktur her unterscheiden ist nicht
neu und auch eine Verdnderung dieser Oberflichenstruktur innerhalb des Tumorprogresses wird
diskutiert (Sieuwarts ez @/ 2009). Der von uns gewdihlte Versuchsaufbau lédsst leider keine
weitere Differenzierung zu, weist aber mit den unterschiedlichen Resultaten, insbesondere im
Vergleich der Datenlage der Kollektive MO und M1 auf die Mdoglichkeit hin, dass das Zargezing
der Zielzellen, insbesondere die Auswahl der Cuzc/er in der Anreicherungsphase weiterer

Untersuchung und stetiger Optimierung bedarf.
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Der zweite Unterpunkt dieses Teils der Diskussion soll sich der Detektion von perioperativ
gestreuten C7C widmen. Hierbei muss man sich sicherlich zwei unterschiedlichen Fragen
stellen: Werden C7C%5 durch chirurgische Intervention ,freigesetzt“, die sich prognostisch
negativ flir die Patienten auswirken?

Lassen sich Verdnderungen im postoperativen C7C- Level mit der Ariol- Methode nachweisen?
Die erste Frage ist eher allgemeiner Natur und stellt sich prinzipiell bei jeder Anreicherungs-
und Detektionsmethode und wurde in der Einleitung bereits angesprochen. Mehrere
Arbeitsgruppen haben mit verschiedentlichen Nachweismethoden innerhalb verschiedenster
Patientengruppen die unterschiedlichsten Ergebnisse erhalten. So konnten Banys ez «/ keine
perioperative Streuung bei Brustkrebspatietinnen nachweisen (Banys ez «#/2008), Camara e
a/hingegen schon (Camara ez @/ 2006).

Der Ansatz dieser Untersuchung sollte zunidchst ein Screenizg Versuch zu einem festgesetzten
Zeitpunkt, 24 Stunden postoperativ sein. Bei Nachweis einer signifikanten Erhohung der C7C-
Werte wire eine differenzierte Untersuchung des Steuungsmusters, sprich erstes Auftreten und
Persistieren, erfolgt. Dieser Ansatz birgt sicherlich Risiken in sich: so ist bei einer
Untersuchung 24 Stunden post OP natiirlich fraglich, ob dies der richtige Zeitrahmen zur
Bestimmung der C7C% ist. Die Untersuchungen von Camara es @/zeigten, dass mit Hilfe des
MAINTRAC Systems 3-4 Tage postoperativ die meisten Patienten eine Zunahme der C7C im
Blut zeigten und diese hédufig auch beibehielten (Camara es #Z2006). Der Grund fiir die Wahl
des 24 Stunden Zeitfensters waren zum einen die klinische Durchfiihrbarkeit und zum anderen
und die zeitliche Ndhe zur Operation selbst.

Die in dieser Studie erhobenen Daten verzeichnen keine statistisch relevante Aussaat von C7C
in das periphere Blut der untersuchten Patientinnen, weder mit der Ariol- noch mit der
CellSearch- Methode. Eine groe Hiirde in der Durchfiihrung dieser Untersuchung, welche 41
Patientinnen beinhaltete, war die Einhaltung des 24 Stunden Zeitfensters. In Kooperation mit
der Klinik und unter Beriicksichtigung des fir die jeweilige Patientin angemessenen
Behandlungsablaufs, variieren die postoperativen Blutentnahmezeitpunkte teilweise sehr stark
(1-15 Tage post OP). Es scheint also sinnvoller die Einzelfille zu betrachten, da fiir den
statistischen Beweis oder aber eben die Widerlegung der These der Aussaat von Tumorzellen
unter bzw. nach Operation eine sehr saubere Systematik der Probengewinnung hitte ermoglicht
werden miissen.

Betrachtet man allerdings die 21 Patientinnen, deren Entnahme tatséchlich 24 Stunden post OP
stattfand, war kein signifikanter Anstieg des C7C Scores zu verzeichnen. Interessanterweise
findet sich in der Betrachtung der Einzelfélle bei 4 Patientinnen bei Untersuchung des Materials
nach der Ariol- Methode ein Anstieg der C7C Anzahl, die Blutentnahme bei diesen
Patientinnen erfolgte jeweils mehr als 24 Stunden post OP (4- 9Tage). Sicherlich kann dieser

Anstieg neben der Moglichkeit der perioperativen bzw. postoperativen Tumorzellaussaat, auch
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auf die natiirliche Schwankung der nachweisbaren Tumorzellzahl zuriickzufiihren sein. Die
Ergebnisse dieser Versuchsreihe bestitigen, dass die Ariol- Methode die Moglichkeit des
Monitorings bietet, dass zur Beantwortung der Frage jedoch ein sehr viel aufwendigeres Sezzrzg
von Noten ist: eine systematische Blutentnahme in z.B. folgenden Abstdnden: direkt nach der
Operation; in einem mittleren Zeitraum (mehrere Stunden post operativ) und in einem
langfristigen Zeitraum (mehrere Tage postoperativ). Fraglich bleibt ebenfalls welcher mogliche
Mechanismus zum Tumorzell- ,s/edding fihrt: der mechanisch gesetzte Reiz und ein
Persistieren, der unter der Operation abgescherten Tumorzellen oder vielleicht doch die
Ausschiittung stressbedingter Hormone und Zytokine, die eventuell vorhandene dormante
Tumorzellen aus ihrem ,Winterschlaf“ reilen (Retsky ez @/ 2008). Die Versuchsreihe
verdeutlicht, dass die Ariol- Methode ein mdgliches Werkzeug fiir oben genannte
Fragestellungen ist, deren endgiiltige Abkldarung ein umfassendes Versuchssetting bendtigt, um

die klinische Bedeutung zu untermauern.

Zum Dritten steht die Frage im Mittelpunkt, in wieweit ein Vorteil in der Anwendung oder den
Ergebnissen der Ariol- Methode gegeniiber denen der Ce//- Searc/- Methode besteht.

Die anfangs diskutierten Ergebnisse zur Methodenvalidierung am M1 Patientinnenkollektiv
sowie die Erfahrungen, die sich aus dem Vergleich des MO Kollektivs ziehen lassen, legen
nahe, dass beide Methoden ihre spezifische Anwendbarkeit haben.

Der inhaltlich wohl am gravierendsten wirkende Unterschied der Methoden (der zusétzliche
Cuatcher bei der Ariol- Methode, welcher gegen unterschiedliche Zytokeratine gerichtet ist),
erweckt nach Auswertung der in dieser Studie erhobenen Daten den Anschein, am chesten die
Tumorzellausbeute bei Patientinnen in nicht metastasiertem Stadium der Erkrankung zu
verbessern.

Methodisch weisen beide Aufarbeitungsmoglichkeiten unterschiedliche Profile auf: die
CellSearch- Methode bedient sich vieler automatisierter Schritte, die Ariol- Methode hat das
»offenere System, viele Schritte werden per Hand durchgefiihrt, was zum einen die
Moglichkeit bietet relativ ziigig Versuchsstrukturen bei Bedarf zu dndern, sowohl wéhrend der
Aufarbeitung, als auch in der Hard- und Software innerhalb der Auswertungsphase, zum
anderen aber auch den potenziellen systemischen Fehler erhoht. Beide Methoden ringen in
Bezug auf die Auswertung des Bildmaterials, mit der Subjektivitit, welche sich automatisch aus
der Betrachtung durch den Untersucher ergibt. FEin Anlegen streng definierter
Auswertungskriterien ist daher unerldsslich. Die Konzeption des Ariols trigt diesem Problem
durch die zusétzlich Durchlichtmikroskopie und die Mdglichkeit die Zellen nicht nur virtuell
auf den Fotos, sondern auch real auf dem /e durch das Mikroskop zu betrachten, Rechnung.
Letztlich ist es wohl die Fragestellung, das Studiendesign oder im Allgemeinen das

Anwendungsgebiet welches die Wahl des Werkzeuges, bzw. der Methode bestimmen sollte.
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Durch die Flexibilitdt des Systems lédsst sich das Ariol gut in der Forschung verwenden, ein
Experimentieren mit den einzelnen Stellgliedern des Systems ist schnell und relativ leicht
moglich. Fiir Studien mit groBem Patientendurchsatz oder Einsdtze im klinischen Alltag ist die
CellSearch- Methode vermutlich geeigneter, und bereits vielfach genutzt (Riethdorf ez a/
2007).

Weitere Aspekte die noch angesprochen werden sollten sind statistischer Natur: so beschéftigen
sich z. B. die 2007 von Tibbe e 2/ verdffentlichten Uberlegungen zur statistischen Auswertung
von angereicherten C7C aus peripherem Blut im Rahmen der Etablierung eines neuen
Anreicherungsverfahrens mit der Frage, ob die vormalig auf ein Minimum von 5 C7C
festgelegte Schwelle zur Wertung des Patientenblutes als positiv, auf einen Schwellenwert von
1 C7C zu reduzieren sei. Basierend auf diesen Uberlegungen sind in dieser Arbeit verschiedene
Schwellenwerte  angelegt und im Methodenvergleich  beriicksichtigt worden. Die
Schwellenwerte >3 und >5 C7C im peripheren Blut ergaben ebenfalls eine signifikante
Korrelation der beiden Methoden fiir das M1 Kollektiv. Letzlich wird eine Fo/low Cp- Studie
zeigen miissen, welcher Schwellenwert den grof3ten prognostischen Wert hat.

Die Darstellung der einzelnen Parameter zur néheren Beschreibung der Patientinnenkollektive
(TNM- Status etc.) dienten lediglich zur Darstellung der jeweiligen Patientinnen-

(unter-) gruppe. Die statistische Auswertung der Daten und die Verknilipfung mit den C7C-
Ergebnissen, fiir die einzelnen Gruppen wurde jeweils der Vollstindigkeit wegen erhoben, sie
zeigen in fast keinem Kollektiv einen statistischen Zusammenhang zwischen Tumorstatium und
C7C- Detektionsrate. Es muss aber letztlich angemerkt werden, dass die jeweiligen
Untergruppen zu klein ausfielen. Bei entsprechender Fragestellung miisste jeweils die

entsprechende Stichprobe gewihlt und auf die C7C- Verteilung hin untersucht werden.

Das vierte Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden inwieweit die Ergebnisse der Ariol-
Methode mit denen einer PCR-basierten Methode vergleichbar sind.

Die MM- RT PCR gilt als eines der sensitivstes Werkzeug zur Bestimmung des C7C- Status
(Molloy e a/ 2008) bei Brustkrebspatientinnen und sollte sowohl mit den Ergebnissen der
CellSearch- als auch mit den Ergebnissen der Ariol- Methode korrelieren. Die PCR basierten
Untersuchungen wurden ebenfalls mit Proben aus dem M1 Patientinnenkollektiv vorgenommen
und sowohl mit der Ariol- als auch der Ce//Seac/- Methode verglichen. Hierbei stellte sich
heraus, dass bei den 10 gesunden Probanden, die untersucht wurden, mit keiner der
angewandten Methoden Tumorzellen gefunden wurden. Die Detektionsrate fiir das Ml
Kollektiv korrelierten signifikant zwischen Ce//Searc/- und Ariol- Methode, unterschieden sich
jedoch in den Detektionsraten zu Gunsten der Ariol- Methode, welche die hohere Rate aufwies.
Die Ariol- Methode und die MM- PCR wiesen keine Korrelation auf. Die Ce//Searc/- Methode

und PCR wiesen ebenfalls keine Korrelation in dieser Kohorte auf, die Detektionsraten
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unterschieden sich signifikant. In absoluten Zahlen gibt es innerhalb der 28 untersuchten Fille 7
Ubereinstimmungen innerhalb der drei angewandten Methoden: 2 positiv und 5 negativ.

Wie fiir die vorangegangenen Fragestellungen muss auch hier wieder zwischen biologischen
und methodischen Ursachen fiir die abweichenden Ergebnisse gesucht werden: Biologisch
auffillig ist sicherlich, dass Ariol- und Ce//Searc/- Methode korrelieren, jeweils aber keine
Korrelation mit der PCR aufweisen. Trotzdem man davon ausgehen kann, dass die MM- PCR in
diesem Versuchsaufbau das empfindlichste Werkzeug darstellt, ermittelt die Ariol- Methode mit
57% die hochste Detektionsrate (zum Vergleich: Ce//Searc/- Methode: 32%, MM- PCR: 54%).
Erfreulicherweise werden von allen drei Methoden die gesunden Probanden als gesund
eingestuft. Es ist nun fraglich, ob die verwendeten Targets bei der Aufarbeitung der Proben das
Problem darstellen. Allen drei Methoden gemein ist, dass sie ZpCam als Zielstruktur
verwenden, da es sich im Falle der Ce//Searc/- Methode hierbei sogar, um den einzigen
Cuarcher handelt, sollte eigentlich anzunehmen sein, dass die PCR- Methode zumindest alle von
CellSearc/s als positiv  eingestuften Patientinnen ebenfalls als positiv  wertet. Diese
Beobachtuung wurde ebenfalls nicht gemacht, es gibt durchaus Fille in denen die Ce//Searcs-
Methode eine Patientin positiv wertet, die PCR hingegen nicht.

Es bleibt die Betrachtung des methodischen Vorgehens:

Methodisch ist sicherlich ein schwieriger Drei- Methoden Vergleich angestrebt worden, bei dem
die dritte untersuchende Partei die notwendigen Untersuchungen in den Niederlanden
vornechmen musste, so dass zusdtzlich zu den vorherig beschriebenen storenden
Einflussfaktoren der Probentransport in die Niederlande hinzukommt. Die verwendeten Proben
stellten desweiteren lediglich einen Ausschnitt des eigentlichen Kollektivs dar.

Der von Molloy e7 a/beschriecbende MM-PCR basierte Assay zur Detektion von C7C zeigte in
einer 39 Personen umfassenden Stichprobe mit metastasierten Brustkrebspatientinnen eine
Detektionsraten von 84% (Molloy ez «/ 2008), die Abweichung von den in dieser Studie
untersuchten  Patientengruppe  (Detektionsrate 54%) ist auffdllig. Die verzeichneten
Abweichungen innerhalb der Methoden muss sorgfiltig gepriift und immer wieder kritisch

hinterfragt werden, um eine mdglichst umfassende Detektion von C7C zu ermoglichen.
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6. Zusammenfassung

Die Detektion zirkulierender Tumorzellen wird aufgrund ihrer in der klinischen Anwendung
mittels Blutentnahme einfachen Durchfiihrung, als ein viel versprechendes Werkzeug zur
Uberwachung der Brustkrebserkrankung gehandelt. Diese Arbeit vergleicht eine neue Methode
(Ariol- Methode), deren Vorteil in der Tumorzellanreicherung mit zwei unterschiedlichen
immunomagnetischen Cuaschern (Anti- CK Antikdrper und Anti- £pCam Antikorper) liegt, mit
einer bereits etablierten, /Z7A4- akkreditierten Methode (Ce//-Searc/- Methode), indem das
Patientenblut aus zwei unterschiedlichen Patientenkollektiven (Patientinnen in metastasierter
(n= 28) und in nicht metastasierter (n= 43) Situation) von beiden Methoden untersucht und
deren Ergebnisse verglichen wurden. 28 Proben von M1 Patientinnen konnten zusdtzlich mit
einer Multimarker Realtime PCR untersucht und verglichen werden. Nach Durchfithrung dieses
Methodenvergleichs wurde zusétzlich das Blut von 41 Patientinnen mit nicht metastasierten
Tumoren nach der Tumorresektion untersucht, um die Frage zu beantworten, ob 24 Stunden
post- OP noch Zellen epithelialen Ursprungs in relevanten Malle mit der Ariol- Methode
nachweisbar sind.

Die Untersuchungsergebnisse der Ariol- und Ce//Searc/- Methode zeigten eine signifikante
Korrelation fiir die Patientinnen im M1 Stadium. Betrachtet man alle positiv getesteten
Patientinnen fand die Ce/iSearc/i- Methode 63% mehr C7C. Wiederholt untersuchte
Patientinnen des M1 Kollektivs zeigten sowohl eine Abnahme, eine Zunahme als auch ein
Gleichbleiben der Tumorzellzahlen, oft auch iiber einen langen Zeitraum (bis zu 207 Tagen)
hinweg, ein Hinweis, dass die Ariol- Methode sich als Monitoringtool eignen kénnte und fiir
Fragestellungen in diesem Bereich denkbar wire. Die im Drei- Methoden Vergleich
untersuchten M1 Proben (inklusive gesunder Probanden) zeigten eine signifikante Korrelation
zwischen Ariol- und Ce//Searc/- Methode, jedoch nicht zu der MM- PCR. Die
Untersuchungsergebnisse der vor der Operation untersuchten MO Patientinnen zeigten keine
signifikante Korrelation zwischen der Ariol- und Ce/iSearc/- Methode, die Detektionsraten
wiesen ebenfalls keinen signifikanten Unterschied auf. Im Vergleich der positiven Proben
detektierte die Ariol-. Methode 96% mehr C7C in dieser Stichprobe. Im Vergleich der
absoluten Zellzahlen fand die Ariol- Methode innerhalb dieses Kollektivs (unabhingig, ob vor
oder nach Operation) mehr C7C, was sie zu einem interessanten Werkzeug in der schwierigen
Bearbeitung von Blutproben macht, die in nicht metastasierter Situation gewonnen werden.
AbschlieBend konnte innerhalb des untersuchten Zeitfensters prd und post OP mit der Ariol-
Methode kein signifikanter Anstieg von CK positiven Zellen epithelialen Ursprungs
nachgewiesen werden. Insgesamt kann man schlussfolgern, dass die Ariol- Methode aufgrund
ihres geringen Automatisierungsgrades und ihres leicht modulierbaren Anreicherungsprotokolls
wegen, ein gutes Forschungstool darstellt. Die beiden hauptsdchlich verglichenen Methoden

weisen  sicherlich  jeweils  Vorziige  gegeniiber der anderen  Methode  auf.
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Anti-EpCam
AK
APAAP
BK

CA

CA 15-3
CEA
CK
CTC
DAPI
DTC
DMEM
DPBS
ENCR
EGP-2
FDA
ICD 10
LJ

MO

Ml
MACS

MM- PCR
NKI

oT
PAI-1
PCR
PLL
RKI

RT
RT-PCR
SBEM
SLN
TNM

uPA/R

Anti Epithelian Adhesion Molecule

Antikorper

Alkaline Phosphatase Anti Alkaline Phosphatase
Brustkrebs

Karzinom

Cancer Antigen 15-3

Carcinoembrionic Antigen

Cytokeratin

Zirkulierende Tumorzellen

4'6- diamino-2-phenylindole

Disseminierte Tumorzellen

Dulbeccos Modified Eagle Medium

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline

European Network of Cancer Registries
Epitheliales Glykoprotein 2

Food and Drug Administration of the USA
International Classification of Diseases Vol. 10
Lebensjahre

Patient/-in ohne bekannte Fernmetastasen (TNM)
Patient/-in mit bekannter/-n Fernmetastase/-n (TNM)
Magnetic Cell Seperation/ Metallic Matrix-Assisted
Cell Sorting

Multimarker - PCR

Netherlands Cancer Institute, Amsterdam
Objekttrager

Plasminogen Aktivator Inhibitor- 1
Polymerasekettenreaktion

Poly-L-Lysin

Robert Koch Institut

Raumtemperatur

Real Time Polymerasekettenreaktion

Samll Breast Epithelial Mucin

Sentinel Lymph Node

Tumor, Nodus (Lymphhknotenbefall), (Fern-)
Metastasierung

Urokinase Plasminogen Aktivator/ Rezeptor
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