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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

FUr eine personalisierte zielgerichtete Immuntherapie des Urothelkarzinoms der
Harnblase (UCB) ist es wichtig, pradiktive und prognostisch relevante Biomarker zu
identifizieren. Bisher wird vor allem das Tumorgewebe eingesetzt, um die Expres-
sion von fur die Immuntherapie wichtigen Genen und Proteinen zu untersuchen. So
wird vor allem die Expression von PD-L1 (Programmed cell death-ligand 1) als
Grundlage fur die Verabreichung einer modernen Immuncheckpoint-Inhibitor (ICl)-
Therapie in den Primartumoren analysiert. Jedoch gibt es sowohl Patient:innen, die
bei hoher PD-L1-Expression im Primartumor nicht mit einer gewunschten Antwort
auf diese Therapien reagieren, als auch Patient:innen ohne oder mit nur geringer
PD-L1-Expression im Tumorgewebe, die von einer ICI-Therapie profitieren. Das
zeigt, dass weitere Biomarker erforderlich sind, um optimale Therapieerfolge zu er-
zielen. Auch kann die Expression von z. B. PD-L1 im Primartumor und in Rezidi-
ven/Metastasen unterschiedlich sein. Biopsiegewebe von Metastasen steht jedoch
nicht in ausreichendem Malde zur Verfugung. Deswegen sind in den letzten Jahren
zunehmend FlUssigbiopsie (liquid biopsy)-Verfahren in den Fokus des Interesses
geraten, mit denen z. B. Proben aus dem peripheren Blut einfach und nicht-invasiv
mit modernen Technologien auf das Vorliegen von zirkulierenden Tumorzellen (cir-
culating tumor cells — CTCs) und die Expression von beispielsweise PD-L1 unter-
sucht werden konnen. Diese CTCs konnen dann zum Zeitpunkt der Untersuchung
der Patient:innen phanotypisch und molekular untersucht werden, um Auskunft Gber

die Expression weiterer potenzieller Biomarker zu liefern.
Deshalb sollten in der vorliegenden Dissertation folgende Fragen beantwortet werden:

— Als Grundlage fur die Analyse von CTCs sollte zunachst an einem Set von UCB-
Zelllinien auf RNA- (Ribonucleic acid — Ribonukleinsdure) und Protein-Ebene un-
tersucht werden, ob und in welchen Zelllinien das Immuncheckpoint-Molekul
VISTA (Gen: VSIR) exprimiert wird.

— Im nachsten Schritt sollte getestet werden, ob die Expression von VISTA (V-set
immunoregulatory receptor) ahnlich wie die von PD-L1 Uber bestimmte Zytokine
reguliert wird.

— Im zweiten Teil der Arbeit sollten als Grundlage fur die weitere Optimierung der
Detektion und Charakterisierung von CTCs Ergebnisse der CTC-Detektion aus

Blutproben von UCB-Patient:innen vor radikaler Zystektomie mit dem Parsortix®-



System und aus der Ficoll-basierten Dichtegradientenzentrifugation mit CTC-
Ergebnissen nach CellSearch®-Prozessierung verglichen werden.

Daruber hinaus sollte eine Immunfarbung der CTCs etabliert werden, mit deren
Hilfe auch Keratin-negative CTCs gefunden sowie die Expression von Immun-
checkpoint-Molekilen auf den CTCs bestimmt werden kann.

Die Bestimmung von Kopiezahlveranderungen (copy number variations - CNVs)
aus WGA (whole genome amplification - Gesamtgenomamplifikations)-Produk-
ten aus einzelnen CTCs sollte zur Bestatigung des Tumorzell-Ursprungs der
CTCs eingesetzt werden.

Im letzten Schritt sollten die Ergebnisse der CTC-Bestimmungen mit klinischen

Daten verglichen werden.



2 Einleitung

Das UCB ist besonders im muskelinvasiven Stadium mit einem aggressiven Ver-
halten und trotz multimodaler Therapieoptionen, wie der operativen Entfernung, der
adjuvanten und/oder neoadjuvanten Radio- und Chemotherapie, haufig mit einer
schlechten Prognose assoziiert (Schmidt and Gschwend, 2020). Aktuell kommen
auch Therapien mit modernen ICls beim UCB zur Anwendung (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2025). Wichtige Immuncheckpoint-Molekile sind u.a. PD-L1, PD-1
(Programmed cell death protein 1), CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated An-
tigen 4) und VISTA. Es fehlen jedoch zuverlassige Biomarker, die das Therapiean-
sprechen oder die minimale residuale Erkrankung vorhersagen und prognostische
Aussagekraft besitzen sowie zur Stratifizierung der Patient:innen herangezogen
werden konnen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025, Rink et al., 2012a, Soave et
al., 2015). Des Weiteren kann es wahrend der Tumorprogression zu geno- und pha-
notypischen Veranderungen in den Tumorzellen kommen, sodass sich Primartumor
und Metastasen unterscheiden kdnnen und neue Biomarker fur die fortgeschritte-
nen Tumorstadien bendtigt werden. In vielen Fallen stehen jedoch keine Metasta-
senbiopsien fir erneute Analysen zur Verfligung. Deshalb wird gegenwartig ver-
mehrt Augenmerk auf die Etablierung von nicht-invasiven Biomarkern gelegt, die
vor allem aus Flussigbiopsien (liquid biopsies) detektiert werden kdnnen. Neben
Urinuntersuchungen rucken Untersuchungen des Blutes auf CTCs, zirkulierende
zellfreie Nukleinsduren und sekretierte Proteine mehr und mehr in den Mittelpunkt
des Interesses (Alkassis et al., 2021, Alva et al., 2015, Crupi et al., 2024, Liu et al.,
2020). Erste Analysen zum UCB zeigen prognostische Aussagekraft von CTCs so-
wohl bei Patient:innen mit muskelinvasiven UCB als auch bei Patient:innen mit ,high
grade® nicht muskelinvasiven Tumoren (Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al.,
2014, Rink et al., 2011, Rink et al., 2012b, Soave et al., 2017). Darlber hinaus sind
bereits Methoden zur Charakterisierung von UCB-CTCs im Hinblick auf die Detek-
tion therapeutisch relevanter Zielmolekule etabliert worden, etwa zur Expression
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors HER2 (human epidermal growth factor
receptor 2) (Nanou et al., 2020, Niu et al., 2024, Rink et al., 2012b) oder PD-L1
(Anantharaman et al., 2016, Bergmann et al., 2020, Jin et al., 2023, Morelli et al.,
2021). CTCs werden gegenwartig vor allem Uber epitheliale Markerproteine detek-
tiert (Ferreira et al., 2016, Habli et al., 2020, Pantel and Alix-Panabieres, 2019, Yap

et al., 2019), da epitheliale Zellen normalweise im Blut nicht nachzuweisen sind.



Kommt es jedoch wahrend der Tumorzelldisseminierung und -progression zur EMT
(epitheliale-mesenchymale Transition) und damit einhergehend zur Herabregulation
der epithelialen Eigenschaften, wird die CTC-Detektionsrate verringert (Sieuwerts
et al., 2009), und alternative Tumorzellmarker, die auch sogenannte Hybrid-Tumor-
zellen (epitheliale und mesenchymale Eigenschaften) erkennbar machen, sind drin-

gend erforderlich.

2.1 Epidemiologie, Prognose, Atiologie, Symptome, Diagnostik,
Klassifizierung und Standardtherapie des Urothelzellkarzinoms der
Harnblase (UCB)

Harnblasenkarzinome gehoéren weltweit zu den haufigsten Krebserkrankungen
(Antoni etal., 2017, Bray et al., 2018), wobei das UCB mit 90% aller Harnblasenkar-
zinome den haufigsten Tumortyp darstellt (Erben et al., 2015, Manski, 2020Db,
Schmidt and Gschwend, 2020). In Industriestaaten, wie in Deutschland (15,3 pro
100.000) und den USA (11,0 pro 100.000), manifestiert sich typischerweise eine
hoéhere Inzidenz an Harnblasenkarzinomen, wogegen in armeren Regionen wie Af-
rika und Sudamerika niedrigere Inzidenzraten zu verzeichnen sind (Cancer, 2020,

van Hoogstraten et al., 2023).

Das UCB ist nach dem Prostatakarzinom der zweithaufigste Urogenitaltumor und
der vierthaufigste Tumor bei Mannern in Deutschland. Bei Frauen ist es seltener
und steht auf Platz 12 der Krebserkrankungen (Robert-Koch-Institut, 2021). In
Deutschland versterben jahrlich etwa 5600 Menschen an einem UCB (Schmidt and
Gschwend, 2020).

Das UCB ist primar eine Erkrankung im hoheren Alter, wobei das durchschnittliche
Alter bei der Erstdiagnose bei 73-75 Jahren liegt. Die Prognose ist abhangig vom
Tumorstadium. Wahrend die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland in 2020 von
Patient:innen mit nicht-invasiven Tumoren (UICC-Stadium | = TINOMO) bei 75-79%
lag, betrug sie flr das muskelinvasive UICC-Stadium Il (=T2NOMO) 41-51%, fur das
UICC-Stadium Il (=T3a-4aNOMO und T1-4aN1M0) 36-38% und fur das Stadium IV
(T4b oder fernmetastasiert) lediglich 12-14% (Robert Koch-Institut, 2023).

Der wichtigste Risikofaktor flr die Entstehung des UCB ist der Nikotinabusus
(Antoni et al., 2017, Manski, 2020b, Schmidt and Gschwend, 2020). Je nach Anzahl

der gerauchten Zigaretten und der Dauer des Rauchens kann sich das relative



Risiko sogar um das zwei- bis sechsfache erhéhen (Al-Zalabani et al., 2016, Manski,
2020b). Daneben spielen auch andere atiologische Faktoren eine wichtige Rolle,
wie z. B. die Einnahme von Medikamenten (Cyclophosphamid, Pioglitazon) und Ex-
position mit aromatischen Aminen (Al-Zalabani et al., 2016, Antoni et al., 2017,
Cumberbatch et al.,, 2018, Erben et al.,, 2015, Manski, 2020b, Schmidt and
Gschwend, 2020). Letztere ist auch der Grund dafir, dass das UCB eine aner-
kannte Berufskrankheit sein kann. Die berufliche Exposition verursacht ungefahr
10% der UCBs in Europa (Al-Zalabani et al., 2016, Manski, 2020b, Schmidt and
Gschwend, 2020). Obwohl das Erkrankungsrisiko bei Mannern deutlich hoher ist,
erhaltenFrauen haufig die Diagnose eines UCBs haufig erst in einem fortgeschritte-
nen Stadium und haben zudem eine schlechtere Prognose (Dobruch et al., 2016,
Manski, 2020b, Schmidt and Gschwend, 2020).

Das haufigste Erstsymptom ist eine schmerzlose Makrohamaturie. Jedoch kénnen
auch andere Beschwerden auftreten, wie z. B.: Harndrang, Mikrohamaturie, Polla-
kisurie, rezidivierende Harnwegsinfekte, Dysurie, Flankenschmerzen, Gewichtsver-
lust oder Nachtschweil® (Manski, 2020b, Schmidt and Gschwend, 2020).

Gegenwartig wird keine allgemeine Friuherkennungsuntersuchung fur das UCB
empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025, Schmidt and Gschwend, 2020).
Die Standarddiagnostik erfolgt mit folgenden Methoden: kérperliche Untersuchung,
Laboruntersuchung, Urin-Teststreifen, Urinzytologie, bildgebende Untersuchungs-
verfahren (Sonographie der Harnblase und der Nieren, Schnittbildverfahren),
Urethrozystoskopie/Ureterorenoskopie, evtl. photodynamische Diagnostik oder
Narrow-Band-Imaging und diagnostische transurethrale Elektroresektion der Harn-
blase (transurethrale Blasenresektion - TURB) (Manski, 2020b, Schmidt and
Gschwend, 2020). Letztere ist gleichzeitig ein diagnostisches Verfahren (Gewebe-
gewinnung fur pathologische sowie histologische Begutachtung) und eine therapeu-
tische Methode, da eine vollstandige Tumorentfernung angestrebt wird (Schmidt
and Gschwend, 2020).

Die Klassifizierung des UCB erfolgt mithilfe der TNM-Klassifikation anhand der In-
filtrationstiefe in der Harnblasenwand. Das Stadium Ta beschreibt ein nicht-invasi-
ves papillares Karzinom und das Stadium Tis ein ,Carcinoma in situ“ (,flacher Tu-
mor®), welches fir ein flaches anaplastisches Epithel mit geringgradiger

Differenzierung ohne Polaritat und mit intakter Basalmembran steht, und



tumorbiologisch gesehen eine aggressive Neoplasie ist. Ab Stadium T1 ist die Infilt-
ration durch die Lamina propria bis in das subepitheliale Bindegewebe (Lamina sub-
mucosa) erfolgt. Ab Stadium T2 ist die Muskelschicht Lamina muscularis mitbetrof-
fen, ab Stadium T3 ist die Infiltration ins perivesikale Fettgewebe erfolgt, und ab
Stadium T4 sind Nachbarorgane mitbetroffen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025,
Manski, 2020b, Schmidt and Gschwend, 2020).

UCB-Klassifizierung

Tis

Ta T1 T2 T3 T4

Abbildung 1: UCB-Klassifizierung anhand der Infiltrationstiefe in der Harnblasenwand.

Urothel
Basalmembran

Lamina propria / Lamina
submucosa

Muskulatur / Lamina
muscularis

Perivesikales Fettgewebe

Die Harnblaseninnenwand befindet sich auf der Seite des Urothels. Das Stadium Ta bedeutet ein
nicht-invasives papillares Karzinom, das Stadium Tis ist ein Carcinoma in situ (,flache Neoplasie®).
Ab Stadium T1 dringt der Tumor in subepitheliales Bindegewebe ein. Ab Stadium T2 liegt ein mus-
kelinvasiver Tumor vor, der weiter unterteilt werden kann in: 2a: Tumor dringt in oberflachliche Mus-
kularis propria ein (innere Halfte), 2b: Tumor dringt tief in die Muskularis propria ein (duRere Halfte).
Ab Stadium T3 dringt das Karzinom in perivesikales Gewebe ein und kann weiter unterteilt werden
in: T3a: mikroskopischer Befall und T3b: makroskopischer Befall. Im Stadium T4 sind Nachbaror-
gane infiltriert. Anhand der T-Kategorie kann das Harnblasenkarzinom in folgende klinische Stadien
eingeteilt werden: 1. Nicht-muskelinvasives UCB: pTis, pTa, pT1 und 2. Muskelinvasives UCB: T2,
T3, T4. Die Abbildung wurde anhand folgender Literatur erstellt: (Leitlinienprogramm Onkologie,
2025, Schmidt and Gschwend, 2020).

Diese Klassifizierung hat direkte therapeutische Konsequenzen, da die nicht-mus-
kelinvasiv wachsenden Tumoren (Tis, Ta, T1), die ungefahr 80% aller neudiagnos-
tizierten Tumoren ausmachen, eine weniger invasive Behandlung bendtigen als die
muskelinfiltrierenden Tumoren (ab Stadium T2) (Schmidt and Gschwend, 2020).



Die frGheren Stadien ermdglichen ein minimal-invasives Vorgehen, wohingegen
fortgeschrittene Tumorstadien eine radikale Behandlung mit Entfernung der Harn-

blase erfordern.

Bei einem lokal begrenzten Tumor ist die Standardtherapie eine transurethrale Re-
sektion des Tumorgewebes mittels Elektroschlinge und eventueller Nachresektion
nach 2-6 Wochen. Dieser Therapie folgt je nach Risikoprofil eine adjuvante intravesi-
kale Chemotherapie mit Mitomycin-Instillationen (in seltenen Fallen durch Epirubicin
oder Doxirubicin ersetzbar) oder eine adjuvante intravesikale Immunmodulation
durch Installation von attenuierten Tuberkulose-Erregern (Bacillus Calmette-Guérin
(BCG)). Obwohl die intravesikale Behandlung mit BCG effektiver ist, ist sie auch ne-
benwirkungsreicher (Pollakisurie, Dysurie, Hdmaturie, Fieber usw.), weshalb sie Fal-
len mit hdherem Progressionsrisiko vorbehalten bleibt. (Im Stadium Tis, sowie bei
anderen hochrisiko nicht-muskelinvasiven UCBs kann eine radikale Zystektomie
ebenfalls als Therapieoption in Betracht gezogen werden.) Nach diesen minimalin-
vasiven Eingriffen ist wegen der hohen Rezidivrate (Leitlinienprogramm Onkologie,
2025, Manski, 2020b, Prout et al., 1992, Redelman-Sidi et al., 2014, Schmidt and

Gschwend, 2020) eine regelmaBige Uberwachung unabdingbar.

Bei den muskelinvasiven Tumoren (ab TNM-Stadium T2) ist die radikale Zystekto-
mie mit bilateraler pelviner Lymphadenektomie in Verbindung mit oder ohne peri-
operative Chemotherapie (Gemcitabin und Cisplatin oder nach MVAC- (Methotr-
exat, Vinblastin, Adriamycin=Doxorubicin und Cisplatin-) Schema) die Therapie der
Wahl. (Es sollten jedem/r Patient:in mit muskelinvasiven UCB (T2-T4, NO) eine ne-
oadjuvante Systemtherapie mit einer Cisplatin-basierten Polychemotherapie ange-
boten werden. Bei alleiniger Zystektomie und postoperativem Nachweis eines lokal
fortgeschrittenen Status (= T3, Lymphkontenbefall) ist die adjuvante Chemotherapie
indiziert). Bei fernmetastasierten Patient:innen bleibt jedoch die Cisplatin-haltige
Chemotherapie verbunden mit Schmerztherapie (evtl. begleitet von Radiotherapie)
die Therapie der Wahl (Manski, 2020b, Schmidt and Gschwend, 2020).

In speziellen Fallen kdnnen aber auch andere Behandlungsmdglichkeiten, wie z. B.
partielle Zystektomie oder Radiochemotherapie mit Harnblasenerhalt, neben den

hier dargestellten Standardtherapien in Frage kommen (Manski, 2020b).

In den letzten Jahren wurden auch neuere vielversprechende Therapiestrategien

entwickelt, wie der Einsatz von Immun-Checkpoint-Inhibitoren, die die Krebs-



behandlung revolutioniert haben und bereits in die Leitlinienbehandlung des UCB

eingegangen sind (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025).

2.2 Immuntherapie und ihre Bedeutung beim UCB

Der folgende Absatz basiert auf einer vorangegangen Studienarbeit der Autorin E.
Fuchs (Fuchs, 2020) und beleuchtet die historischen Wurzeln und den Verlauf der
Immuntherapie (siehe Anhang). Die Urspriinge der Immuntherapie reichen bis ins
19. Jahrhundert zurlck, als William Coley erste Erfolge bei der Behandlung von
Krebspatient:innen durch Vakzinierung verzeichnete (Coley, 1910). Mit dem Auf-
kommen neuer, vielversprechender Therapieansatze wie der Chemotherapie und
Bestrahlung geriet die Immuntherapie jedoch zunehmend in den Hintergrund
(Hoption Cann et al., 2003). Erst die Entwicklung und klinische Anwendung von ICI
leitete eine Renaissance dieser Behandlungsform ein und markierte zugleich ihren
wissenschaftlichen Durchbruch. Immuncheckpoint-Rezeptoren wie CTLA-4 und
PD-1 spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der T-Zell-Aktivitat, indem sie
das Immunsystem durch Hemmung der Immunantwort unterdricken (Bellmunt et
al., 2017b, Bidnur et al., 2016, Ceeraz et al., 2013, Freeman et al., 2000, Hodi et
al., 2016, Thompson and Allison, 1997). Wird diese hemmende Wirkung durch spe-
zifische Antikdrper blockiert, kann eine verstarkte anti-tumorale Immunantwort er-
zielt werden (Bidnur et al., 2016). Die Bedeutung dieser therapeutischen Innovation
wurde 2018 durch die Verleihung des Nobelpreises fur Physiologie oder Medizin an
James P. Allison und Tasuku Honjo gewurdigt, die mafdgeblich zur Entdeckung der
Immuncheckpoint-Proteine (ICPs) CTLA-4 (Hodi et al., 2003, Kwon et al., 1997,
Leach et al., 1996) und PD-1 (Ceeraz et al., 2013, Freeman et al., 2000, Hodi et al.,
2016, Thompson and Allison, 1997) beigetragen haben (NobelPrize.org, 2018).
Heute sind IClIs bereits fester Bestandteil in der Behandlung verschiedener Tumor-
arten, darunter des Melanoms (Callahan et al., 2013, Leitlinienprogramm
Onkologie, 2020, Robert et al., 2011, Robert et al., 2015, Weber et al., 2015), des
UCBs (Aggen and Drake, 2017, Bellmunt et al., 2017b, Leitlinienprogramm
Onkologie, 2025, Powles et al., 2018, Rosenberg et al., 2016, Sharma et al., 2017)
sowie des Lungenkarzinoms (Antonia et al., 2018, Faivre-Finn et al., 2021, Felip et
al., 2021, Leitlinienprogramm Onkologie, 2022, Vansteenkiste et al., 2019, West et
al., 2019).



Mit der Zulassung von BCG im Jahr 1990 wurde das nicht-muskelinvasive UCB zu
einem der ersten soliden Tumoren, die mit einem immunologischen Ansatz behan-
delt wurden. Der Erfolg der BCG-Therapie verdeutlicht die Immunsensitivitat von be-
stimmten Karzinomen und macht das UCB gleichzeitig zu einem Kandidaten fur die
Testung der Immuncheckpointtherapie (Bellmunt et al., 2017b, Donin et al., 2017).
Der avirulente Stamm von Mycobacterium bovis flhrt in der Harnblase zu einer lo-
kalen inflammatorischen Reaktion. Die bakterielle Zystitis fuhrt zu einer Granulom-
bildung und Immunzellen wie Granulozyten und Lymphozyten werden aktiviert.
Diese Immunantwort flhrt indirekt zu einer Tumorzellzerstérung, einer Immunisie-
rung gegen die Tumorzellen und Ubt dadurch eine antikanzerogene Wirkung aus
(Bohle and Brandau, 2003, Manski, 2020b, Manski, 2020a, Redelman-Sidi et al.,
2014, Schmidt and Gschwend, 2020). Des Weiteren reduziert die Behandlung mit
BCG das Rezidivrisiko im Vergleich zu einer alleinigen TURB um ungefahr 50%
(Manski, 2020a, Manski, 2020b, Shelley et al., 2001, Schmidt and Gschwend, 2020).

Fir die Zweitlinientherapie des metastasierten UCB in Europa sind folgende ICls
zugelassen: Atezolizumab (monoklonaler Antikdrper gegen PD-L1; Roche), Nivo-
lumab (monoklonaler Antikdrper gegen PD-1; Bristol-Meyers Squibb) und Pembro-
lizumab (monoklonaler Antikdrper gegen PD-1; Merck-Sharp and Dome). Atezolizu-
mab und Pembrolizumab sind sogar fur die Erstlinientherapie im Falle von Cisplatin-
ungeeigneten fernmetastasierten Patient:innen mit positivem PD-L1-Status (Pemb-
rolizumab: CPS (combined positive score) =210; Atezolizumab PD-L1-Expression
auf tumorinfiltrierenden Tumorzellen im Tumormaterial: 25%) zugelassen. CPS ist
die Anzahl PD-L1 positiver Tumor- und Immunzellen dividiert durch die Gesamtan-
zahl aller vitalen Tumorzellen im Tumormaterial, multipliziert mit 100. Fur die An-
wendung dieser Antikdrper sprechen die bessere Vertraglichkeit einer Zweitlinien-
chemotherapie und eine relativ hohe Rate an partieller und kompletter Remission
(Aggen and Drake, 2017, Bidnur et al., 2016, Leitlinienprogramm Onkologie, 2025,
Manski, 2020b, Manski, 2020a, Schmidt and Gschwend, 2020). Alle zugelassenen
Antikdrper weisen eine ahnliche objektive Ansprechrate von 15-23% auf (Aggen and
Drake, 2017). Des Weiteren zeigte Atezolizumab unter Progress nach Cisplatin-
Chemotherapie eine komplette Remission in 5% der Falle (Rosenberg et al., 2016),
und Pembrolizumab zeigte im Vergleich zur Zweitlinientherapie eine hohere An-
sprechrate (21% vs. 11%) und ein verlangertes Uberleben (10 vs. 7 Monate)
(Bellmunt et al., 2017a).



Des Weiteren ist Avelumab (Anti-PD-L1-Antikdrper) in der Erstlinien-Erhaltungsthe-
rapie bei fortgeschrittenen und/oder metastasierten UCB-Patient:innen zugelassen,
die nach einer platinbasierten Chemotherapie progressionsfrei sind (Wormann et
al., 2021).

Beim lokalisierten muskelinvasiven UCB sollte als adjuvante Therapie Nivolumab an-
geboten werden, wenn die Tumorzellen eine PD-L1-Expression = 1% (TPS) aufwei-
sen und entweder ein mit neoadjuvanter Cisplatin-basierter Chemotherapie vorbe-
handelter UCB im Tumorstadium T2-T4 und/oder mit Lymphknotenmetastasierung
vorliegt oder bei Stadium T3-T4 mit/ohne Lyphknotenmetastasierung bei Cisplatin-
ungeeigneten (oder Cisplatin-basierende Chemotherapie ablehnenden) Patient:in-
nen ohne neoadjuvante Chemotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025). Die
Zulassung fur dieses Setting beruht auf der Phase-llI-Studie CheckMate 274
(NCT02632409), die eine signifikante Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens
mit Nivolumab im Vergleich zu Placebo zeigte (Bajorin et al., 2021, Galsky et al.,
2025). Interessant ist zu erwahnen, dass die FDA hingegen eine Zulassung fur alle
UCB-Patient:innen unabhangig vom PD-L1-Status erteilt hat (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2025). Ahnlich gute Ergebnisse beziiglich des krankheitsfreien Uberle-
bens zeigte eine aktuelle Veroffentlichung mit Pembrolizumab in ahnlichem Setting
(Studie AMBASSADOR, NCT03244384) (Apolo et al., 2025).

Der Stellenwert von ICls als neoadjuvante Immuntherapie bei lokalisierten muskel-
invasiven UCB ist aktuell noch nicht vollstandig geklart und aktuell (noch) nicht zu-
gelassen. Daten fir den Einsatz von ICls in diesem Setting liegen aus mehreren
Phase-Il und Phase-lll Studien (wie z. B. ABACUS (NCT02662309, Pahse-Il)
(Powles et al., 2019, Szabados et al., 2021), PURE-01 (NCT02736266, Pahse-lI,
(Basile et al., 2022, Necchi et al., 2018, Necchi et al., 2020), und NIAGARA (Pahse-
Il (Powles et al., 2024) vor. Letztere, in The New England Journal of Medicine publi-
zierte Arbeit zeigte, dass perioperative ICI-Therapien mit Durvalumab gemeinsam
mit neoadjuvanter Chemotherapie zu einer signifikanten Verbesserung des ereig-
nisfreien und des Gesamtluberlebens im Vergleich zur alleinigen neoadjuvanten
Chemotherapie flihrte (Powles et al., 2024). Bei den zwei genannten Phase-II-
Studien wurde bei ICP-Monotherapie pathologische Remission beobachtet (Necchi
et al., 2020, Necchi et al., 2018, Powles et al., 2019). In einem kurzlich verdffent-
lichten Update zur PURE-01-Studie nach einer medianen Nachbeobachtungszeit

von drei Jahren wurde die nachhaltige Wirksamkeit von neoadjuvanter ICP-
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Therapie bestatigt (Basile et al., 2022). Sollten sich diese Daten in weiteren klini-
schen Studien (grélReren Phase-ll- und Phase-llI-Studien) bestatigen, waren ICls
auch eine Option fur neoadjuvante Behandlungen als Erganzung zur Chemothera-
pie oder fur Cisplatin-ungeeignete Patient:innen bei lokalisierten muskelinvasiven
UCBs. Jedoch kdnnen neoadjuvante Monotherapien mit ICls vor radikaler Zystek-
tomie bei unzureichender Effektivitat nicht als neuer Therapiestandard gelten

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2025, Lewerich et al., 2023).

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse der ICI-Therapien gibt es noch eine Reihe
von Problemen. So kénnen im Laufe der Therapien Resistenzen entstehen. Darlber
hinaus fehlen verlassliche Biomarker, die bei der Vorhersage des Ansprechens auf
diese Therapien helfen (Aggen and Drake, 2017, Bidnur et al., 2016). Zudem liegt
die durchschnittliche Ansprechrate unter 30% (Brahmer et al., 2010, Brahmer et al.,
2012, Callahan et al., 2014, Hodi et al., 2010, Postow et al., 2015b, Postow et al.,
2015a, Topalian et al., 2012, Xu et al., 2018). Aus diesem Grund wird intensiv daran
gearbeitet, eine weitere Entwicklung und Verbesserung der Behandlungsmaoglich-
keiten zu erzielen. Eine der mdglichen Uberlegungen besteht darin, die Aufmerk-

samkeit auf andere, weniger erforschte ICPs zu richten, wie z. B. auf VISTA.

2.3 Das Immuncheckpointprotein VISTA

Das folgende Kapitel basiert auf der Zusammenfassung einer vorangegangen Stu-
dienarbeit zu Struktur, Expression und Funktion des Immun-Checkpoint-Proteins
VISTA der Autorin E. Fuchs (siehe Anhang) und bietet einen Uberblick tiber dieses
Protein, erganzt durch aktuelle wissenschaftliche Erkenntnisse (Fuchs, 2020).
VISTA ist ein Typ-I-Membranprotein, das auch unter den Bezeichnungen B7HS5,
C100rf54, DD1a, Dies1, Gi24, PD-1H oder dem Gensymbol 4632428N05Rik
bekannt ist (Ren et al., 2013). Es wurde erstmals im Jahr 2011 in Mausmodellen als
negativer Regulator der T-Zell-Antwort beschrieben (Wang et al., 2011, Flies et al.,
2011). VISTA gehort zur B7/CD28-Liganden-Rezeptor-Familie (EITanbouly et al.,
2020Db, Flies et al., 2011, Ni and Dong, 2017, Wang et al., 2011).

Humanes und murines VISTA zeigen eine hohe Sequenzhomologie von uber 80%.
Innerhalb der B7-Proteinfamilie weist VISTA die grofte Ahnlichkeit zu PD-L1 auf
(Mehta et al., 2019, Wang et al., 2011, Xu et al., 2018). Dennoch besitzt VISTA eine
einzigartige Struktur, die es von anderen Familienmitgliedern unterscheidet: So enthalt

es beispielsweise drei spezifische Cystein-Reste in seiner extrazellularen Doméane —
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ein Merkmal, das in der B7-Familie sonst nicht beobachtet wird (ElITanbouly et al.,
2020b, Flies et al., 2011, Ni and Dong, 2017, Wang et al., 2011), sowie keine zweite
Immunglobulin-Doméane, die fur diese Proteinfamilie eigentlich charakteristisch ist
(ElTanbouly et al., 2020b, Flies et al., 2011, Ni and Dong, 2017, Wang et al., 2011).
Obwohl VISTA keine klassischen Immunrezeptor-Tyrosin-basierten Aktivierungs- oder
Inhibitionsmotive (ITAM/ITIM - immunoreceptor tyrosine-based activation/inhibitory
motif) enthalt, verfigt es Uber mehrere Phosphorylierungsstellen fur Caseinkinase 2
und Proteinkinase C, Uber die es intrazellulare Signalwege aktivieren kann (Flies et al.,
2011, Mehta et al., 2019). Dadurch kann VISTA sowohl als Rezeptor als auch als Lig-
and fungieren — eine Eigenschaft, die unter dem Begriff des Rezeptor-Ligand-Paradig-
mas beschrieben wird (Gao et al., 2024, Mehta et al., 2019, Nowak et al., 2017).

Diese doppelte Funktion wurde durch verschiedene Studien belegt: Einige deuten
auf eine Liganden-Rolle auf antigenprasentierenden Zellen hin (Flies et al., 2011,
Lines et al., 2014a, Wang et al., 2011), andere beschreiben VISTA als Rezeptor auf
T-Zellen (Flies et al., 2014, Flies et al., 2015), und wiederum andere zeigen beide
Aktivitaten parallel (Flies et al., 2014, Yasinska et al., 2020). Die genauen Signal-
wege und Bindungspartner von VISTA sind jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart.
Lange Zeit galten diese als unbekannt (Xu et al., 2018), inzwischen existieren meh-
rere Hypothesen. Eine Theorie besagt, dass VISTA zur Dimerisierung fahig ist
(Yoon et al.,, 2015). Daruber hinaus wurden mehrere mogliche Bindungspartner
identifiziert, darunter IGSF11 (Immunoglobulin superfamily member 11), auch be-
kannt als VSIG-3 (V-Set and Immunoglobulin domain containig 3) (Mehta et al.,
2019, Tang et al., 2022, Wang et al., 2019, Yang et al., 2017), PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1) (ElTanbouly et al., 2020a, Johnston et al., 2019), Galectin-9
(Yasinska et al., 2020) oder MMP-13 (Matrix metalloproteinase-13) (Fu et al., 2023).
Einige Studien bringen VISTA zudem mit dem BMP4-Signalweg (Bone Morphoge-
netic Protein 4) in Verbindung, der eine Rolle in der Zelldifferenzierung spielt
(Oliveira et al., 2016, Parisi et al., 2012).

VISTA besitzt vielfaltige immunologische und nicht immunologische Funktionen
(siehe Abbildung 2). Des Weiteren Ubt VISTA einen die Anti-Tumor-Immunitat be-
hindernden Effekt aus und erleichtert dadurch die Tumorimmunevasion (Deng et al.,
2019, Flies et al., 2014, Kondo et al., 2016, Le Mercier et al., 2014, Mulati et al.,
2019, Wang et al., 2011, Wang et al., 2014, Wang et al., 2018a). Jedoch ist die
prognostische Bedeutung des ICPs unklar (Gao et al., 2024, Shekari et al., 2023).
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Zum Beispiel wurde Uber eine positive prognostische Bedeutung beim Pankreas-
karzinom (Hou et al., 2021), beim Mammakarzinom (Cao et al., 2020, Zong et al.,
2020a), beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom NSCLC (Villarroel-Espindola et
al., 2018), beim Osophagus-Adenokarzinom (Loeser et al., 2019), beim hepatozel-
lularen Karzinom (Zhang et al., 2018), beim Ovarialkarzinom (Zong et al., 2020b)
und beim Kolonkarzinom (Wu et al., 2021, Zong et al., 2021) berichtet, jedoch zeig-
ten sich negative prognostische Effekte bei akuter myeloischer Leukamie (AML) (Mo
et al., 2023, Pagliuca et al., 2022), beim oralen Plattenepithelkarzinom (Wu et al.,
2017), beim Melanom (Kuklinski et al., 2018) beim Nierenzellkarzinom (Zapala et
al., 2023), beim Adenokarzinom der Lunge (Long et al., 2022), beim NSCLC (Ma et
al., 2022), beim Kolonkarzinom (Deng et al., 2019), beim Ovarialkarzinom (Liao et
al., 2018) und beim Magenkarzinom (Hu et al., 2020). Sogar bei den gleichen Tu-
morentitdten (NSCLC, Ovarialkarzinom, Kolonkarzinom) wurden widersprichliche

Ergebnisse veroffentlicht.

Funktionen von VISTA

Nicht-immunologische Funktionen Immunologische Funktionen

/ X

Clearence der toten Zellen Zelldifferenzierung Tregs-Regulierung T-Zell-Suppression

Regulation der Expression von
MT-MMP

Modulation des angeborenen
Immunsystems

Behinderung der Anti-Tumorimmunitat Aufrechterhaltung der peripheren
und Forderung der Tumorimmunevasion Toleranz

T-Zell-Suppression
Modulation der MDSCs
Modulation der Tregs

Verhinderung der Konversion von
ruhenden zu aktivierten Effetor-T-Zellen

Abbildung 2: Bisher bekannte Funktionen von VISTA.

VISTA Ubt vielféltige immunologische Funktionen aus, wie die Aufrechterhaltung der peripheren To-
leranz (Ceeraz et al., 2017, ElTanbouly et al., 2020b, Flies et al., 2014, Le Mercier et al., 2014, Liu
et al., 2015, Sergent et al., 2018, Wang et al., 2011, Wang et al., 2014), die Regulierung der Tregs
(Regulatorische T-Zellen) (Le Mercier et al., 2014, Lines et al., 2014a), Modulationen des angebore-
nen Immunsystems (Bharaj et al., 2014, Broughton et al., 2019, Ceeraz et al., 2017, Li et al., 2017,
Sergent et al., 2018, Wang et al., 2014, Xu et al., 2018) T-Zell-Suppression (Flies et al., 2014, Li et
al., 2017, Lines et al., 2014a) und nicht immunologische Funktionen, wie die Beeinflussung der Zell-
differenzierung (Aloia et al., 2010, Oliveira et al., 2016, Ren et al., 2013), die Beteiligung an der
Phagozytose als eine Methode fir die Clearence von abgestorbenen Zellen (Yoon et al., 2015) sowie
eine férdernde Wirkung auf das invasive Wachstum von Tumoren durch Heraufregulierung der Ex-

pression vom MT1-MMP (Membrane type 1-matrix metalloproteinase) (Sakr et al., 2010). Aus der
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VISTA (V domain immunoglobulin suppressor of T cell activation) (Fuchs, 2020).

Sowohl in der Maus als auch beim Menschen ist VISTA in erster Linie in hamatopo-
etischen myeloischen und lymphatischen Zellen und Geweben mit starker Leuko-
zyteninfiltration exprimiert (Bharaj et al., 2014, Flies et al., 2011, Gao et al., 2024,
Lines et al., 20144, Lines et al., 2014b, Wang et al., 2011, Xu et al., 2018). VISTA
ist sogar signifikant auf Plasmazellen nachweisbar (ElTanbouly et al., 2020a), ob-
wohl ruhende CD19*-B-Zellen eher VISTA-negativ sind (Bharaj et al., 2014). Eine
Besonderheit von VISTA im Gegensatz zu den anderen ICPs besteht darin, dass

es konstitutiv auf den meisten Immunzellen exprimiert wird.

Die VISTA-Expression wurde aulder beim gesunden Gewebe auch bei verschiede-
nen Tumorerkrankungen untersucht. Das ICP VISTA ist in Tumorgeweben, meis-
tens in der Tumormikroumgebung (Uber)exprimiert. Zunachst wurde die VISTA-
Expression ausschliel3lich in tumorinfiltrierenden Lymphozyten nachgewiesen (Le
Mercier et al., 2014, Le Mercier et al., 2015, Lines et al., 2014a, Lines et al., 2014b,
Gao et al., 2017, Kakavand et al., 2017, Kuklinski et al., 2018, Wu et al., 2017).
Spater gelang es, die Expression von VISTA auch auf den Tumorzellen von ver-
schiedenen malignen Tumorentitaten zu detektieren: z. B. bei der AML (Wang et al.,
2018a), beim Magenkarzinom (Boger et al., 2017), beim Kolorektalkarzinom (Xie et
al., 2018), beim Ovarialkarzinom (Liao et al., 2018), beim NSCLC (Villarroel-
Espindola et al., 2018), beim Melanom (Edwards et al., 2019), beim Mammakarzi-
nom (Zong et al., 2020a) und beim hepatozellularen Karzinom (Zhang et al., 2018).
Jedoch war die Expression auf den Tumorzellen aufl3er in der Studie von Zhang und
Mitarbeitern zum hepatozellularen Karzinom, in der Uber eine ahnliche Expressions-
rate in Immun- (16,9%) und Tumorzellen (16,4%) berichtet wurde (Zhang et al.,

2018), geringer als auf den Immunzellen.

Interessanterweise wurde eine VISTA-Expression auf Tumorzellen bei Magenkarzi-
nomen (Boger et al., 2017) beschrieben, die friher als VISTA-negativ galten (Oli-
veira et al., 2016). Diese Unterschiede kdnnten durch die geringe Positivitatsrate
von VISTA begrindet sein, sodass ausreichend groRe Patientenkohorten erforder-

lich sind, um auch VISTA-positive Falle zu erfassen.
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Eine ahnliche Begrindung wurde auch von Xie und seinen Mitarbeitern formuliert,
die beschrieben, dass nur bestimmte Subtypen von Tumorzellen VISTA exprimieren
(Xie et al., 2018).

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass bisher als VISTA-negativ geltende
Tumorentitaten, wie z. B. das UCB (LeMercier et al., 2014), durch Untersuchung
einer groferen Patient:innen-Kohorte/Tumoranzahl und Einschluss verschiedener
Tumorsubtypen bzw. neuer Antikdrper und Detektionssysteme auch VISTA-
Positivitat aufweisen konnten. Daher ist die erneute Untersuchung einer moglichen

VISTA-Expression von UCB-Tumorzelllinien sinnvoll.

Neben den Proteinmustern wurde auch die Regulation der Expression von VSIR
untersucht. Die VSIR -Expression wird durch inflammatorische Reaktionen (Bharaj
et al., 2014, ElTanbouly et al., 2020b, Li et al., 2017, Wang et al., 2011, Xu et al.,
2018), durch Promotorhypermethylierung (Oliveira et al., 2016) (Mulati et al., 2019),
durch das Tumorsuppressorprotein TP53 (Tumor Protein 53) (Yoon et al., 2015,
Oliveira et al., 2016, Xu et al., 2018), durch Hypoxie (Deng et al., 2019), durch Uber-
expression verschiedener Mikro-RNAs (Micro Ribonucleic acid — Mikro-Ribonukle-
insaure (MRNA)(Battista et al., 2013, Oliveira et al., 2016, Parisi et al., 2012) und
im Melanom durch den tber BRAF (V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homo-
log B) regulierten Stammzellfaktor FOXD3 (Forkhead box D3) (Rosenbaum et al.
2020) beeinflusst.

Im Gegensatz zu anderen ICPs Ubten inflammatorische Zytokine, wie IFN-y (Inter-
feron-gamma) und TGFR (Transforming Growth Factor-R), in mehreren Studien kei-
nen signifikanten Effekt auf die VSIR-Expression aus (Mulati et al., 2019,
Rosenbaum et al., 2020), wohingegen jedoch in einem EMT-Modell, in dem die Zel-
len durch TGFR-Behandlung einen mesenchymalen Charakter erlangt haben, Uber
eine VSIR-Herabregulation berichtet wurde (Oliveira et al., 2016). Des Weiteren
wurde in einer kdurzlich publizierten Arbeit ebenso von einer VSIR-
Expressionskontrolle durch TGFR berichtet. In dieser Arbeit zeigte sich abhangig
von der zytotoxischen Aktivitat der untersuchten Zellen ein herauf- oder herabregu-
lierender Effekt auf die VISTA-Expression in den T-Zellen. Zudem wurde auch tber
eine Expressionskontrolle durch TGFR in einer humanen Wilms-Tumorzelllinie und

in benignen, schnell-proliferierenden menschlichen Keratinozyten berichtet. Jedoch
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zeigte eine humane Brusttumorzelllinie, die negativ fur VISTA-Expression ist, kei-
nen Effekt auf die VISTA-Expression durch TGF[3 (Schlichtner et al., 2022).

Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse ist es sinnvoll, die Regulation der Ex-
pression von VISTA/VSIR bei verschiedenen UCB-Zelllinien durch die Zytokine IFN-

y und TGF[} zu untersuchen.

Eine therapeutische Bedeutung des Proteins wird aktuell untersucht. Studien in
Tiermodellen haben gezeigt, dass die gleichzeitige Hemmung von VISTA und PD-
L1 zu einer signifikanten Unterdrickung des Tumorwachstums fuhrte, wahrend die
Behandlung mit einem einzelnen monoklonalen Antikorper weitgehend unwirksam
war. Des Weiteren wurde gezeigt, dass VISTA bei der Regulation der T-Zell-Akti-
vierung eine nicht redundante Rolle einnimmt, die sich vom PD-1/PD-L1-Signalweg
unterscheidet (Liu et al., 2015). Es wurde beispielsweise erhohte VISTA-Expression
in Melanom- und Prostatatumoren von Patienten festgestellt, die sich einer Anti-PD-
1- und Anti-CTLA-4-Therapie unterzogen, was darauf hinweist, dass VISTA-
Expression einen erworbenen Resistenzmechanismus darstellt (Gao et al., 2017,
Kakavand et al., 2017). Des Weiteren zeigte sich in einem murinen Mammakarzi-
nom-Modell Bestrahlung verbunden mit Cyclophosphamid, sowie VISTA- und P-1-
Blockade effektiv (Pilones et al., 2020). Diese Ergebnisse unterstreichen das Po-
tenzial fur die Entwicklung von VISTA-gerichteten Therapien und Kombinationsbe-

handlungsstrategien.

Derzeit finden zahlreiche klinische Studien zu VISTA statt, in denen mehrere mono-
klonale Antikoérper gegen VISTA und ein niedermolekularer Hemmstoff geprift wer-
den (Gao et al., 2024). JNJ-61610588, auch als VSTB112 oder CI-8993 bezeichnet,
ist der erste vollstandig humane anti-VISTA monoklonale Antikdrper, der in praklini-
schen Studien vielversprechende Ergebnisse zeigte. Eine Phase-I-Studie zur Be-
wertung der Sicherheit und Vertraglichkeit von JNJ-61610588 bei Teilnehmern mit
fortgeschrittener Krebserkrankung wurde 2016 begonnen, aber 2018 aufgrund einer
Geschaftsentscheidung abgebrochen (NCT02671955). Trotz des vorzeitigen Ab-
bruchs konnte die Wirksamkeit bei einzelnen Patient:innen nachgewiesen werden.
Die erzielten Ergebnisse bestatigten die Sicherheit des Medikaments, das bei den
meisten Patienten keine nennenswerten Nebenwirkungen aufwies. Zu einer erneu-
ten Phase-I-Studie (NCT04475523) sind bis jetzt keine Ergebnisse veroffentlicht
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worden (Chmiel et al., 2023, Gao et al., 2024, Tagliamento et al., 2021, Tang et al.,
2022, Shekari et al., 2023)

CA-170 (NCT02812875) ist ein erster oral verabreichter, niedermolekularer Antago-
nist, der selektiv auf PD-L1 und VISTA abzielt, was zu einer Aktivierung der T-Zellen
und der Produktion von Zytokinen fuhrt, und in mehreren praklinischen Modellen
eine Anti-Tumor-Aktivitat gezeigt hat (Li and Tian, 2019, Powderly et al., 2017,
Sasikumar et al., 2021). Eine Phase-I-Studie wurde bereits durchgefuhrt
(NCT02812875)(Yung Jue Bang and Hamilton, 2018). Die Phase-II-Studie zu CA-
170 wurde unter der Kenn-Nr. CTRI/2017/12/011026 in Indien durchgefihrt und um-
fasste Patient:innen mit fortgeschrittenen soliden Tumoren und klassischem Ho-
dgkin-Lymphom. Veréffentlichte Ergebnisse dieser Studie sind begrenzt, zwei
Abstracts Dberichteten Uber einen guten klinischen Nutzen (clinical benefit
rate)(Chmiel et al., 2023, Gao et al., 2024, Radhakrishnan et al., 2019, Shekari et
al., 2023, Tagliamento et al., 2021, Tang et al., 2022, Vivek S. Radhakrishnan,
2019).

W0180, auch als KO401-020 bezeichnet, ist ein anderer VISTA-Antikdrper, der die
Interaktion zwischen PSGL-1 und VISTA unterbricht und aktuell in einer Phase-I-
Studie (NCT04564417) als Monotherapie oder als Kombinationstherapie mit Pemb-
rolizumab untersucht wird (Chmiel et al., 2023, Gao et al., 2024, Loukili et al., 2019,
National Institutes of Health, 2020, Shekari et al., 2023).

Derzeit befinden sich drei weitere VISTA-Antikorper in klinischen Studien in der
Rekrutierungsphase: HMBD-002 (NCT05082610), KVA12123 (NCT05708950) und
SNS-101 (NCT05864144) (Chmiel et al., 2023, Gao et al., 2024).

2.4 Bedeutung von zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells —
CTCs) bei UCB-Patient:innen

Wahrend die radikale Zystektomie bei der Mehrheit der Patient:innen mit organbe-
grenzten Tumoren eine langfristige Tumorkontrolle und Langzeitiberleben ermég-
licht, haben mehr als die Halfte der Patient:innen mit fortgeschrittenen und lympha-
tisch-metastasierten Tumoren eine schlechtere Prognose (Stein et al., 2001). Die
Mehrheit der UCB-Patient:innen, die Metastasen entwickeln, erleidet das Rezidiv
innerhalb von ein bis zwei Jahren nach der Operation. Laut Rink und Mitarbeitern

betragt der mediane Abstand zwischen radikaler Zystektomie und Rezidiv 10
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Monate (Rink et al., 2013). Dieses relativ kurze Zeitintervall weist darauf hin, dass
diese Tumorerkrankten wahrscheinlich schon zum Zeitpunkt der radikalen Zystek-
tomie Mikrometastasen aufwiesen, die durch die Standard-Screeningsmethoden
(wie z. B. Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT))

nicht nachweisbar waren (Soave et al., 2015).

Derzeit ist fur das UCB kein Tumor- oder Biomarker bekannt, der die Wahrschein-
lichkeit des Auftretens eines Rezidivs und so den Bedarf fur ein multimodales The-
rapiekonzept begleitend zur radikalen Zystektomie vorhersagen konnte
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2025, Rink et al., 2012a, Soave et al., 2015). Aus
diesem Grund ware ein pradiktiver Biomarker dringend erforderlich, um Patient:in-
nen zu identifizieren, bei denen ein Tumorrezidiv durch eine multimodale Behand-
lung verhindert werden konnte. Andererseits konnte die andere Halfte der Patien-
tenpopulation, die wahrscheinlich nicht von einer zusatzlichen Therapie profitieren

wirde, vor einer Uberbehandlung bewahrt werden.

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass CTCs geeignete Kandidaten fur diese
Zielsetzung sein konnten. Zum Beispiel ist die Anwesenheit von CTCs bei mehreren
Tumorentitaten, wie beim Kolorektalkarzinom, Mammakarzinom, Prostatakarzinom
oder beim NSCLC, mit schlechterer Prognose assoziiert (Cohen et al., 2009,
Cristofanilli et al., 2004, de Bono et al., 2008, Krebs et al., 2011). Auch beim UCB
ist dieser Effekt nachweisbar. CTC-positive UCB-Patient:innen zeigten schlechteres
Gesamt-, rezidivfreies- und krankheitsspezifisches Uberleben (Gazzaniga et al.,
2012, Gazzaniga et al., 2014, Rink et al., 2011, Rink et al., 2012b, Soave et al.,
2017). Eine Studie von Soave und Mitarbeitern hat sogar gezeigt, dass der CTC-
Status von UCB-Patient:innen bei der Entscheidung Uber eine adjuvante Chemo-

therapie nach radikaler Zystektomie hilfreich sein kdnnte.

In dieser Studie wurden alle Patient:innen auf das Vorhandensein von CTCs ge-
pruft, dann operiert und anschlie®end hat ein Teil der Patient:innen Chemotherapie
erhalten. Bei den Patient:innen, die keine adjuvante Chemotherapie erhalten haben,
war das Vorhandensein von CTCs mit der Tumorrezidivrate sowie mit verringertem
tumorspezifischen- und Gesamtiberleben assoziiert. Wahrenddessen gab es bei
den Patient:innen, die Chemotherapie erhalten haben, hinsichtlich des CTC-Status
keinen Unterschied in den genannten Endpunkten (Soave et al., 2017). Diese Er-

gebnisse stehen im Einklang mit zahlreichen Studien bei anderen Tumorentitaten,

18



die CTCs als einen hilfreichen Marker fur die Entscheidung Gber eine nétige ergan-
zende Chemotherapie betrachten (de Bono et al., 2008, Gazzaniga et al., 2013,
Giuliano et al., 2011).

CTCs sind maligne Tumorzellen verschiedener Tumorentitaten, die im peripheren
Blut zirkulieren und fahig sein kénnen, Metastasen zu bilden (Allard et al., 2004,
Pantel and Speicher, 2016). Metastasen sind Tochtergeschwilste von Primartumo-
ren, die fur die Mehrheit der krebsbedingten Todesfalle (90%) verantwortlich sind
(Chaffer and Weinberg, 2011, Gupta and Massague, 2006, Pantel et al., 2009,
Pantel and Alix-Panabieres, 2010, Wagener, 2010). Die Metastasierung ist ein kom-
plexer biologischer Prozess, bei dem sich maligne Zellen von der Primarlasion auf
andere Stellen im Korper ausbreiten konnen, und der in folgende Schritte unterteilt
werden kann: Tumorzelldissoziation vom Primartumor, Zellmigration, lokale Inva-
sion, Intravasation, Uberleben in der Zirkulation und Dissemination, Extravasation
und anschlieRende Kolonisierung an der sekundaren Stelle und Etablierung von
Metastasen. Stattdessen konnen sich die disseminierten Tumorzellen nach der Ext-
ravasation auch in einer Art Ruhephase (Tumordormanz, tumor dormancy) befin-
den. Die Tumordormanz kann bis zu Jahrzehnten andauern, in denen keine Zell-

proliferation stattfindet (Pantel and Speicher, 2016).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass bei aggressiven Krebsarten taglich bis zu
mehreren tausend Tumorzellen in die Blutbahn gelangen (Pantel and Speicher,
2016), jedoch gelingt es nur einem Bruchteil (etwa 0,01% (Tjensvoll et al., 2014) der
Zellen, im Kreislauf zu Uberleben und an einem anderen Ort Metastasen zu indu-

zieren (Kang and Pantel, 2013).

Wie genau der Prozess der Tumorzelldissoziation ablauft, ist noch nicht vollstandig
geklart. Umfangreiche Studien belegen, dass die EMT beteiligt ist (Pantel and
Speicher, 2016). EMT ist ein Prozess, der sowohl bei physiologischen Ablaufen, wie
z. B. der embryonalen Entwicklung oder Wundheilung, als auch bei pathologischen
Prozessen, wie der Organfibrose und der Metastasen-Bildung, stattfindet. Bei die-
sem Prozess verlieren die Zellen ihre epithelialen Eigenschaften und nehmen
mesenchymale Zelleigenschaften an. Die Zellen verlieren ihre epithelialen zelltyp-
spezifischen engen Zell-Zell-Verbindungen, wie tight junctions und Desmosomen.
Begleitend verlieren sie ihre apikobasale Polarisation und ihre basale Lamina. Im

Gegensatz dazu haben mesenchymale Zellen eine fibroblastenahnliche
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Morphologie, nur lockere Zell-Zell-Kontakte, verbesserte migratorische und invasive
Kapazitaten sowie einen erhohten Widerstand gegen Apoptose. Durch diese Ver-
anderungen konnen sich die Tumorzellen besser im menschlichen Blutkreislauf be-
wegen und an sekundaren Orten durch den gegensatzlichen Prozess, die soge-
nannte mesenchymale-epitheliale Transition (MET), wieder ihre urspringlichen
epithelialen Eigenschaften annehmen und Metastasen bilden. Diese Veranderun-
gen konnen auch anhand von an der Zelloberflache lokalisierten Proteinen beo-
bachtet werden. Typische epitheliale Marker sind beispielweise EpCAM (Epithelial
cell adhesion molecule), E-Cadherin, Claudine, Occludine, Desmopaktin, Mucin-1
und verschiedene Zytokeratine. Spezifisch flir das mesenchymale Stadium sind bei-
spielweise Vimentin, Fibronectin, Vitronectin oder 3-Catenin. Wahrend der EMT ver-
lieren die Zellen die epithelialen Markerproteine und exprimieren vermehrt die Pro-
teine, die fur das mesenchymale Stadium typisch sind. Die EMT/MET ist ein
komplizierter und hoch koordinierter Prozess, der von verschiedenen Signalwegen
und von Faktoren beeinflusst wird, wie z. B. den Transkriptionsfaktoren SNAI1 und
2, Hypoxie, TGFR sowie dem Wnt- und dem Notch-Signalweg (Kalluri and
Weinberg, 2009, Thiery, 2002, Thiery and Sleeman, 2006, Thiery et al., 2009).

Alternative Theorien besagen, dass sich die Zellen in Gruppen oder Clustern vom
primaren Ort absiedeln (Pantel and Speicher, 2016), durch passive Prozesse, wie
Einschwammen und Abschilfern in den Blutkreislauf gelangen (Tjensvoll et al.,
2014) oder durch Zentrosomen-Amplifikation eine erhéhte Motilitdt erlangen
(Joosse et al., 2015). Bei diesen Prozessen bleiben die epithelialen Eigenschaften

der Tumorzellen erhalten.

2.5 Anreicherung und Detektion von CTCs

CTCs kdnnen im peripheren Blut von Krebspatient:innen nachgewiesen werden und
bieten dadurch im Vergleich zu aufwendigeren und schmerzhaften Methoden, wie
Gewebe- und Knochenmarksentnahme, eine einfache und weniger invasive Mog-
lichkeit, wertvolle Informationen zum Staging, zur Genetik und Biologie der individu-
ellen Krebserkrankung zu erlangen. Des Weiteren kdnnen genetische Merkmale zwi-
schen Primartumor und Metastasen unterschiedlich sein. So kénnen z. B. bei HER2-
negativen UCB- oder Mammakarzinom-Primartumoren die CTCs HER2-Positivitat
aufweisen (Fehm et al., 2024, Jordan et al., 2016, Riethdorf et al., 2010, Rink et al.,

2012b). RoRwag und Mitarbeiter beschaftigten sich mit metastasierten Ostrogen-
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Rezeptor-positiven Brustkrebs-Patient:innen, die im Verlauf eine Resistenz gegen
Hormontherapie entwickelt haben. Es wurde gezeigt, dass CTCs von diesen Pati-
ent:innen fur funktionelle Untersuchungen der Mechanismen der erworbenen endo-
krinen Resistenz nutzlich sind und die Erprobung potenzieller medikamentdser The-
rapien zur Bekampfung dieser Mechanismen ermdglichen (Rosswag et al., 2021).
Durch CTC-Charakterisierung konnte eine an Metastasen-angepasste Therapie an-
gewendet werden oder eine Therapieuberwachung ermoglicht werden (Ferreira et
al., 2016, Nikanjam et al., 2022, Pantel and Alix-Panabieres, 2010). Ein anderer Vor-
teil besteht darin, dass eine solche Flissigbiopsie (,liquid biopsy“) wiederholt verfig-
bar ist, da Blutproben nichtinvasiv, z. B. auch in der Nachbeobachtung der Patient:in-
nen, gewonnen werden konnen. Infolgedessen hat das Interesse an der Erforschung

von CTCs in den letzten Jahren zugenommen.

Die grofte Herausforderung fur den diagnostischen Einsatz von CTCs ist ihre ge-
ringe Inzidenz, da im Durchschnitt nur eine oder wenige CTCs aus dem Hintergrund
von 1088 hamatologischen Zellen nachgewiesen werden (Agashe and Kurzrock,
2020, Alix-Panabieres and Pantel, 2013, Ferreira et al., 2016, Koch et al., 2020,
Nagrath et al., 2007, Rushton et al., 2021, Yap et al., 2019). Eine kirzlich veroffent-
lichte Arbeit in ,,Nature“ weist sogar einen Zusammenhang zwischen dem zirkadia-
nen Tags-Nacht-Rhythmus (ausgelost durch Hormone, wie Glukokortikoide, Mela-
tonin und Testosteron) und der CTC-Freisetzung vom Primartumor mit
tageszeitabhangiger CTC-Konzentration im Blut nach, die eine verlassliche Detek-
tion zusatzlich erschweren kdnnte (Diamantopoulou et al., 2022). Aus diesem Grund
wird eine aullerordentlich sensitive und spezifische CTC-Anreicherungsmethode

bendtigt.

Heutzutage existieren zahlreiche mogliche CTC-Anreicherungsmethoden, die prin-
zipiell in zwei grofl’e Gruppen unterteilt werden kdnnen: die markerabhangigen und
die markerunabhangigen Verfahren. Markerabhangige Methoden basieren auf der
Anreicherung Uber Oberflachenproteine wie z. B. EpCAM (Ferreira et al., 2016,
Habli et al., 2020, Pantel and Alix-Panabieres, 2019, Yap et al., 2019). Im Folgenden
wird nur auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Technologien naher einge-

gangen.

Der Goldstandard der Anreicherung und Detektion von CTCs ist die durch die US-
Behorde fur Lebens- und Arzneimittel (U.S. Food and Drug Administration - FDA)
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zugelassene markerabhangige CellSearch®-Methode (Cristofanilli et al., 2004, FDA,
2004). Die Methode basiert auf einerimmunomagnetischen Anreicherung von EpCAM-
positiven Zellen (Cristofanilli et al., 2004). Dieses epitheliale Zelladhasionsmolekul wird
von einem Grofdteil der Tumorzellen in Primartumoren und Metastasen exprimiert
(Baeuerle and Gires, 2007, Gires et al., 2020, Winter et al., 2003).

Es wurde in zahlreichen Studien bei verschiedenen Tumorentitaten gezeigt, dass
die durch CellSearch® erzielte CTC-Anzahl prognostische Relevanz besitzt
(Aggarwal et al., 2017, Bidard et al., 2014, Bidard et al., 2018, Cohen et al., 2009,
Cristofanilli et al., 2004, de Bono et al., 2008, Hayes et al., 2006, Janni et al., 2016,
Krebs et al., 2011, Lindsay et al., 2017, Riethdorf et al., 2007, Trapp et al., 2019,
van Dalum et al., 2015). In den oben erwahnten Studien zur prognostischen Bedeu-
tung der CTC-Anzahl bei UCB-Patient:innen wurde diese Methodik ebenfalls ange-
wendet. (Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al., 2014, Rink et al., 2011, Rink et
al., 2012b, Soave et al., 2017). Wichtige Vorteile dieses Verfahrens sind die Stan-
dardisierung sowie die gute Reproduzierbarkeit (Allard et al., 2004, Rink et al.,
2014), sodass vergleichbare Ergebnisse Uber mehrere Labore erzielt werden kon-
nen. Aus diesen Grinden gilt es als Referenzsystem fur alle weiteren CTC-

Anreicherungsmethoden.

Nachteile dieser Methodik sind, dass Tumorzellen, die durch EMT ihren epithelialen
Charakter (EpCAM- und/oder Keratinexpression) verloren haben, nicht detektiert
werden kdnnen, sowie das untersuchte geringe Blutvolumen (7,5ml) (Armstrong et
al., 2011, Cristofanilli et al., 2004, Ferreira et al., 2016, Lawrence et al., 2023, Rink
et al., 2014). Zum Beispiel konnten Sieuwerts und Mitarbeiter bei einem EpCAM-
negativen Mammakarzinom-Subtyp keine signifikante CTC-Detektion durch das
CellSearch®-System erzielen (Sieuwerts et al., 2009). Des Weiteren wurde bis
heute kein allgemeingultiges Tumorantigen fir die universelle CTC-Anreicherung
identifiziert (Agashe and Kurzrock, 2020, Ferreira et al., 2016).

Ein anderer Nachteil ist, dass wahrend der Prozedur die Zellen fixiert werden, so-
dass keine nachgeschalteten Verfahren mit lebensfahigen CTCs mdglich sind. Des
Weiteren erfordert das System erfahrenes Personal zur Durchfiihrung und Auswer-
tung der Ergebnisse. Jedoch bestehen auch unter erfahrenen Auswertern des Cel-
ISearch®-Systems Meinungsverschiedenheiten liber die korrekte Identifizierung ein-
zelner CTCs (Kraan et al., 2011).

22



In mehreren Studien wurde gezeigt, dass CTCs mesenchymale Charakteristika auf-
weisen kdnnen (Armstrong et al., 2011, Gorges et al., 2012, Kasimir-Bauer et al.,
2012), sodass andere Verfahren als das CellSearch®-System eingesetzt werden
mussen, um mesenchymale CTCs zu detektieren. Des Weiteren wurden auch
EpCAM-negative epitheliale CTCs beschrieben, die durch Anreicherung mit
EpCAM-basierten Methoden auch verloren gehen wirden (Chudziak et al., 2016).
Markerunabhangige Methoden basieren auf physikalischen Eigenschaften (Ferreira
et al., 2016, Pantel and Alix-Panabieres, 2019), wie z. B. Anreicherung durch Zell-
grolde (Hao et al., 2018, Ma et al., 2013, Phillips et al., 2012a, Phillips et al., 2012b),
Verformbarkeit der Zellen (Hou et al., 2009) oder Dichte (Rosenberg et al., 2002),
und sind dadurch in der Lage, auch mesenchymale EpCAM- und/oder Keratin-ne-

gative CTCs zu detektieren.

Ein markerunabhangiges Verfahren ist Parsortix®. Das Parsortix®-System ist eine
patentierte Methode mit limitierter Zulassung (seit Mai 2022) (FDA, 2022), mit der
es maoglich ist, CTCs aus peripherem Blut anzureichern. Dieses System basiert auf
einer Mikrofluidik-Technologie. Die Selektion im Parsortix®-System ist abhangig von
der Zellgrélie und von der Verformbarkeit der Zellen und ermdglicht die Anreiche-
rung von epithelialen und mesenchymalen CTCs (Ferreira et al., 2016, Hvichia et
al., 2016, Miller et al., 2018, Xu et al., 2015b). Die limitierte FDA-Zulassung basiert
auf einer Studie von Cohen und Mitarbeitern, die gezeigt haben, dass das Parsor-
tix®-System CTCs effektiv aus dem peripheren Blut von metastasierten Mammakar-
zinom-Patient:innen gewinnen kann, und dass die gewonnenen Zellen mit ergan-
zenden, nachgeschalteten Methoden, wie z. B. Untersuchungen der Genexpression
und/oder Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), ausgewertet werden kdnnen
(Cohen et al., 2022, Templeman et al., 2023).

Zu den Vorteilen dieses Systems zahlt, dass die Anreicherung markerunabhangig
erfolgt, wodurch auch mesenchymale, Keratin- und/oder EpCAM-negative CTCs
detektiert werden kdnnen, und dass im Vergleich zu anderen Systemen weniger
Leukozyten mitangereichert werden. Des Weiteren bleiben angereicherte CTCs un-
modifiziert und lebensfahig, wodurch eine Vielzahl weiterer Analysen zur weiteren
Charakterisierung der CTCs erméglicht wird. (Hao et al., 2018, Hvichia et al., 2016,
Xu et al., 2015b).
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Hvichia und Mitarbeiter haben gezeigt, dass bei der Verarbeitung von 26 klinischen
Proben kein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtzellgewinnung zwi-
schen Parsortix® und CellSearch® bestand (Hao et al., 2018, Hvichia et al., 2016).
Des Weiteren wurden in 4 der 26 Blutproben nur durch Parsortix® (und nicht durch
CellSearch®) CTCs nachgewiesen (Hvichia et al., 2016). Ahnliche Ergebnisse wur-
den auch in einer Studie mit NSCLC-Zelllinien und Patient:innen-Proben erzielt
(Chudziak et al., 2016), und in Analysen mit klarzelligen Nierenzellkarzinom-Zellli-
nien zeigte sich sogar eine signifikant bessere Anreicherung durch die Verwendung
des Parsortix®-Systems gegeniliber dem CellSearch®-System (Maertens et al., 2017) |y
Studien mit Brustkrebs-Zelllinien, Prostatakarzinom-Zelllinien und -Patienten wurde
mit Parsortix® eine hohere Anreicherungsrate als mit CellSearch® erzielt, und es
wurden auch mesenchymale CTCs (CD457/Keratin’/Vimentin*-Zellen) nachgewie-
sen. Des Weiteren zeigte sich eine negative prognostische Auswirkung durch Par-
sortix®-angereicherte CTCs, insbesondere durch mesenchymale-CTCs bei dieser
untersuchten kleinen Kohorte von Prostatakarzinom-Patienten (Xu et al., 2015b, Xu
et al., 2017).

Ein Nachteil der Parsortix®-Methode besteht darin, dass fiir die quantitative und
qualitative Auswertung weitere nachgeschaltete Verfahren (wie z. B. Immunfluores-
zenz (IF)) bendtigt werden. Diese manuelle Probenauswertung ist zeitaufwandig
und schrankt die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Laborstandorten und kili-
nischen Zentren ein (Koch et al., 2020). Des Weiteren kénnen durch die Verarbei-
tung der Proben (wie z. B. Zytospin-Herstellung oder Waschvorgange bei der Far-
bung) CTCs verloren gehen (Cohen et al., 2022, Hvichia et al., 2016, Xu et al.,
2015b). Auerdem gibt es besonders im Vergleich zur Studienlage mit CellSearch®
bisher noch wenige Daten zur prognostischen Bedeutung von durch Parsortix® an-
gereicherten CTCs in gro3en Kohorten. Dartiber hinaus werden kleinere CTCs hau-
fig nicht detektiert.

Eine andere markerunabhangige physikalische Methode ist die Ficoll-Dichtegradi-
entenzentrifugation. Durch diese Methode werden verschiedene Zellpopulationen
anhand ihrer Bewegungsgeschwindigkeit aufgrund ihrer Dichte (Sedimentationsge-
schwindigkeit) unter Zentrifugation sortiert.

Vorteile dieser Methodik sind die einfache Anwendbarkeit und die niedrigen Kosten.

Des Weiteren ist das Verfahren auch markerunabhangig und ist dadurch in der
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Lage, verschiedene CTC-Subpopulationen (epithelial und mesenchymal) anzurei-
chern. Die angereicherten CTCs bleiben auch unmodifiziert und lebensfahig fur wei-
tere Analysen (Banko et al., 2019, Ferreira et al., 2016, Obermayr et al., 2018,
Varillas et al., 2022).

Die Methode der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation ist jedoch auch mit einigen
Nachteilen verbunden, vor allem mit einem mdglichen CTC-Verlust. Die CTCs wan-
dern bei Zentrifugation teilweise durch Aggregat-Bildung entweder in die Plas-
mafraktion oder zu den GefalRbdden. Des Weiteren wurde Uber einen Zellverlust
durch die Zytotoxizitat des Dichtemediums berichtet (Habli et al., 2020). Ahnlich wie
beim Parsortix®-System ist bei diesem Verfahren ebenfalls eine weitere nachge-
schaltete Methode (wie z. B. Immunfluoreszenz) zur quantitativen und qualitativen
Auswertung erforderlich, die einen weiteren CTC-Verlust (z. B. durch Zytospin-Her-
stellung) verursachen kann. Diese manuelle Probenauswertung ist zeitaufwandig
und schrankt die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Laborstandorten und kli-
nischen Zentren ein. Des Weiteren ist man mit der Ficoll-Dichtegradientenzentrifu-
gation nur begrenzt in der Lage, Leukozytenkontaminationen zu beseitigen, was zu
geringer Reinheit fihrt. Aus diesem Grund wird die Methodik haufig nur als erster
Anreicherungsschritt vor einer weiteren Verarbeitung mit anderen Strategien ver-
wendet (Ferreira et al., 2016, Habli et al., 2020, Obermayr et al., 2018, Varillas et
al., 2022). Deshalb gibt es auch nur wenig aktuelle (Vergleichs-)Studien zur prog-
nostischen Signifikanz der allein durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation ange-
reicherten CTCs.

Riebensahm und Mitarbeiter haben CellSearch® und Ficoll-Dichtegradientenzentri-
fugation bei Brustkrebspatient:innen mit Hirnmetastasen verglichen. Mit beiden
Techniken wurden im ahnlichen Anteil der Patient:innen CTCs nachgewiesen (Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation: 33%, CellSearch®: 48% (21%, wenn = 5 CTCs/7,5
ml Blut als Kriterium verwendet wurde). Es konnte jedoch keine Korrelation zwischen
der Anzahl der nach CellSearch®-Anreicherung und der nach Ficoll-Dichtegradien-
tenzentrifugation-Anreicherung detektierten CTCs gefunden werden, was darauf hin-
deutet, dass durch die verschiedenen Anreicherungstechniken unterschiedliche
CTC-Populationen detektiert werden. Ein positiver CTC-Status nach Anreicherung
mit einer der beiden Methoden war signifikant mit einer verkirzten Gesamtiberle-
benszeit verbunden (Riebensahm et al., 2019). Ahnliche Ergebnisse wurden auch in

einer Studie zu testikularen Keimzelltumoren erzielt (Nastaly et al., 2014).
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Bisher gibt es keine Studie, die die oben erwahnten Methoden bei UCB-
Patient:innen vergleichend untersucht hat. Deshalb sollte diese Fragestellung als

ein Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit bearbeitet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborgerate

Tabelle 1: Mikroskope

Mikroskope Hersteller

Durchlichtmikroskop Axiostar Plus Carl Zeiss; Jena, DE

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer | Carl Zeiss; Jena, DE
mit Colibri 7 Lichtquelle

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 ima- @ Carl Zeiss; Jena, DE
ging mit AxioCam MRm mit Lichtquelle
HXP 120 V

Zeiss Primovert Mikroskop mit Zeiss Carl Zeiss; Jena, DE

Axiocam 105 Color

Tabelle 2: Zentrifugen

Zentrifugen Hersteller

Heraus Megafuge 8 Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Heraus Megafuge 40R Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Heraus Multifuge 3S-R Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Klhlzentrifuge 5417R Eppendorf; Hamburg, DE

Tischzentrifuge Biozym Sprout Heathrow Scientific; Vernon Hills, IL,
us

Tischzentrifuge Labnet (C1301) Labnet International; Edison, NJ, US

Zentrifuge Rotofix 32 Hettich; Villingen-Schwenningen, DE
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Tabelle 3: Andere allgemeine Laborgerate

Laborgerate

Hersteller

Analoger Rollenmischer RS-TR 05

Phoenix Instument; Garbsen, DE

Analysenwaage BP610
BD Vacutainer® EDTA Tubes

BioPhotometer mit Thermal Printer
DPU-414

Sartorius; Gottingen, DE
BD; Plymouth, UK

Eppendorf;, Hamburg, DE

CellSave Preservative Tube

CellSearch Celltracks Analyzer Il

CellSearch Celltracks™ Autoprep Sys-

tem

Consort E143 Stromversorgungsein-
heit

DNA Engine PTC-200

EasyPhor Gelkammer

Filmentwickler Curix 60

Geldokumentationssystem Gene Ge-

nius 2

Heracell™ 150 CO:2 Inkubator

Menarini Silicon Biosystems; Bologna,
IT

Menarini Silicon Biosystems; Bologna,
IT

Menarini Silicon Biosystems; Bologna,
T

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

MJ Research; Waltham, MA, US

Biozym Scientific; Hessisch Oldendorf,
DE

AGFA HealthCare; Bonn, DE

Syngene; Cambridge, UK

Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Heracell™ 150i CO2 Inkubator

Leucosep™ Tube 50 ml

Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Greiner Bio-One International; Krems-

munster; AU

Magnetriahrer MR 3001

Heidolph Instruments; Schwabach, DE
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Laborgerate

Hersteller

Mini Trans-Blot Electrophoretic Trans-
fer Cell

Bio-Rad Laboratories; Hercules, Ca,
uS

Mini-Protean System Casting Stand

Bio-Rad Laboratories; Hercules, Ca,
us

Mini-Protean Tetra Cell

Neubauer Zahlkammer

Neubauer Zahlkammer

Nanodrop ND1000 Spectrometer
Parsortix™ Cell Separation SCasette

Parsortix™ PR1 Cell Separation Sys-

tem

Power Pac Basic

Power Pac HC

Rollenmischer mit finf Rollen (R5)

Rollenmischer SRT1

Roéntgenfilme Super RX-N

Bio-Rad Laboratories; Hercules, Ca,
us

Brand; Wertheim, DE

Assistent; Glaswerkfabrik Karl Hecht
GmbH & Co KG; Sondheim vor der
Rhon, DE

PeqglLab; Erlangen, DE
Angle; Surrey, UK

Angle; Surrey, UK

Bio-Rad Laboratories; Hercules, Ca,
usS

Bio-Rad Laboratories; Hercules, Ca,
us

Ingenieurbliro CAT, M. Zipperer
GmbH; Ballrechten-Dottingen, DE

Stuart Equipment, Staffordshire, UK

Fujifilm; Tokio, JP

Thermocycler C1000 Touch CFX96

Thermocycler peqSTAR 96 Universal
Gradient

Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA,
us

PeglLab; Erlangen, DE
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Laborgerate

Hersteller

TransferMan® 4M - Mikromanipulator
mit DualSpeed ™-Joystick fur direkte

und dynamische Bewegungskontrolle

TransFix® Preservative Tube

Eppendorf; Hamburg, DE

Cytomark; Buckingham, UK

Vortex-Genie® 2

Scientific Industries; New York, NY, US

Wasserbad GFL-1002

Wasserbad GFL-1003

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mbH; Burgwedel, DE

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mbH; Burgwedel, DE

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller

AB-Serum

Acrylamid (30%)
Agarose LE
APS (Ammoniumpersulfat)

Biozid mit Breidbrandwirkung (Tetenal

Algenex Plus)
Bromphenolblau

BSA Fraction V (Bovines Serum Albu-

min)

Bio-Rad Medical Diagnostics;
Dreireich, DE

National Diagnostics; Atlanta, GA, US
Genaxxon Bioscience; Ulm, DE
AppliChem; Darmstadt, DE

Tetenal Europe GmbH; Norderstedt
DE

Merck; Darmstadt, DE

Biomol; Hamburg, DE

Dako Antibody Diluent with Back-
ground Reducing Component

Dako Pen

Dako; Glostrup, DK

Dako; Glostrup, DK
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DAPI (4°6°-Diamidin-2-phenylindol)

PanReac AppliChem, ITW Reagents;
Darmstadt, DE

Dekon® decomatic

Decon Laboratories; Hove, UK

DMEM High Glucose-Medium (Dul-

becco’s Modified Eagle’'s Medium)

PAN Biotech; Aidenbach, DE

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Serva; Heidelberg, DE

DNA-Marker Quick-Load® Purple 100
bp
DPBS (Dulbeco’s Phosphate Buffered

Saline)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
EMEM (Minimum Essential Media)

Erylysepuffer (Flow Cytometry Human
Lyse Buffer (10X)

Essigsaure

Ethanol absolut
Ethanol vergallt

FCS (Fetal Calf Serum)

Ficoll-Paque™ PLUS

Fixierungslosung B

New England BioLabs; Ipswich; MA,
usS

Life Technologies Limited; Paisley, UK

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US
Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US
Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

R&D Systems® Minneapolis, MN, US

J.T. Baker; Deventer, NL
Chemsolute/TH Geyer; Renningen, DE
Chemsolute/TH Geyer; Renningen, DE
PAA Laboratories; Pasching, A

Cytiva/GE Healthcare Bio-Sciences
AB; Marlborough, MA, US

Micromet; Rockville, Maryland, US

Fluoromount-G Mounting Medium

Glycerol

Glycin Pufferan®

Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

Carl Roth; Karlsruhe, DE

Incidin® Plus

Isopropanol
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Ecolab; Saint Paul, MN, US

Carl Roth; Karlsruhe, DE




L-Glutamin

Gibco - Life Technologies Corporation;
Grand Island, NY, USA

Luminol Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US
Methanol J.T. Baker; Deventer, NL
Milchpulver Carl Roth; Karlsruhe, DE

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth; Karlsruhe, DE

Natrium-Desoxychlorat
Natriumhypochloritlosung

Normales Eselserum (Normal donkey-
serum - NDS)

Normales Ziegenserum (Normal goat-
serum - NGS)

NP40 (Nonidet P-40)
Nukleasefreies Wasser
p-Cumarinsaure

Pen Strep (Penicillin Streptomycin)

PFA (Paraformaldehyd)

Protease-/Phosphatase-Inhibitor Cock-
tail (100x)

Proteinmarker Page Ruler Prestained
Protein Ladder 10-180 kDa

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US
Carl Roth; Karlsruhe, DE

Abcam; Cambridge, UK

Dako; Glostrup, DK

Roche Diagnostics; Mannhein, DE
Quiagen; Hilden, DE
Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

Gibco - Life Technologies Corporation;
Grand Island, NY, USA

Sigma-Aldrich; St. Lous, MO, US

CST; Danvers, MA, US

Thermo Fisher Scientific; Waltham,
MA, US

Roéntgenentwickler fur Rollenmaschi-

nen

Rontgen-Fixierer fur Rollenmaschinen

Tetenal Europe GmbH; Norderstedt
DE

Tetenal Europe GmbH; Norderstedt
DE

RPMI 1640 Medium (Rosewell Park

Memorial Institute)

PAN Biotech; Aidenbach, DE
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Salzsaure 1 N (HCI)

SDS-L6ésung 20% (Natriumdodecyl-

sulfat)

Carl Roth; Karlsruhe; DE

AppliChem; Darmstadt, DE

SignalFire™ Plus ECL Reagent

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

CST; Danvers, MA, US

Merck; Darmstadt, DE

Tris-EDTA (TE) Puffer; pH 8,0

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

Triton® X-100 (T-x)
Trizma® base
Trypanblau

Trypsin-EDTA-LAsung 0,25% (w/v)

TWEEN® 20

Vectashield Mounting Medium with
DAPI

Wasserstoffperoxid (H202)
B-Mercaptoethanol

6-fache Gelladepuffer mit lila Farbstoff

33

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US
Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US
Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

Gibco - Life Technologies Corporation;
Grand Island, NY, USA

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, US

Vector Laboratories; Burlingame, CA,
us

Merck; Darmstadt, DE
Merck; Darmstadt, DE

New England BioLabs; Ipswich; MA,
uS




3.1.3 Oligonukleotide

Tabelle 5: Oligonukleotide fir die quantitative ,Real Time“-PCR

Bezeich-  Zielgen Sequenz (5°-3") Hersteller

nung

PD-L1for PD-L1v1+2 AAGAAAAGGGAGAATGATGGATGTG @ Sigma-Al-
drich; St.
Louis, MO
us

PD-L1rev PD-L1v1+2 GCTGGATTACGTCTCCTCCAA Sigma-Al-
drich; St.
Louis, MO
us

VISTA for  VISTA GGTGCCTGCATCGTAGGAAT Sigma-Al-
drich; St.
Louis, MO
us

VISTArev VISTA CCCTTGAATGTTGCTGTCCA Sigma-Al-
drich; St.
Louis, MO
us

R-Actin for R-Actin CCAACCGCGAGAAGATGA Sigma-Al-
drich; St.
Louis, MO
us

R-Actinrev  3-Actin CCAGAGGCGTACAGGGATAG Sigma-Al-
drich; St.
Louis, MO
us
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3.1.4 Kits

Tabelle 6: Tabelle 6: Kommerziell erhaltliche Kits

Kit Verwendung Hersteller

Ampli WGA® Kit WGA Menarini Silicon Biosystems;
Bologna, IT

Ampli1 QC® Kit Qualitatskontrolle Menarini Silicon Biosystems;

Bologna, IT

CellSearch®-CTC-Kit

CellSearch®-CXC-Kit

First Strand cDNA Syn-

thesis Kit

Maxima SYBR

Green/ROX gPCR Mas-

ter Mix

Nucleospin®RNA

Pierce BCA Protein As-

say Kit
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Detektion von CTCs

Detektion von CTCs

cDNA-Synthese

g-RealTime-PCR

RNA-Isolierung

Bestimmung der Pro-

teinkonzentration

Menarini Silicon Biosystems;

Bologna, IT

Menarini Silicon Biosystems;

Bologna, IT

Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA, US

Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA, US

Macherey-Nagel; Duren, DE

Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA, US




3.1.5 Antikorper

Tabelle 7: Fluoreszenz-konjugierte Antikorper
Antigen Klon Spezies Konjugat Hersteller
CD41 HIP8 Maus APC Biolegend; San
Diego, CA, US
CD45 HI30 Maus PerCP BD
Pharmingen/B
D Biosciences;
San Diego, CA,
us
CD45 REA747 Humane Zelli- APC MACS Miltenyi
nie Biotect; Ber-
gisch Glad-
bach, DE
Pan-Keratin | C11 Maus AlexaFluor®48 CST; Danvers,
8 MA, US
Pan-Zytoke- AE1/AE3 Maus AlexaFluor®48 Thermo Fisher
ratin 8 Scientific; Wal-
tham, MA, US
Pan- AE1/AE3 Maus eFluor570 Thermo Fisher
Zytokeratin Scientific; Wal-
tham, MA, US
PD-L1 E1L3N Kaninchen PE CST; Danvers,
MA, US
Von-Wil- Polyklonal | Schaf Fluorescein GeneTex; Ir-
lebrand- isothiocyanate | vine, CA, US
Faktor (FITC)
Zytokeratin E-9 Maus AlexaFluor®48 @ Santa Cruz Bi-
20 8 otechnology;

Dallas, Tx, US
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Tabelle 8:

Unkonjugierte Antikdrper

Antigen Klon Spezies Hersteller
CD44 G44-26 Maus BD Pharmingen/BD Bi-
osciences; San Diego;
CA, US
CD142/Tissue VD8 Maus Sekisuri Diagnostics
Factor/TF GmbH; Pfungstadt; DE
Hsc70 B-6 Maus Santa Cruz Biotechnol-
ogy; Dallas, MA, US
PD-L1 E1L3N (XP) Kaninchen CST; Danvers, MA, US
TROP-2 Polyklonal Ziege R&D Systems; Minne-
apolis, MN, US
VISTA D1L2G (XP) Kaninchen CST; Danvers, MA, US
Tabelle 9: Sekundare Antikérper
Antigen Klon Spezies Konjugat Hersteller
Kaninchen- Polyklonal Ziege AlexaF- Thermo Fisher
IgG luor®488 Scientific; Wal-
tham, MA, US
Kaninchen- Polyklonal Ziege AlexaF- Thermo Fisher
IgG luor®546 Scientific; Wal-
tham, MA, US
Kaninchen- Polyklonal Ziege HRP CST; Danvers;
IgG MA, US
Maus-IgG Polyklonal Ziege AlexaF- Thermo Fisher
luor®546 Scientific; Wal-
tham, MA, US
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Antigen Klon Spezies Konjugat Hersteller
Maus-IgG Polyklonal Ziege AlexaF- Thermo Fisher
luor®555 Scientific; Wal-
tham, MA, US
Maus-IgG Polyklonal Kaninchen HRP Dako; Glos-
trup, DK
Ziege-lgG Polyklonal Esel AlexaF- Invitro-
luor®488 gen/Thermo
Fisher Scien-
tific; Waltham,
MA, US
Ziege-lgG Polyklonal Esel AlexaF- Thermo Fisher
luor®546 Scientific; Wal-
tham, MA, US
Ziege-lgG Polyklonal Kaninchen HRP Dako; Glos-
trup, DK
3.1.6 Rekombinante Zytokine
Tabelle 10: Fur die Zellkultur verwendete humane Zytokine
Zytokine Spezifikation Hersteller
IFN-y Aus E. coli R&D Systems; Minneap-
olis, MN, US
TGF[31 Aus CHO-Zellen PerroTech
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3.1.7 Zelllinien

Tabelle 11: Humane UCB-Zelllinien

Bezeichnung Kulturmedium Bezugsquelle
5637 RPMI Klinik far Urologie, UKE
647V DMEM Institut fGr Pharmakolo-

gie und Klinische Phar-

makologie, UKD

HT-1376 EMEM Institut fur Pharmakolo-
gie und Klinische Phar-

makologie, UKD

RT-4 DMEM Institut far Pharmakolo-
gie und Klinische Phar-

makologie, UKD

T24 DMEM Klinik fir Urologie, UKE
TCC-SUP DMEM Klinik fir Urologie, UKE
UM-UC-3 DMEM Institut fir Pharmakolo-

gie und Klinische Phar-

makologie, UKD

UKD: Universitétsklinikum Diisseldorf
UKE: Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf

Die Kulturbedingungen und die angewendeten Zellkultur-Basismedien sind unter
Methoden (3.2.1.1) beschrieben.
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3.1.8 Analysesoftware und Datenbanken

Tabelle 12: Analysesoftware und Datenbanken

Datenbak/Software

Verwendungszweck

Bezugsquelle

Bio-Rad CFX Manager
(3.1)

CellTracks Analyzer I
(2.7)

NCBI

NCBI Primer Blast

Auswertung von gqRT-
PCR

Fluoreszenzmikros-
kopische Analyse von
CTCs

Datenbank fir Literatur
(PubMed), Proteine,
DNA, RNA

Design von Primern

3.1.9 Patient:innen-Proben

Bio-Rad Laboratories;
Hercules, CA, US

Menarini Silicon Biosys-

tems; Bologna, IT

www.ncbi.nlm.nih.gov

www.ncbi.nim.nih.gov/to

ols/primer-blast

Im Zeitraum vom 01.04.2019 bis 10.05.2021 wurden von Patient:innen, bei denen

eine radikale Zystektomie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefihrt

wurde, Blutproben gesammelt. Die Blutgewinnung erfolgte vor der Operation, und

es wurden von jedem/r Patientiin je drei periphere-Blutproben gesammelt (ein

EDTA-, ein CellSave®- und ein Transfix®-Rohrchen).

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Hamburger Arztekammer genehmigt

(PV 5392). Von allen teilnehmenden Patient:innen liegt eine schriftliche Einwilli-

gungserklarung vor.
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur-Methoden

3.2.1.1 Standardkultivierung von humanen Zelllinien

Die fur die experimentellen Untersuchungen eingesetzten Zelllinien stammen aus der
Zellkultursammlung des Institutes fur Tumorbiologie. Sie wurden regelmaf3ig auf Myco-

plasmenfreiheit getestet und Uber STR-(short tandem repeat-)Analyse authentifiziert.

Die Standardkultivierung von humanen Zelllinien erfolgte unter sterilen Bedingun-
gen bei 37°C in wassergesattigter Atmosphare in den folgenden Basis-Kulturme-

dien mit den hier aufgeflhrten Zusatzen:

— DMEM mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin-Mix
(Zelllinien: 647V, RT-4, T24, TCC-SUP, UM-UC-3)

— EMEM mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin-Mix und
1% ,Non-Essential Acids“ (NEAA)
(Zelllinien: HT1376)

— RPMI mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin-Mix
(Zelllinie: 5637)

Die Kultivierung erfolgte bei einem CO2-Gehalt von 5% in RPMI- und EMEM-
Kulturmedium oder bei einem CO2-Gehalt von 10% in DMEM-Medium. Abhangig von
der Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen regelmal3ig passagiert. Hierflr wur-
den die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate-buffered saline - PBS)
(37°C) gewaschen und mit Trypsin-EDTA von der Kulturflasche abgeldst. Anschlie-
Rend wurde die enzymatische Verdauungsreaktion durch die Zugabe von Kulturme-
dium abgestoppt, und die Zellsuspension wurde fur 3 min mit 1200 x rpm abzentrifu-
giert. Das Zellpellet wurde mit frischem Zellmedium resuspendiert und die Zellen

wurden in eine neue Zellkulturflasche mit entsprechender Verdinnung ausgesat.

3.2.1.2 Lagerung der Zelllinien durch Kryokonservierung

Zur Langzeitlagerung von Zelllinien wurden die Zellen, wie in 3.2.1 beschrieben,
vom GefalRboden abgeldst und zentrifugiert. Von der entstandenen Zellsuspension
wurde 1 ml mit 100 yl DMSO als Gefrierschutz gemischt, und 1 ml von der entstan-
denen Mischung (90% Zellmedium, 10% DMSO) wurde in ein Kryoréhrchen Uber-
fuhrt und bei -80°C oder in flissigem Stickstoff gelagert.
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Um die Zellen erneut zu kultivieren, wurden sie bei 37°C aufgetaut, in 5 ml Kultur-
medium aufgenommen und flr 3 min bei 1200 x rpm abzentrifugiert. Im Anschluss
daran wurde das entstandene Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert,

und die Zellen wurden in eine neue Kulturflasche ausgesat.

3.2.1.3 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen

Die Anzahl der Tumorzelllinien-Zellen oder der isolierten mononukleare Zellen aus
peripherem Blut (Peripheral blood mononuclear cells — PBMCs) (3.2.4.1) wurde mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dafir wurden 10 pl Zellsuspension
und 10 pl Tryptanblaulosung in einer Farbekammer gemischt. Trypanblau ist ein
anionischer Azorfarbstoff, der an nicht-membranstandige Zellproteine bindet, je-
doch von lebenden Zellen nicht aufgenommen wird. Durch diese Eigenschaft farbt
Trypanblau apoptotische Zellen blau an, wohingegen vitale Zellen ungefarbt blei-
ben. Anschlie®end wurden 10 ul der entstandenen Mischung an den oberen Rand
des Deckglases auf der Neubauer-Zahlkammer (Tiefe: 0,100 mm, Flache:
0,0025mm?, Firma: Brand und Firma Assistent; Glaswerkfabrik Karl Hecht GmbH &
Co KG) pipettiert. Das Auszahlen der Zellen erfolgte unter dem Mikroskop mit einer

200-fachen Vergroflerung.

Die vitalen Zellen wurden in mindestens zwei der vier Kammern unter dem Mikro-
skop visuell mit Hilfe eines Handstlickzahlers ausgezahlt. Anschlieend wurde mit
folgender Formel die Zellzahl pro Milliliter berechnet:

Zellzahl X
_— (—) X 2 %X 10*
ml y

(x=Zellzahl, y=Anzahl ausgezéhiter Kammern, 2=Verdiinnungsfaktor, 10*=Kammerfaktor)

3.2.1.4 Stimulation der Tumorzelllinien mit rekombinanten Zytokinen

Fir die Untersuchung des Einflusses rekombinanter Zytokine auf die Expression
von ausgewahlten Proteinen (VISTA) wurden rekombinantes humanes IFN-y (200
[U/ml) und TGFB1 (10 ng/ml) zu den ausgewahlten Tumorzelllinien gegeben. Nach
entsprechender Inkubationszeit (72h, 24h, 30 Min) wurde aus den Zellen RNA iso-
liert (3.2.2.1) oder es wurden Proteinlysate hergestellt (3.2.3.1), die fur weitere Ana-
lysen wie qRT-PCR (quantitative Real-Time PCR — quantitative Echtzeit PCR)
(3.2.2.4) bzw. Western-Blot-Analysen (3.2.3.4) verwendet wurden.
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 RNA-Isolation aus Zellkulturzellen

Die Gesamt-RNA aus den verschiedenen kultivierten humanen Tumorzellen wurde
mit dem Kit ,NucleosSpin RNA Plus®“ nach Anleitung des Herstellers isoliert. Die
extrahierte RNA wurde bei -80°C gelagert.

3.2.2.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration und die Reinheit der gewonnenen RNA (3.2.2.1) wurden mit dem
Gerat ,Nanodrop ND100 Spectrometer® photometrisch bestimmt. Fiir die Messung
der RNA-Konzentration wurden 1,5 yl RNA eingesetzt. Durch den Quotienten der
Absorptionen bei 280 und bei 260 nm wurde die Reinheit der Probe bestimmt. Der

Quotient sollte im Falle der RNA idealerweise bei 2,0 liegen.

3.2.2.3 Synthese von komplementaren Desoxyribonukleinsauren
(,,complementary“ DNA — cDNA) durch reverse Transkription der
isolierten RNA

Die isolierte Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde durch reverse Transkription fur
weitere Experimente, wie qRT-PCR (3.2.2.4), in cDNA umgeschrieben. Dafur wurde

das Kit ,First Strand cDNA Synthesis® nach Angaben des Herstellers verwendet.

Fir die Reaktion wurden 0,5 ug isolierte Gesamt-RNA, 1ul ,Random Hexamer Pri-
mer®, 2 ul M-MuLV Reverser Transkriptase, 10,5 H20, 5 pl Reaktionspuffer, 0,5 pl
Riboblock und 2 yl 10mMdNTPs Mix eingesetzt. Die Transkription erfolgte im ,DNA
Engine PTC-200 Thermocycler®” unter folgenden Bedingungen:

Reaktion Temperatur Zeit
Annealing 25°C 5 Min
Reverse Transkription 37°C 60 Min
Inaktivierung der Transkriptase  70°C 5 Min

Anschlielend wurde die gewonnene cDNA mit nukleasefreiem Wasser 1:10 ver-
dinnt und bei -20°C gelagert.
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3.2.2.4 Quantitative Real-Time PCR

Die qRT-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode von Nukleinsauren, die eine relative
Quantifizierung der Genexpression bestimmter Zielgene ermoglicht (Arnemann,
2019b: S. 1842). Die Methode beruht auf den Prinzipien der herkdbmmlichen PCR
(Polymerase chain reaction — quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion).
Diese Reaktion ist eine sich zyklisch wiederholende Replikation, bestehend aus den
folgenden Schritten: Denaturierung, ,Annealing® (Hybridisierung) und Elongation
(Verlangerung) (Arnemann, 2019a: S. 1841-1842).

Als Ausgangssubstanz dient die cDNA, die von der aus Zelllinien gewonnenen Ge-
samt-RNA (3.2.2.1) hergestellt wurde (3.2.2.3). Die genspezifischen Primer, die flr
die Genamplifikation benutzt wurden, wurden die Exon-Exon-Grenze Uberspannend
geplant. Durch dieses Design konnte der Amplifikation der genomischen DNA vor-

beugt werden.

Die Zunahme der Menge an DNA wurde mit Hilfe des in die doppelstrangige He-

lixstruktur der DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green bestimmit.

Die Experimente mit dem Kit ,Maxima SYBR Green®“ erfolgten entsprechend der
Anleitung des Herstellers in einer 96-Well-Mikrotiterplatte. Das Volumen der Proben
wurde im Vergleich zu den Angaben des Herstellers halbiert (10 ul). Es wurden 5 pl
Mastermix (bestehend aus: Reaktionspuffer, ANTPS, dUTPs, Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green, Referenzfarbstoff (ROX) und Maxima ,Hot Start Taq“-DNA Poly-
merase) mit 1:10 verdinnter cDNA (3.2.2.3) und je 0,3 pl genspezifischen Primern

angesetzt. Die Messungen erfolgten stets in Triplikaten.

Die PCR-Reaktion erfolgte im ,Thermocycler C1000 Touch CFX96®“ unter Anwen-

dung des folgenden Programms:

Reaktion Temperatur Zeit Fluoreszenzmessung
Initiale Denaturierung | 95°C 10 Min -

Denaturierung 95°C 15 Sec -

Annealing 60°C 30 Sec -

Elongation 72°C 30 Sec st erfolgt

Es wurden 41 PCR-Zyklen durchgefiihrt.
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Am Ende des Programms erfolgte eine automatische Schmelzkurvenanalyse flr die

Uberpriifung der Primerspezifitat.

Reaktion Temperatur Zeit Fluoreszenzmes-

sung
Schmelzkur- 65-95 °C Je 5 Sec Ist erfolgt
venanalyse Intervalle 0,5°C

Die Dateien wurden mit Hilfe des Programms ,Bio-Rad CFX Manager®“ analysiert.
3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Die kultivierten Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen. Nach dem Waschen
wurden abhangig von der Anzahl der Zellen 60 bis 500 ul des vorgekuhlten (4°C)
RIPA-Lysispuffers zugegeben und verteilt. Danach wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von der Zellkulturflasche geldst, zentrifugiert (3 min mit 600 x g bei 4°C)
und fur eine weitere halbe Stunde mit dem RIPA-Puffer auf Eis inkubiert. Wahrend
der Inkubation wurden die Zellen des Ofteren durch Vortexen gemischt. Anschlie-
Rend wurde das Pellet bei 13 000 x rpm fur 20 min bei 4°C zentrifugiert, um die

Zelltrimmer zu entfernen.

Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Test (3.2.3.2) wurde
zu jeder Probe im Verhaltnis von 1:3 3x-SDS-Probenpuffer gegeben, und das Lysat
wurde entweder bei -20°C gelagert oder direkt fur SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (3.2.3.3) und flr die Western-Blot-Analyse (3.2.3.4) eingesetzt.

45



RIPA-Lysispuffer

50 mM Tris-HCL

150 mM NacCl

5 mM EDTA

1% (wiv) NP40

0,1% SDS
0,1% (w/v) Triton X-100
0,5% Natrium-Desoxycholat pH 8,0

Protease-/Phosphatase-Inhibitor

3x-SDS-Probenpuffer

180 mM Tris-HCI pH6,8
30% (w/v) Glycerol

3% (w/v) SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau

3.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten mit BCA-Test

Mit dem ,Pierce BCA Protein Assay®“Kit wurde die Proteinkonzentration der Ge-
samtzellextrakte (3.2.3.1) bestimmt. Je 2,5 ul Lysat wurden mit 22,5 ul Wasser ver-
dunnt. Aulderdem wurde fur die Bestimmung einer Standardkurve eine Standard-
reihe mit den folgenden Konzentrationen: 0, 100, 200, 400, 600, 1000 pyg/ml in je 25
I erstellt. Zu den Proben der Standardreihe wurden je 2,5 ul RIPA-Puffer gegeben.

Je 500 pl des Reaktionsansatzes (Reagenzien A und B in einem Verhaltnis von
1:50) wurden zu jeder Probe gegeben. Anschliel3end wurden die Proben fur 2 min
bei 55°C inkubiert, dann zum Stoppen der Reaktion auf Eis gestellt, bevor die Ab-

sorption bei 562 nm photometrisch gemessen wurde.

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine in den Zelllysaten (3.2.3.1) erfolgte aufgrund ihres
Molekulargewichtes durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)-
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Verfahren nach Laemmli (Laemmli, 1970). Sammel- und Trenngel wurden mit Hilfe
der ,Mini-Protean System Casting Stand®“Vorrichtung manuell gegossen. Im Sam-
melgel, das eine geringere Polyacrylamid-Konzentration als das Trenngel aufweist,
werden die aufzutrennenden Proben zunachst konzentriert, bevor sie im Trenngel

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Vor der Reaktion wurden die Proteinlysate flr 5 min bei 95°C inkubiert. Die Taschen
der Gele wurden jeweils mit 20-30 ug Protein bzw. mit 6 pl Proteinmarker (Protein-
marker Page Ruler Prestained Protein Ladder 10-180 kDa Thermo Fisher Scienti-
fic; Waltham, MA, US) geflllt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte im Laufpuffer
bei 20 mA pro Gel.

FUr den Nachweis bestimmter Proteine (wie beispielweise CD44) wurden reduzie-
rende Bedingungen hergestellt. Dazu wurden die Proben vor dem Aufkochen mit
Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) (im Verhaltnis von DDT zu Lysat 1:10) versetzt.

Trenngel (5 ml) 10%

H20 2,0 ml
30% Acrylamid 1,7 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 ml

10% SDS 0,05 ml
10% APS 0,05 ml

Laemmli-Laufpuffer
TEMED 0,002 ml

25 mM Tris-HCI
Sammelgel (2 ml) 192 mM Glycin
H20 1,4 ml 0,1% (w/v) SDS

30% Acrylamid 0,33 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 0,25 ml

10% SDS 0,02 ml
10% APS 0,02 ml
TEMED 0,002 ml
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3.2.3.4 Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Technik werden Proteine, die durch SDS-PAGE (3.2.3.3) auf-
getrennt wurden, mit Hilfe z. B. eines Tank-Blot-Systems auf eine PSQ-Membran
mit der Porengrole vom 0,2 ym Ubertragen und anschlieend durch Inkubation mit
spezifischen Antikérpern nachgewiesen. Fur die Reaktion wurden die nétigen Kom-
ponenten im Transferpuffer aquilibriert und anschlie®end in folgender Reihenfolge
ubereinandergeschichtet: ein Schwamm, drei zugeschnittene Filterpapiere, das Ac-
rylamid-Gel, die aktivierte Membran, drei zugeschnittene Filterpapiere und ein wei-

terer Schwamm. Die Membran wurde vorab fur 5 min in Methanol aktiviert.

Der erhaltene Stapel wurde in die mit Transferpuffer geflllte ,Mini Trans-Blot
Electrophorenic Transfer Cell®“Kammer transferiert. Anschlieend erfolgte der
Elektrotransfer unter konstanter Spannung von 100V und einer Stromstarke von
maximal 175mA fir eine Stunde unter Kihlung, wodurch die negativ geladenen
Proteine vom SDS-Gel auf die PSQ-Membran in Richtung der positiv geladenen

Elektrode der Blotting-Kammer wandern.

Um eine unspezifische Antikorperbindung wahrend der folgenden Inkubations-
schritte zu verhindern, wurden die Membranen mit den Ubertragenen Proteinen zu-
nachst mit TBS-T gewaschen und fur eine Stunde in einer Blockierungsldosung (5%

(w/v) Milchpulver in TBS-T) auf dem Rollmischer inkubiert sowie blockiert.

Nach der Blockierung erfolgte die Inkubation mit dem spezifischen Primar-Antikor-
per. Diese erfolgte in einer festgelegten Verdinnung, entweder in 5% (w/v) Mager-
milchpulver oder in 5% (w/v) BSA in TBS-T unter stdndigem Rollen bei 4°C Uber
Nacht.

Am Folgetag wurde die Membran dreimal mit TBS-T fur jeweils 10 min gewaschen,
um ungebundene Antikdrper zu entfernen. AnschlieRend wurde die Membran mit
dem entsprechenden HRP-(Horseradish Peroxidase — Meerrettichperoxidase-)kon-
jugierten Sekundarantikorper fir eine Stunde in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-
T in entsprechender Verdlinnung bei Raumtemperatur auf dem Rollmischer inku-
biert. Nach der Inkubation wurde die Membran erneut dreimal fur jeweils 10 min in

TBS-T gewaschen.

Alle verwendeten Sekundarantikdrper sind an das Enzym Meerrettichperoxidase
gekoppelt, das unter Anwesenheit von H202 die Umsetzung des Substrates Luminol

katalysiert, durch welches messbares Licht emitiert wird. Hierfur wurden die ECL
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(Elektrochemilumineszenz)-Lésungen 1 und 2 frisch hergestellt und zu gleichen Tei-
len vereint. In der entstandenen Lésung wurde die Membran fur 5 min geschwenkt.
In einem Dunkelraum wurden die Cheliumineszenzsignale sofort auf einem Ront-
genfilm mit Expositionszeiten zwischen 1 sec und 15 min detektiert. Das erhaltene
Signal ist in einem bestimmten Bereich proportional zur Menge des gebundenen
Proteins und kann daher als Mal fir die Proteinmenge verwendet werden. Die

Réntgenfilm-Entwicklung erfolgte mit Hilfe des Filmentwicklers ,,Curix 60%.

Transferpuffer TBS-T

48 mM Tris-HCL 20 mM Tris-HCI

39 mM Glycin 150 mM NacCl

0,015% (w/v) SDS 0,05% (v/v) Tween-20
10% (v/v) Ethanol (99%) pH 7,6

ECL-L6ésung 1 ECL-Losung 2

100u! Luminol-stock 6l 30% H202

44l p-Cumaric acid stock 1ml 1 M Tris/HCI (pH 8,5)
1 ml 1 M Tris/HCI (pH 8,5) 9ml H20 bidest

8,85 ml H20 bidest

3.2.4 Anreicherung und Detektion von CTCs aus peripherem Blut

3.2.4.1 Isolierung von PBMCs mit Hilfe der Ficoll-

Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation ist eine physikalische Methode zur Gewinnung
von PBMCs aus humanem peripherem Blut. Durch diese Methode werden verschie-
dene Zellpopulationen anhand ihrer Bewegungsgeschwindigkeit (Sedimentations-
geschwindigkeit), die von der Schwebedichte der verschiedenen Zellpopulationen
abhangt, unter Zentrifugation sortiert. Durch die spezifischen Dichteunterschiede
zwischen Blutbestandteilen und Ficoll-Lésung (Dichte 1,077 g/ml) entsteht nach der
Zentrifugation folgende Schichtung: oben befindet sich eine triibe Serum-Schicht,
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am Boden ein Zellpellet aus Erythrozyten und Granulozyten, und zwischen den bei-
den Schichten befindet sich die Interphase, die die PBMCs enthalt (Abb. 3).

Phasen vor Phasen nach
Zentrifugation Zentrifugation

Blut == Plasma

= PBMCs

Ficoll

= Ficoll

Granulozyten
v Erythrozyten

Abbildung 3: Phasen vor und nach der Zentrifugation

Dafir wurden 9 bis 27 ml Blut in 1 bis 3 9-mI-EDTA-Monovetten von Tumorpati-
ent:innen oder von gesunden Spendern abgenommen und innerhalb einer Stunde
weiterverarbeitet. Sogenannte Leucosep®-Rohrchen wurden mit 15,5 bis 16 ml

Ficoll-Losung beflllt und bei 1000 x g flr 1 Minute zentrifugiert.

Aus der ersten Monovette wurde die entstandene obere Plasmaschicht abgenom-
men und bei -80°C eingefroren gelagert. Die aus der ersten Zentrifugation entstan-
dene untere Schicht wurde auf das zuvor vorbereitete Falcon-Rdhrchen mit Ficoll-
Paque Ubertragen und zentrifugiert (800 x g fur 15 min). Dann wurde der PBMC-
enthaltende Uberstand in ein neues 50-ml-Falcon-Réhrchen Gberflihrt und erneut
zentrifugiert (400 x g fiir 10 min). Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig ab-
gegossen, und es erfolgte gegebenenfalls in Abhangigkeit vom Erythrozytenanteil
eine Erythrozyten-Lyse nach Angaben des Herstellers (Flow Cytometry Human
Lyse Buffer (10X)).

Nach Erythrozytenlyse wurde die Probe erneut zentrifugiert. AnschlieRend wurde
das Pellet in 5-10 ml PBS resuspendiert, und die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neu-
bauer-Zahlkammer bestimmt (3.2.1.3). Fur die weitere IF-Analyse wurden Zytospins
mit je 700.000 Zellen pro Objekttrager hergestellt (siehe 3.2.4.4).
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3.2.4.2 Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen aus peripherem Blut

mit dem Parsortix®-System

Das Parsortix®-System ist eine patentierte Methode mit limitierter Zulassung (FDA,
2022), mit deren Hilfe zirkulierende Tumorzellen aus peripherem Blut angereichert
werden kdnnen. Dieses System basiert auf einer Mikrofluidik-Technologie, die einen
kontrollierten Fluss wahrend der Bluttrennung ermaoglicht, und Leukozyten sowie Tu-
morzellen in einer Kassette anreichert. Diese Selektion ist abhangig von der Zell-
grofle (6,5 ym) und von der Verformbarkeit der Zellen. Bei diesem Prozess werden
die Tumorzellen, die weniger deformierbar und grof3er sind, in der Kassette ,stecken
bleiben®. Nach diesem Prozess kdnnen die Zellen automatisch innerhalb der Kassette
gefarbt werden. Alternativ kann man die Zellen auch aus der Kassette eluieren und

fur molekulare oder IF-Folgeanalysen verwenden (Angle, 2023, Hvichia et al., 2016).

Fir diese Untersuchung wurden 7,5 ml Blut von Patient:innen in ein TransFix® Réhr-

chen abgenommen und innerhalb von 72 Stunden verarbeitet.

Das Gerat wurde vor jeder Anreicherung mit Hilfe eines Waschprogrammes (Pro-
gramm PX2_CT) gereinigt, und die Kassette wurde direkt vor der Probenverarbei-
tung ,betriebsfertig gemacht* (,primed”) (Programm PX2_PF). AnschlieRend wurde
die Probe in ein ,BD Vacutainer EDTA"-Réhrchen transferiert und durch das Sepa-
rierungsprogramm PX2_S99F (im Falle einer Patient:innen-Probe — in einem Trans-
Fix®-R6hrchen) oder durch PX2_S507 (im Falle einer Mischung aus Donorblut und

Zellkulturzellen — in EDTA-Monovetten) prozessiert.

Im Anschluss an die Separierung wurden die angereicherten Zellen mit dem Pro-

gramm PX2_H eluiert, und es wurden Zytospins hergestellt (3.2.4.4).

3.2.4.3 Detektion von zirkulierenden Tumorzellen aus peripherem Blut mit

dem CellSearch®-System

Die Anreicherung und Detektion von zirkulierenden Tumorzellen mit Hilfe des Cel-
ISearch®-Systems ist ein von der FDA anerkanntes und zugelassenes Verfahren
(Cristofanilli et al., 2004, FDA, 2004, Sieuwerts et al., 2009). Es besteht aus einer
automatisierten Analyseplattform und speziellen Kits, die Antikdrper fur die Anrei-
cherung und die Detektion von CTCs enthalten. Fur diesen Prozess wurden 7,5 mi
Blut von den Patient:innen in ein ,CellSave® Presevative“-Réhrchen abgenommen
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und innerhalb von 96 Stunden im ,CellSearch Autoprep System® semi-automatisch

analysiert.

Die Blutproben wurden gemaR den Protokollen des ,CellSearch®-CTC-* und ,Cel-
ISearch®-CXC-Kits“ mit Verdiinnungspuffer versetzt und fiir zehn Minuten bei 800 x
g und abgeschalteter Bremse zentrifugiert. Bei der Verwendung des ,CTC-Kits*
konnte zusatzlich ein AlexaFluor488-konjugierter Antikérper und beim ,CXC-Kit* ein
Phycoerythrin (PE)-konjugierter Antikorper, z. B. gegen PD-L1, eingesetzt werden,

um eine erweiterte Charakterisierung von CTCs zu ermoglichen.

Die Tumorzellen wurden mit Hilfe von anti-EpCAM Antikérpern, die an Ferrofluide
gekoppelt wurden, immunomagnetisch angereichert. Danach wurden die Zellen mit
floureszenzmarkierten Antikdrpern gefarbt. Der Antikorper-Cocktail enthalt anti-Ke-
ratin-Antikorper (gegen Keratine-8, -18, -19 u. a. Keratine) gekoppelt mit Phyco-
erythrin (im Falle von ,CellSearch®-CTC-Kit*) oder mit AlexaFluor488 (im Falle von
,CellSearch®-CXC-Kit) und anti-CD45-Antikorper, konjugiert mit Allophycocyanin
(APC). Letzterer dient der Darstellung des hamatopoetischen Oberflachenmarkers
CD45 und ermoglicht damit eine Unterscheidung zwischen zirkulierenden Tumor-
zellen und Blutzellen. Die Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI

sichtbar gemacht.

AnschlieRend erfolgte eine automatische mikroskopische Analyse im ,Celltracks
Analyzer II®, und aufféllige Zellen wurden in einer Bildgalerie prasentiert und nach
vorgegebenen Kriterien (Keratin-Positivitat, DAPI-Positivitat, CD-45-Negativitat und

Zellform und -groRRe) differenziert.

3.2.4.4 Herstellung von Zytospins

Fir IF-Analysen wurden von den zu charakterisierenden Tumorzelllinien Zytospins
herstellt. Dazu wurden die Zellen, wie im Kapitel 3.2.1.1 beschrieben, vom Boden
der Zellkulturflaschen abgelést und zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde
in PBS resuspendiert, und die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt (3.2.1.3).

Die Zellen wurden mit einer definierten Zellzahl in einen Trichter, der auf einem Ob-
jekttrager befestigt wurde, gegeben und fur 3 min (Ficoll-Dichtegradientenzentrifu-
gation) bzw. 7 min (Parsortix®) bei 1200 x rpm zentrifugiert.
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Die Zytospins wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend

wurden sie bis zur Farbung bei -80°C gelagert.

Alternativ wurden die in PBS resuspendierten Tumorzellen zur Simulation von Pati-
enten:innen-Proben auch zum Donorblut gegeben (,spiking“). Die entstandene Blut-
probe wurde durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (3.2.4.1) oder durch Par-
sortix® (3.2.4.2) bearbeitet, und die angereicherten PBMCs wurden durch
Zytozentrifugation auf Objekttrager aufgebracht (Zytospins).

3.2.4.5 IF-Farbungen

Es wurden Zelllinienzellen in Spenderblut eingebracht (,spiking“) oder Blutproben
von Tumorpatient:innen untersucht. Die Blutproben wurden durch Parsortix®
(3.2.4.2) oder durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (3.2.4.1) bearbeitet. In
den folgenden Tabellen sind fur die verschiedenen nachzuweisenden Proteine Pro-

tokolle fir die IF-Farbungen beschrieben.

Die immungefarbten Zytospinpraparate wurden anschlief3iend mit Hilfe eines Fluo-
reszenzmikroskopes nach folgenden morphologischen und immunophanotypischen
Kriterien ausgewertet: Positivitat/Negativitat fur die folgenden Proteine: Keratin oder
TROP-2 (Trophoblast antigen 2), CD45, CD41, PD-L1, Form und Grol3e der Zellen

und Zellkerne.
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Tabelle 13: IF-Protokoll — ,Direktfarbung*

Arbeitsschritt AE1/AE3//488 + C11//488 + CD45//APC + DAPI
(“Direktfarbung”)
Fixierung Fixierungslosung B

Waschen mit PBS

10 Min

1 x 3 Min

Permeabilisieung

Waschen mit PBS

Blockieren

Primar-Antikdrper

Waschen mit PBS
Kernfarbung

Eindecken

AB-Serum 10%
20 Min

AE1/AE3//488 - 1:500
C11//488 - 1:200
CDA45//APC - 1:200
DAPI - 1:500

In PBS

45 Min

3 x 3 Min
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Tabelle 14: |IF-Protokoll —,CD44"

Arbeitsschritt CD44

Fixierung PFA 4%
15 Min.

Waschen mit PBS 1 x 3 Min

Blockieren

AB-Serum 10%
20 Min

Primar-Antikdrper

1:1000 in AB-Serum (10%)
45 Min

Waschen mit PBS

Sekundar-Antikorper

Waschen mit PBS

Direkt-Farbung

Waschen mit PBS

Eindecken

3 x 3 Min

1:500 in PBS
45 Min

AlexaFluor®
555/546 Ziege

anti-Maus

3 x 3 Min
AE1/AE3//488 - 1:500
C11//488 - 1:200
CD45//APC - 1:200
DAPI - 1:1000

In PBS

45 Min

3 x3 Min
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Tabelle 15: IF-Protokoll — ,PD-L1*

Tabelle 15A

Tabelle 15B

Arbeitsschritt

PD-L1+AlexaFluor® 488

PD-L1+AlexaFluor® 546

Fixierung

Waschen mit PBS

PFA 4%
15 Min.

1 x 3 Min

PFA 4%

15 min

1 x 3 min

Permeabilisie-

ung+Blockieren

Waschen mit PBS

Blockieren

Primar-Antikorper

Waschen mit PBS

Sekundar-Antikorper

Waschen mit PBS

Tween (0,1%) in PBS +
Normal Goat Serum (3%)

60 Min

1 x1 Min

AB-Serum 10%
20 Min

1:100 in AB-Serum (10%)
uber Nacht

Bei +4°C
3 x5 Min

1:200 in PBS
45 Min

AlexaFluor®
488 Ziege

anti-Kaninchen

3 x5 Min

Tween (0,1%) in PBS +
Normal Goat Serum
(3%)

60 min

1x 1 min

AB-Serum 10%
20 min

1:100 in AB-Serum (10%)
uber Nacht

Bei +4°C
3 x 3 min

1:400 in PBS
45 min

AlexaFluor®
546 Ziege

anti-Kaninchen

3 x 3 min

Direkt-Farbung

CDA45//APC - 1:200
DAPI - 1:500
In PBS

45 Min

AE1/AE3//488 - 1:500
C11//488 - 1:200
CD45//APC - 1:200

DAPI - 1:500
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Tabelle 15A Tabelle 15B
In PBS
45 min
Waschen mit PBS 3 x 3 Min 3 x 3 min
Eindecken
Tabelle 16: IF-Protokoll — ,TROP-2 und ,VISTA"
Tabelle 16A Tabelle 16B
Arbeitsschritt TROP-2 VISTA
Fixierung Fixierungslosung B Fixierungslosung B

Waschen mit PBS

Blockieren

Permeabilisierung
Waschen mit PBS

Blockieren

Primar-Antikorper

Waschen mit PBS

Sekundar-Antikorper

Waschen mit PBS

10 Min

1 x 3 Min

Normal Donkey Serum (5%)

in PBS
30 Min
1 x1 Min

AB-Serum 10%
20 Min

1:100 in AB-Serum (10%)
45 Min

3 x 3 Min

1:200 in PBS
45 Min

AlexaFluor®
546 Esel

anti-Ziege

3 x 3 Min

10 min

1 x 3 min

AB-Serum 10%
20 min

1:50 in AB-Serum (10%)
60 min

3 x 3 min

1:200 in PBS
45 min

AlexaFluor®
546 Ziege

anti-Kaninchen

3 x 3 min

o7




Tabelle 16A

Tabelle 16B

Direkt-Farbung

AE1/AE3//488 - 1:500

C11//488 - 1:200

CD45//APC - 1:200

AE1/AE3//488 - 1:500

C11//488 - 1:200

CD45//APC - 1:200

Eindecken

DAPI - 1:500 DAPI - 1:500

In PBS In PBS

45 Min 45 min
Waschen mit PBS 3 x 3 Min 3 x 3 min

Tabelle 17: |IF-Protokoll — ,PD-L1 + TROP-2 Version 1¢

Arbeitsschritt PD-L1 + TROP-2 Version 1
Fixierung PFA 4%

15 min.
Waschen mit PBS 1 x 3 min

Blockieren + Permeabilisierung

Waschen mit PBS

Blockieren

Primar-Antikorper (TROP-2)

Waschen mit PBS

Tween (0,1%) in PBS

+ Normal Donkey Serum (5%)
1 Stunde

1 x 1 min

AB-Serum 10%
20 min

1:100 in AB-Serum (10%)
45 min

3 x 3 min

Sekundar-Antikorper

1:200 in PBS
45 min

AlexaFluor®
546 Esel
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Arbeitsschritt PD-L1 + TROP-2 Version 1
anti-Ziege
Waschen mit PBS 3 x 3 min

Primar-Antikdrper (PD-L1)

1:100 in AB-Serum (10%)
uber Nacht

Bei +4°C

Waschen mit PBS

Sekundar-Antikorper

3 x 3 min

1:400 in AB-Serum
45 min

AlexaFluor®
546 Ziege

anti-Kaninchen

Waschen mit PBS

Direkt-Farbung

Waschen mit PBS

Eindecken

3 x 3 min

AE1/AE3//488 - 1:500

C11//488 - 1:200

CDA45//APC - 1:200

DAPI - 1:500

In PBS

45 min

3 x 3 min

*verwendet bei: Patient:in 001 und 009 (Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation)
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Tabelle 18: |IF-Protokoll —,PD-L1 + TROP-2 Version 2*

Arbeitsschritt PD-L1 + TROP-2 Version 2
Fixierung PFA 4%

15 min.
Waschen mit PBS 1 x 3 min

Blockieren + Permeabilisierung

Tween (0,1%) in PBS

1 Stunde

Waschen mit PBS

Blockieren

Primar-Antikorper (PD-L1)

Waschen mit PBS

Sekundar-Antikorper

Waschen mit PBS

Blockieren

1 x 1 min

AB-Serum 10%
20 min

1:100 in AB-Serum (10%)
uber Nacht

Bei +4°C
3 x 3 min

1:400 in Dako Antibody Diluent with
Background Reducing Component
45 min

AlexaFluor®
546 Ziege

anti-Kaninchen
3 x 3 min

Normal Donkey Serum (5%) in PBs

15 min

Primar-Antikérper (TROP-2)

Waschen mit PBS

1:100 in AB-Serum (10%)
45 min

3 x 3 min
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Arbeitsschritt

PD-L1 + TROP-2 Version 2

Sekundar-Antikorper

1:200 in Dako Antibody Diluent with
Background Reducing Component
45 min

AlexaFluor®
488 Esel

anti-Ziege

Waschen mit PBS

Direkt-Farbung

Waschen mit PBS

Eindecken

3 x 3 min
AE1/AE3//488 - 1:500
C11//488 - 1:200
CD45//APC - 1:200
DAPI - 1:500

In PBS

45 min

3 x 3 min

*verwendet bei Patient:in 031, 032, 033 (Parsortix® und Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation)

Tabelle 19: IF-Protokoll — ,PD-L1 + TROP-2 + CD41*

Arbeitsschritt PD-L1 + TROP-2 + CD41
Fixierung PFA 4%

15 min
Waschen mit PBS 1 x 3 min

Permeabilisierung

Waschen mit PBS

Tween (0,1%) in PBS
1 Stunde

1 x 1 min

Blockieren
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Arbeitsschritt

PD-L1 + TROP-2 + CD41

Primar-Antikdrper (PD-L1)

Waschen mit PBS

1:100 in AB-Serum (10%)
Uber Nacht

Bei +4°C

3 x 3 min

Sekundar-Antikorper

Waschen mit PBS

Blockieren

Waschen mit PBS

Primar-Antikorper (TROP-2)

Waschen mit PBS

Sekundar-Antikorper

1:400 in Dako Antibody Diluent with
Background Reducing Component
45 min

AlexaFluor® 555 Ziege
anti-Kanninchen

3 x 3 min

NDS 5% in PBS

15 min

1 x 30 sec

1:100 in AB-Serum (10%)
45 min

3 x 3 min

1:200 in Dako Antibody Diluent with
Background Reducing Component
45 min

AlexaFluor®
488 Esel

anti-Ziege

Waschen mit PBS

3 x 3 Min

Direkt-Farbung

AE1/AE3//488 - 1:500
C11//488 - 1:200
CD45//PerCP - 1:200

CD41//APC —1:100
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Arbeitsschritt PD-L1 + TROP-2 + CD41

DAPI - 1:1000

In PBS

45 min

Waschen mit PBS 3 x 3 min

Eindecken

3.2.4.6 Isolation von Einzelzellen

Als Kriterien fur CTC-verdachtige Zellen zahlten starke Fluorezenzsignale der je-
weiligen Markerproteine, fehlende CD45- und CD41-Fluoreszenzsignale, Zellform
und -grofde sowie Kernform und -grofde. Die Positionen der so als potenzielle CTC
identifizierten Zellen wurden mit Hilfe eines ,England Finders® (Pyser— SGI Limited;
Edenbridge, UK) lokalisiert.

AnschlieRend wurde das Deckglaschen vorsichtig vom Objekttrager entfernt. Fur
die Vermeidung der Austrocknung mussten die Objekttrager wahrend der Zellisola-
tion durch PBS bedeckt sein.

Mit Hilfe der Koordinaten wurden die potenziellen CTCs im inversen Fluoreszenz-
mikroskop relokalisiert. Die identifizierten Zellen wurden anschliefend mit einer
speziellen Kapillare (ES-Blastocyst-Injection-Pipettes, special size ID: 40um, bevel-
led 45°, straight, L:~54 mm, shortened + firepolished ends; BioMedical Instruments,
Clinton Twp, MI, US) mit der Steuereinheit ,TransferMan® 4M* (Eppendorf; Ham-
burg, DE) isoliert, in ein 0,2 mI-PCR-Gefal uberflhrt und bis zur weiteren Analyse
bei -20°C gelagert.

3.2.4.7 Amplifikation genomischer Einzelzell-DNA durch WGA

Die WGA ist eine biochemische Methode zur Vervielfaltigung (Amplifikation) von
DNA-Molekilen, die bis auf die Einzelzellebene angewendet werden kann
(Arnemann, 2019c: S. 2508-2509). Mit diesem Verfahren sollte die DNA der durch
Mikromanipulation isolierten potenziellen CTCs (3.2.4.6) amplifiziert werden, um
weitere Untersuchungen (wie z. B. Sanger-Sequenzierung, ,Next-Generation“-Se-

quenzierung — Gesamtgenomsequenzierung - NGS) zu ermdglichen.
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Die WGA erfolgte entsprechend den Herstellervorgaben mit dem ,Ampli 1-WGA
Kit®“ (Menarini Silicon Biosystems, Bologna, Italien). Der WGA-Prozess mit Hilfe
des Kits ,Ampli 1 WGA Kit®" lauft in den folgenden Schritten ab: Zelllyse, DNA-
Verdauung, Adaptor-Ligation und schliel3lich die PCR-Amplifikation mit einem hoch-
spezifischen Primer. Bei den Prozessen von Zelllyse und Ligation wurde die Inku-
bation Uber Nacht durchgefihrt, bei DNA-Verdau wurde die Inkubationszeit bei
37°C von 5 min auf 3 Stunden verlangert. Als positive Kontrolle wurde genomische
DNA (10ng/pl) verwendet.

Danach wurde eine Qualitatskontrolle mit dem ,Ampli1 QC Kit®" (Menarini) durch-
gefuhrt.

3.2.4.8 Qualitatskontrolle des WGA-Produkts

Die in der WGA (3.2.4.7) entstandenen Endprodukte (positive (humane genomische
DNA) und die negative (nukleinsauerefreies Wasser) Kontrolle sowie die zu unter-
suchenden Proben (DNA von den potenziellen CTCs)) wurden auf ihre Qualitat mit
dem ,Ampli1 QC Kit®" Gberprift. Der Prozess erfolgte entsprechend den Hersteller-

angaben unter Verwendung eines 1,2% Agarosegels (3.2.4.9).

3.2.4.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, die die Auf-
trennung von fragmentierter DNA nach ihrer GroRe ermoglicht. Das Laufverhalten
des DNA-Fragments ist umgekehrt proportional zu seinem Molekulargewicht. Das
bedeutet, dass die kleineren Fragmente schneller durch die Agarosegel-Poren als

die gréleren wandern (Westermeister, 2019: S. 38-40).

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1,2%igen (w/v) TAE-
Agarosegel (1,8 g Agarose und 150 ml 1 x TAE-Puffer). Als Elektrophoresepuffer

wurde 1 x TAE verwendet.

Die Auftrennung der durch Ethidiumbromid, das zum Agarosegel gegeben wurde,
gefarbten PCR-Produkte erfolgte bei 110-130V fur ungefahr 35-50 min. Die aufge-
trennten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines Transilluminators visualisiert und
mit Hilfe einer Videokamera fotografiert (Geldokumentationssystem Gene Genius

2; Syngene).
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1 x TAE-L6sung

40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA

1% (v/v) Essigsaure

pH 8,3

3.2.4.10 Genomsequenzierung

WGA-Produkte mit ausreichender Qualitat (2-4 PCR-Banden in der Qualitatskon-
trolle) wurden auf der DNBseqTM-Plattform (BGl Genomics, Warschau, Polen) ei-

ner vollstandigen Genomsequenzierung unterzogen.

Die weitere Analyse der Daten erfolgte durch PD Dr. Simon Joosse (Institut fur Tu-
morbiologie, UKE). Veranderungen der Kopienanzahl wurden mit Hilfe des ,,Control-
Freec-Analysetools detektiert. Danach wurden die Daten mit Hilfe von R weiter

analysiert und visualisiert (Riebensahm et al., 2019).

65



4 Ergebnisse

4.1 Analyse der VISTA-Expression in UCB-Zelllinien

Zunachst sollte der Frage nachgegangen werden, ob UCB-Zelllinien VISTA-Protein
bilden. Fur diese Fragestellung wurde eine Kohorte von verschiedenen UCB-
Zelllinien untersucht, um die Detektionswahrscheinlichkeit zu erhdhen und Hetero-

genitat unter den UCB-Zelllinien feststellen zu kénnen.

Fir dieses Experiment wurden 7 unterschiedliche UCB-Zelllinien ausgewahlt und
kultiviert. Wenn die Tumorzellen in der Kulturflasche eine bestimmte Dichte erreicht
hatten, wurden Zelllysate hergestellt, und es wurde die Proteinkonzentration in den
Lysaten gemessen. Anhand der bestimmten Konzentration wurden jeweils gleiche
Proteinmengen fur die SDS-PAGE und Western-Blot-Analysen eingesetzt. An-
schliefend wurde die entstandene Membran mit dem entsprechenden primaren An-
tikdrper und nachfolgend mit einem sekundaren Antikorper inkubiert, und die durch

die ECL-Lésung entstandenen Signale wurden detektiert.

UCB-Zelllinien konnen nach ihren Oberflachenmarkern in eher epitheliale und eher
mesenchymale Zelllinien unterteilt werden. Des Weiteren ist eine Einteilung der
UCB in verschiedene molekulare Subtypen, wie z. B. luminal und basal maglich.
UCBs innerhalb der molekularen Subtypen weisen dhnliche Gen-Expressionsmus-
ter und Mutationsprofile auf, und die Unterscheidung der Subtypen hat prognosti-
sche Bedeutung. Der "luminale" Subtyp umfasst die Mehrheit der (nicht-invasiven)
UCBs im Fruhstadium sowie einen erheblichen Anteil der muskelinvasiven Erkran-
kungen. Dieser Subtyp ist durch eine papillare Histomorphologie gekennzeichnet.
Der "basale" Subtyp weist haufig eine Plattenepithel-Differenzierung auf, ist biolo-
gisch aggressiver und tritt fast ausschlielich bei invasiven Erkrankungen auf (Choi
et al., 2014, McConkey et al., 2016, Warrick et al., 2016).

Wie Abbildung 4 veranschaulicht, beinhaltet die ausgewahlte UCB-Zelllinienkohorte
epitheliale, mesenchymale, basale und auch luminale Zelllinien. Die Zelllinien 5637,
647V, HT1376 und RT4 sind positiv fuir EpCAM und TROP-2 und gehéren dadurch
zu den epithelialen Zelllinien. Interessanterweise kommt TROP-2 auch in der
mesenchymalen Zelllinie TCC-SUP vor, jedoch in geringerer Menge als in den
epithelialen Zelllinien. Die anderen Zelllinien (T24, TCC-SUP und UMUC-3) sind

positiv flr CD44. CD44 ist ein Marker fur Krebsstammzellen, dessen Expression mit
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der EMT in Korrelation gebracht wurde (Primeaux et al., 2022, Xu et al., 2015a).
Des Weiteren wurde in einer friheren Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe die CD44-
Expression in mesenchymalen, nicht aber in epithelialen UCB-Zelllinien nachgewie-

sen (Bergmann, 2019).

Daruber hinaus ist bekannt, dass PD-L1 nur in basalen (5637, 647V, HT1376), nicht
aber in der luminalen Zelllinie RT4 (Bergmann, 2019, Goutas et al., 2022, Kim et
al., 2020) vorkommt, wie es auch durch die in dieser Arbeit erhaltenen Western-

Blot-Ergebnisse bestatigt wurde.

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen bestatigen die in der Dissertation von
Sonja Bergmann dargestellten Ergebnisse (Bergmann, 2019) der Einteilung der
Zelllinien in die folgenden Gruppen: epithelial (5637, 647V, HT1376, RT4), mesen-
chymal (T24, TCC-SUP, UMUC-3), luminal (RT4) und basal (5637, 647V, HT1376,
T24, TCC-SUP).
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Abbildung 4: Nachweis verschiedener Proteine in der UCB-Zelllinienkohorte

Die Abbildung zeigt die Western-Blot-Analyse ausgewahlter UCB-Zelllinien. Detektion von: CD44,
EpCAM, PD-L1, TROP-2, Hsc70 (Heat shock cognate 71-kDa protein). Hsc70 diente als Kontrolle
fur die Proteinladung. Anzahl der Versuche: 1.

4.2 Analyse der VISTA-Expression in UCB-Zelllinien im unstimulierten

Zustand

Nachdem eine Zelllinienkohorte ausgewahlt wurde, wurden, wie im Punkt 3.2.3.1
beschrieben, Proteinlysate hergestellt, um Western-Blot-Analysen mit dem pri-
maren anti-VISTA-Antikorper durchfihren zu kdnnen. VISTA hat ein berechnetes
Molekulargewicht von ca. 33 Kilodalton (kDa), jedoch kann durch N-Glykolisierung

das Laufverhalten im Western-Blot deutlich verandert werden, sodass das Protein
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in einem Bereich von ca. 45-70 kDA erwartet wird (GeneCards®: The Human Gene

Database, www.genecards.org) (Yoon et al., 2015).

Wie in Abbildung 5 veranschaulicht, wird VISTA in signifikanter Menge in verschie-
denen UCB-Zelllinien gebildet, unabhangig von deren Einordnung in die oben ge-
nannten Gruppen. Auch epitheliale (5637, 647V, HT1376, RT4), mesenchymale
(T24, TCC-SUP, UMUC-3) sowie basale (5637, 647V, HT1376) und luminale (RT4)

Zelllinien weisen eine VISTA-Expression auf.

Die Zelllinien HT1376 und TCC-SUP zeigten die hochste VISTA-Proteinmenge, T24
und UMUC-3 die geringste und 5637, 647V, RT4 wiesen eine intermediare VISTA-

Expression auf.
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Abbildung 5: VISTA-Protein-Expression in verschiedenen UCB-Zelllinien
Detektion von VISTA in UCB-Zelllinien durch Western-Blot-Analyse. Der Nachweis von Hsc70 diente

als Protein-Ladekontrolle. Anzahl der technischen Replikate: 7. Anzahl der biologischen Replikate: 2.

4.3 Expression des VSIR-Gens in UCB-Zelllinien im unstimulierten Zustand

Far den Nachweis der mMRNA (Messenger RNA - Boten-Ribonukleinsaure) aus den
in 3.2.2.1 und 3.2.2.1 beschriebenen UCB-Zelllinien wurde RNA nach Standard-
Kultivierung isoliert und ihre Konzentration bestimmt. Anschliefend wurde von den

gewonnenen RNA-Proben cDNA hergestellt und fur die qRT-PCR verwendet.

Abbildung 6 zeigt die normalisierte VSIR-Expression in den untersuchten UCB-
Zelllinien. Dieses Ergebnis ist im Wesentlichen konsistent mit den Ergebnissen der
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Western-Blot-Analyse. Es bestatigt das Vorhandensein von nachweisbaren Men-
gen an VSIR-mRNA in allen 7 hier untersuchten UCB-Zelllinien. Die ermittelten re-
lativen Expressionsmuster wiesen ahnliche Relationen zueinander auf, wie in den
Western-Blot-Analysen fur das VISTA-Protein bereits gezeigt wurde. So konnten
z. B. eine hohe VSIR-Expression in den Zelllinien HT1376 und TCC-SUP und eine
geringe Expression in der Zelllinie UMUC-3 nachgewiesen werden. Jedoch zeigte
in der gRT-PCR die Zelllinie T24 eine geringere VSIR-Expression als UMUC-3, wo-
hingegen die VSIR-Expression der T24-Zellen in Western-Blot-Analysen starker als
die der UMUC-3-Zellen war.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass HT1376, eine epitheliale, und
TCC-SUP, eine eher mesenchymale Zelllinie, insgesamt die starkste und UMUC-3

die geringste VSIR-Expression aufweisen.

5637 647V HT1376 RT4 T24 TCC-SUP UMUC-3
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Abbildung 6: Analyse der VSIR-Expression mit gqRT-PCR in verschiedenen UCB-Zelllinien
Die Abbildung zeigt die jeweilige relative normalisierte Expression. Anzahl der technischen Repli-

kate: 2, Anzahl der biologischen Versuche: 1.

4.3.1 Regulation der VSIR-Expression in UCB-Zelllinien durch IFN-y

Im nachsten Experiment sollte die Frage beantwortet werden, ob die VISTA-
Expression ahnlich wie die Expression von PD-L1 durch das Zytokin INF-y reguliert
werden kann (Abiko et al., 2015, Chen et al., 2019, Imai et al., 2020, Mandai et al.,
2016, Mimura et al., 2018, Qian et al., 2018). Fur das Protein VISTA wurde bisher
kein Einfluss von IFN-y nachgewiesen, jedoch wurde diese Fragestellung in UCB-

Zelllinien auch bisher noch nicht untersucht.

Als nachstes wurde INF-y zu den ausgewahlten UCB-Zelllinien in einer Konzentra-
tion von 200 IU/ml gegeben. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet. Abschlie-
Rend wurden fur Western-Blot- und gRT-PCR-Analysen Lysate und mRNA, wie im

Kapitel Material und Methoden beschrieben, hergestellt bzw. isoliert.
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Fir die ersten Untersuchungen wurden die Zelllinien, die eine signifikante VISTA-
Expression gezeigt haben, wie 5637, HT1376, RT4 und T24, ausgewahlt. Um den
Erfolg der Inkubation zu Uberprufen, wurde bei der Western-Blot-Analyse auch die

Expression von PD-L1 analysiert.

Abbildung 7 veranschaulicht die Ergebnisse dieser Untersuchungen. Das Zytokin
IFN-y zeigt einen positiven Effekt auf die Expression von PD-L1 bei den Zelllinien
5637, HT1376 und T24. Bei der Zelllinie RT4 handelt es sich um eine luminale UCB-
Zelllinie, in der sich erwartungsgemal} keine PD-L1-Expression nachweisen lief3.
Diese Ergebnisse entsprechen den Literatur-Daten (Bergmann, 2019, Goutas et al.,
2022, Kim et al., 2020).

Aus den Ergebnissen der folgenden drei bis vier Experimente ist bei HT1376, RT4
und T24 kein signifikanter Unterschied in der VISTA-Expression zwischen den IFN-
y-inkubierten und den Kontroll-Zelllinien zu erkennen. In Bezug auf die Zelllinie 5637
gestalteten sich die Ergebnisse weniger eindeutig. In wiederholten Experimenten
wurde entweder kein Effekt oder lediglich eine geringflgige Heraufregulation der
VISTA-Expression durch IFN-y beobachtet. Somit bleibt eine definitive Aussage be-
zuglich des Einflusses von IFN-y auf die Zelllinie 5637 vorerst ausstehend. Es be-
darf weiterer Untersuchungen, um ein umfassendes Verstandnis der Regulation der

VISTA-Expression in der Zelllinie 5637 zu erlangen.
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Abbildung 7: Western-Blot zur Darstellung des Einflusses von IFN-y auf die Expression von

VISTA und PD-L1

Die Inkubationszeit bei 2001U/ml betrug 48 Stunden. Der Nachweis von Hsc70 diente als Protein-

Ladekontrolle. Die Abbildung 7A zeigt die Expression des VISTA-Proteins, auf 7B ist die zugehorige

Expression von PD-L1 zu sehen. 7C veranschaulicht eine Wiederholung der Untersuchung mit den
Zelllinien HT1376 und 5637. Anzahl der biologischen Replikate: 5.

Nach der Analyse des Protein-Niveaus wurden die genannten Zelllinien in jeweils

zwei verschiedenen Proben auf das RNA-Niveau untersucht. Die Ergebnisse ah-

neln denen der Western-Blot-Analyse. Abbildung 8A zeigt in Balken die jeweilige
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relative normalisierte Expression ohne oder nach 48 Stunden INF-y-Inkubation. Die
Zelllinien RT4 und T24 zeigten keinen signifikanten Einfluss von INF-y auf die VSIR-
Expression. Jedoch waren die Ergebnisse fur die Zelllinien 5637 und HT1376 nicht
eindeutig, sodass die Experimente zur Regulation mit diesen zwei Zelllinien wieder-
holt wurden (Abbildung 8B).

Es konnte kein signifikanter Unterschied bei der erneuten gRT-PCR zwischen der
Kontrollgruppe und den mit dem Zytokin behandelten Zelllinien gezeigt werden. Zu-
sammenfassend Iasst sich feststellen, dass in den hier untersuchten UCB-Zelllinien
keine eindeutig reproduzierbare Regulation der VSIR-RNA-Expression durch INF-y

nachgewiesen werden konnte.

5637 $637 $637 $637  WT1376  WT1376 HT13761S) HT1376 RT& RT4 RT4(S) RTSIFNg(S)  T24(S) T24IFNg
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Abbildung 8: Untersuchungen zur Regulation der Expression von VSIR durch IFN-y mittels gRT-
PCR.

Die Inkubationszeit mit einer Konzentration vom 200 IU/ml IFN-y betrug 48 Stunden. Die Abbildung

zeigt in Balken die jeweilige relative normalisierte Expression. K.: Kontrolle. Anzahl der biologischen

Replikate: 3.

Abbildung 8A veranschaulicht die Ergebnisse fiir die Zelllinien 56347, HT1376, RT3 und T24.

Abbildung 8B zeigt die Ergebnisse eines Versuches fir die Zelllinien 5637 und HT1376.
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4.3.2 Regulation der VISTA-Expression in UCB-Zelllinien durch TGFR

Wie einleitend beschrieben wurde, ist ein Einfluss von TGFR auf die VSIR-

Expression bisher nicht eindeutig belegt.

Deshalb wurde zu den ausgewahlten UCB-Zelllinien mit signifikanter VISTA-
Expression (56637, HT1376, RT4) unter normalen Kultivierungsbedingungen TGFR
in einer Konzentration von 10 ng/ml zugegeben. Nach 30 Minuten, 24 Stunden und
72 Stunden wurden die Zellen geerntet. Abschlieffend wurden fur Western-Blot- und
gRT-PCR-Analysen Lysate und mRNA nach dem in Punkten 3.2.2 und 3.2.3 be-

schriebenen Protokollen hergestellt.

Abbildung 9 veranschaulicht die Ergebnisse der Experimente mit den Zelllinien
HT1376 und RT4. Es ist weder auf Protein- noch auf mMRNA-Niveau ein signifikanter
Unterschied in der VISTA/VSIR- und PD-L1-Expression zwischen den mit TGF[3-
inkubierten und den unbehandelten Kontrollen erkennbar. In der Arbeit von Berg-
mann wurde ebenfalls kein Einfluss von TGFR auf die PD-L1-Expression in den
Zelllinien HT1376 und RT4 nachgewiesen (Bergmann, 2019).
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Abbildung 9: Nachweis von VSIR/VISTA- und PD-L1-mRNA/Protein nach TGFR-Behandlung in
den Zelllinien HT1376 und RT4

Die Inkubationszeit mit TGFR betrug fir die mMRNA-Analysen 72 Stunden und fir die Protein-Analyse
30 Minuten, 24 Stunden und 72 Stunden bei einer Konzentration von 10 ng/m TGFR. (K.: Kontrolle,
h: Stunde, und Min: Minuten). Die Balken stellen die jeweilige relative normalisierte Expression dar.
Hsc70 dient als Proteinladekontrolle. Anzahl der biologischen Replikate: 2 (jeweils fur WesternBlot
und far PCR). Die Abbildungen 9A und 9B veranschaulichen die Ergebnisse flr die Zelllinien HT1376
und RT4.

In den Western-Blot-Experimenten der Zelllinie 5637 zeigte sich eine leichte Herab-
regulation der VISTA-Expression durch TGF (Abbildung 10). Die Signale sind aber
zu schwach, um einen signifikanten Unterschied messen zu kénnen. Jedoch wurde
der friher beschriebene heraufregulierende Effekt auf die PD-L1-Expression durch
TGFR in der Zelllinie 5637 (Bergmann, 2019) hiermit erneut bestatigt.
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Abbildung 10: Einfluss von TGFR auf die VISTA- und PD-L1-Proteinmengen in der Zelllinie 5637
TGFR wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml zu den Zelllinien gegeben. (h: Stunden, Min: Minuten.)

Der Nachweis von Hsc70 diente als Protein-Ladekontrolle. Anzahl der biologischen Replikate: 3.

Durch TGFR-Behandlung zeigte sich eine Heraufregulierung der PD-L1-, nicht je-
doch der VISTA-Proteinmenge.

Zusammenfassend fuhrt TGFR nicht zur Induktion der VISTA-Expression in der Zell-
linie 5637. Jedoch zeigt TGFR in der Zelllinie 5637 im Gegensatz zu RT4 und
HT1376 einen starken Effekt auf die PD-L1-Expression.

4.4 Etablierung der Immunfarbung fur die CTC-Detektion

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung einer IF-
Farbung zur Detektion von CTCs, mit deren Hilfe auch Keratin-negative (mesen-
chymale) CTCs gefunden werden kénnen, sowie die Expression von Immuncheck-
point-Molekulen, wie VISTA und PD-L1, auf den CTCs bestimmt werden kann. Zu-
erst erfolgten die Farbungen an kultivierten UCB-Zelllinien, im Verlauf an kultivierten
UCB-Zelllinienzellen, die in Donor-Blut gegeben wurden, und anschliefend an pro-

zessierten Blut-Proben von UCB-Patient:innen.

4.41 Immunfarbung zum Nachweis von VISTA

Zunachst erfolgte hierfur die Etablierung eines IF-Farbeprotokolls zum Nachweis
von VISTA. Abbildung 11 veranschaulicht die angewendete Farbung fur VISTA-
positive HT1376-Zellen, die in Donorblut gegeben wurden. (Siehe Punkt 3.2.4.5,

Tabelle 16B). Die untersuchten Zellen waren stark positiv fur VISTA (orange auf der
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Abbildung), jedoch zeigten auch viele Blutzellen eine VISTA-Expression, sodass ein
zu starker, fur die Erkennung der CTCs unvorteilhafter Hintergrund entstanden ist.
Der starke Hintergrund erklart sich durch die Expressionsmuster des Proteins, da
VISTA von den meisten myeloischen und lymphatischen Zellen/Geweben expri-
miert wird (Bharaj et al., 2014, Flies et al., 2011, Lines et al., 2014a, Lines et al.,
2014b, Wang et al., 2011, Xu et al., 2018).

Abbildung 11: VISTA-IF-Farbung von HT1376 Zellen in Donorblut

11A: alle Kanale; 11B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 11C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikdrper, Klon: AE1/AE3 und C11), 11D orange: VISTA
(Klon: D1L2G (XP), AlexaFluor® 546-konjugierter Sekundar-Antikorper); 11E rot: CD45 (APC-
konjugierter Primar-Antikdrper, Klon: REA747) (Leukozytenmarker). Der Pfeil zeigt VISTA-positive
HT1376-Tumorzellen.

4.4.2 CD44-Immunfarbung

CD44 ist ein Marker fur Krebsstammzellen, dessen Expression von der EMT ab-
hangig sein kann (Primeaux et al., 2022, Xu et al., 2015a). Des Weiteren wurde die
CD44-Expression in mesenchymalen, nicht aber in epithelialen UCB-Zelllinien be-
reits nachgewiesen (Bergmann, 2019). Aufgrund dieser Eigenschaften erwies sich

CD44 als ein erfolgversprechender Kandidat fur die CTC-Erkennung von
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Tumorzellen mit mesenchymalen Eigenschaften. Daflr wurden 647V- und TCC-
SUP-UCB-Zelllinien-Zellen, die in Donorblut gegeben wurden, mit dem CD-44-
Farbeprotokoll analysiert (siehe Punkt 3.2.4.5, Tabelle 14). Abbildung 12 veran-
schaulicht die IF-Farbung von TCC-SUP-Zellen (mesenchymale Zelllinie) in Do-
norblut. Obwohl die untersuchten Zelllinien-Tumorzellen eine starke CD44-
Positivitat aufwiesen, war der Hintergrund zu stark, um die Farbung fir die Pati-

ent:innen-Proben zu verwenden. Die 647V-Zellen waren negativ fur CD44.

Abbildung 12: CD44-IF-Farbung vonTCC-SUP Zellen in Donorblut

12A: alle Kanale; 12B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 12C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor®488-konjugierter Primar-Antikorper, Klon: AE1/AE3 und C11), 12D orange: CD44 (Klon:
G44-26, AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 12E rot: CD45 (APC-konjugierter Pri-
mar-Antikérper, Klon: REA747) (Leukozytenmarker). Der Pfeil zeigt CD44-positive TCC-SUP-

Tumorzelle.

4.4.3 TROP-2-Immunfarbung

Da TROP-2 haufig in UCB nachweisbar ist, kann es auch als therapeutisches Ziel
fur diese Tumorentitat dienen (Bednova and Leyton, 2020, Chou et al., 2022, Faltas
etal., 2016, Fontes et al., 2022, Goldenberg and Sharkey, 2019, Hanna et al., 2022).
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TROP-2 weist im UCB ahnliche Expressionsmuster wie EpCAM auf. Jedoch konnte
in einer vorangegangenen Doktorarbeit gezeigt werden, dass TROP-2 zusatzlich in
zwei EpCAM-negativen UCB-Zelllinien (J82 und T24) nachgewiesen werden kann
(Bergmann, 2019). Deshalb sollte in der vorliegenden Doktorarbeit die Frage beant-
wortet werden, ob mit Hilfe von anti-TROP-2-Antikorpern im Vergleich zu anti-
EpCAM-Antikérpern moglicherweise mehr CTCs nachgewiesen werden kénnen.
Daruber hinaus wollten wir mit dieser Farbung auch die TROP-2-positiven, aber Ke-

ratin-negativen Zellen nachweisen.

Das entwickelte Farbeprotokoll mit TROP-2 (siehe Punkt 3.2.4.5, Tabelle 16A)
zeigte den geringsten Hintergrund von den verschiedenen Farbeexperimenten. Die
Positivkontrollen (647V, HT1376, RT4) waren stark positiv, und die TROP-2-
negativen bzw. schwach positiven Zelllinien (TCC-SUP, UMUC-3, T24) zeigten in
der IF keine oder nur eine sehr schwache TROP-2-Positivitat. Abbildung 13 zeigt 2
HT1376-Zellen, die starke TROP-2-Positivitat aufweisen, und Abbildung 14 veran-
schaulicht die TROP-2-schwach exprimierende Zelllinie TCC-SUP.

Abbildung 13: TROP-2-IF-Farbung von HT1376 Zellen in Donorblut

13A: alle Kanale; 13B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 13C griin: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikorper, Klon: AE1/AE3 und C11); 13D orange: TROP-2
(Klon: polyklonal, AlexaFluor® 546-konjugierter Sekundar-Antikérper); 13E rot: CD45 (APC-
konjugierter Primar-Antikdrper, Klon: REA747) (Leukozytenmarker). Der Pfeil zeigt TROP-2-positive
HT1376-Tumorzellen.
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Abbildung 14: TROP-2-IF-Farbung von TCC-SUP Zellen in Donorblut

14A: alle Kanale; 14B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 14C griin: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikorper, Klon: AE1/AE3 und C11); 14D orange: TROP-2
(Klon: polyklonal, AlexaFluor® 546-konjugierter Sekundar-Antikérper); 14E rot: CD45 (APC-
konjugierter Primar-Antikdrper, Klon: REA747) (Leukozytenmarker). Der Pfeil zeigt eine schwach
TROP-2-positive TCC-SUP-Tumorzelle.

Diese IF-Farbung wurde bei jeweils drei Zytospins (Anreicherung durch Ficoll-Dich-
tegradientenzentrifugation) von jeweils 24 verschiedenen UCB-Patient:innen ange-
wendet. Obwohl die Positivkontrollen durchgehend positiv flr pan-Keratin/TROP-2
waren, konnte mit dieser Farbung keine CTC-verdachtige Zelle gefunden werden,

sodass ein zusatzlicher Marker angewendet wurde.

4.4.4 Immunfarbung mit TROP-2, PD-L1 und CD41

Um die CTC-Detektionsrate weiter zu erhéhen, wurde der anti-PD-L1-Antikdrper hin-
zugeflugt. PD-L1 wird von vielen Blasenkrebszellen exprimiert und spielt eine wich-
tige Rolle in der Therapie von UCBs, wie einleitend erortert wurde. Des Weiteren
wurde ein |IF-Protokoll fur PD-L1 in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert (siehe
Punkt 3.2.4.5, Tabelle 15B) und erwies sich als geeignet, da sich positive Kontroll-
zellen als stark positiv erwiesen und die schwache Hintergrundfarbung tolerierbar ist
(Bilder nicht gezeigt). Nach der Etablierung der Immunfarbung mit PD-L1-, TROP-2-
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und pan-Keratin-Antikdrpern (siehe Punkt 3.2.4.5, Tabelle 17) als positive Marker
wurden mit diesem neuen Protokoll erneut Zytospins (Anreicherung durch Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation) von 2 Patient:innen (Patient:in 001 und 009) unter-
sucht. Aufgrund der begrenzten Anzahl von IF-Kanalen war es in diesem Protokoll
nicht moglich, zwischen PD-L1- und TROP-2-positiven Zellen zu unterscheiden. Des
Weiteren wurden mit einer anderen Version (siehe Punkt 3.2.4.5, Tabelle 18) Zyto-
spins von drei Patient:innen (031, 032 und 033 — jeweils Anreicherung durch Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation und durch Parsortix®) untersucht. Aufgrund der be-
grenzten Anzahl von IF-Kanalen war es in diesem Protokoll nicht moglich, zwischen

pan-Keratin- und TROP-2-positiven Zellen zu unterscheiden.

Es zeigten sich mehrere verdachtige Zellen, die negativ fur CD45 waren und eine
geringe oder moderate Positivitat fur pan-Keratin, TROP-2 und PD-L1 aufwiesen.

Abbildung 15 zeigt eine dieser Zellen.

Abbildung 15: IF-Farbung von Patient:in Nummer 9

15A:; alle Kanale; 15B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 15C griin: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikorper, Klon: AE1/AE3 und C11); 15D orange: TROP-2
(Klon: polyklonal, AlexaFluor® 546-konjugierter Sekundar-Antikérper) und PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 546-konjugierter Sekundar-Antikérper); 15E rot: CD45 (APC-konjugierter Primar-Anti-
korper, Klon: REA747) (Leukozytenmarker). Der Pfeil zeigt eine TROP-2/PD-L1-positive und Kera-
tin- und CD45-negative Zelle.
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Jedoch zeigten sich bei den untersuchten 2 Patient:innen diese CD45-negativen
Zellen in einer unerwartet hohen Anzahl und wiesen starke morphologische Ahn-
lichkeiten auf. Daher wurde vermutet, dass es sich bei diesen Zellen um CD45-
negative Blutzellen, und aufgrund der Zellmorphologie u. a. auch um Megakaryozy-
ten handeln kdénnte. Um diese These zu prifen, wurde zusatzlich zur bereits be-
schriebenen Farbung ein CD41-Antikorper als negativer Marker hinzugefluigt (Siehe
Punkt 3.2.4.5, Tabelle 19). Damit konnten diese morphologisch ahnlichen grof3en
CDA45-negativen Zellen als CD41-positive Zellen identifiziert werden (siehe Abbil-
dung 16). Das Protokoll wurde um die Zugabe des anti-CD41-Antikérpers erweitert
und fur die weitere Analyse von Patient:innen-Proben verwendet. Abbildung 17 ver-
anschaulicht das endgultige IF-Farbeprotokoll bei einer positiven Kontrolle
(Blut+647V-Tumorzellen). Dieses Protokoll wurde anschlieRend auf alle weiteren

Patient:innen-Proben angewendet.
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Abbildung 16: IF-Farbung von Patient:in Nummer 23

16A: alle Kanale; 16B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 16C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikérper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 16D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 16E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-

Antikorper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 16F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikorper,
Klon: HIP8). Der Pfeil zeigt eine CD41-positive Zelle und CD41-positive Thrombozyten.

D
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Abbildung 17: IF-Farbung von 647V Zellen in Donorblut

17A: alle Kanale; 17B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 17C griin: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikérper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 17D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor®555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 17E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-An-
tikdrper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 17F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikérper, Klon:
HIP8). Die Pfeile zeigen 647V-Tumorzellen.

Die 647V-Zellen erwiesen sich als Keratin-, PD-L1- oder TROP-2-positiv und CD45-
, CD41-negativ.

4.5 Zusammenfassung der CTC-Detektionsverfahren

Von 76 UCB-Patient:innen, bei denen eine radikale Zystektomie im Universitatskli-
nikum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt wurde, wurden Blutproben gesammelt. Die
Blutgewinnung erfolgte vor der Operation, und es wurden von jedem/r Patient:in je
drei periphere-Blutproben gesammelt (ein EDTA-, ein CellSave®- und ein Transfix®-

Roéhrchen) und analysiert.

Die CellSave®- und die Transfix®-Proben wurden innerhalb von 72 Stunden nach
Blutentnahme verarbeitet, wie im Punkt 3.2.4.2 und 3.2.4.3 beschrieben. Die EDTA-
Rohrchen wurden ohne Verzégerung nach der Blutentnahme, wie im Punkt 3.2.4 .1

beschrieben, prozessiert. Nach Anreicherung mit Parsortix® und Ficoll-
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Dichtegradientenzentrifugation wurden Zytospins hergestellt und anschlieRend ei-
ner IF-Farbung unterzogen. Nach der mikroskopischen Begutachtung wurden die
auffalligen (tumorverdachtigen) Zellen gepickt und es erfolgte eine Amplifikation ge-
nomischer Einzelzell-DNA durch Gesamtgenomamplifikation (3.2.4.7). Nach Quali-
tatskontrolle wurden die ausgewahlten Zellen durch NGS sequenziert. Abbildung 18

veranschaulicht die erwahnte Vorgehensweise in einem Flowchart.
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Abbildung 18: Flowchart zu den angewendeten CTC-Detektionsverfahren

Von allen in die Studie eingeschlossenen UCB-Patient:innen wurden Blutproben vor der radikalen
Zystektomie entnommen und mittels CellSearch®, Parsortix® und Ficoll-Dichtegradientenzentrifuga-
tion untersucht. Nach der Anreicherung mit Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und Parsortix® wur-
den alle Proben Uber IF analysiert und ausgewahlte Zellen Giber WGA und NGS weiter charakteri-
siert.
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4.6 Gesamtgenom-Amplifikation und Sequenzierung — Untersuchungen
zum Nachweis des Tumorursprungs der Zellen nach Anreicherung

durch Parsortix® und Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Nach Identifizierung durch IF wurden die CTC-verdachtigen Zellen durch Mikroma-
nipulation isoliert. Von den 163 auffalligen Zellen (129 nach Parsortix®-Anreicherung
und 34 nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation) erfolgte die Isolation von 53 Zel-
len (6/34 nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und 47/129 nach Parsortix®-
Anreicherung). AnschlielRend erfolgte die Gesamtgenomamplifikation von 29 der

isolierten Zellen.

Der geringen Rate der erfolgreichen Einzelzellisolation kdnnen mehrere Ursachen
zugrunde liegen. Einerseits waren einige Zellen nach Entfernen der Deckglaser
nicht mehr nachweisbar. Eine mogliche Begrindung daftir ist, dass die Objekttrager
vor der Entfernung der Deckglaser in PBS zur Abldsung der Deckglaser inkubiert

wurden, wodurch einige Zellen verloren gingen.

In anderen Fallen lagen zwischen der Immunfarbung der Zellen und der Einzelzel-
lisolation langere Zeitspannen, sodass die Zellen wahrend des Prozesses der Ein-
zelzellisolierung beschadigt oder zusammen mit anderen benachbarten Zellen
(Leukozyten) isoliert wurden. Im Anhang in Tabelle 23 sind die Charakteristika der

erfolgreich isolierten CTC-Kandidaten-Zellen aufgelistet.

AnschlieRend erfolgten die Amplifikation genomischer Einzelzell-DNA durch WGA
und die nachgeschaltete Qualitatskontrolle Uber PCR und Agarose-Gelelektropho-
rese (Abbildung 19). Bei ausreichend guter DNA-Qualitat (Bandenanzahl =2) wurde
das genetische Material der unten genannten Zellen zur NGS ausgewabhlt. Idealer-
weise sollten die Zellen nach WGA 4 Banden aufweisen, jedoch wurden auch Zellen

mit einer Bandenanzahl 22 fur die Untersuchung durch NGS ausgewahlt.
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Marker -QK -K 001 002 018 033 034 038 039 041 046 048 049 053 058 059 +K +QK

Marker -QK -K 057 061 062 003 007 008 012 014 017 023 037 040 044 045 047 +K +QK

Abbildung 19: Agarosegelelektrophorese zum Nachweis des WGA-Endproduktes

-QK und +QK: negative und positive Qualitatsontrolle. -K und +K: negative und positive Kontrolle.
Fir die positive Kontrolle wurde 1ul DNA mit einer Konzentration von 1ng/pl (MCF7-DNA) verwendet,
um die Funktionalitédt der Amplifikation im Ampli1-Kit zu Gberprifen. Dies diente dazu, sicherzustel-
len, dass die Reagenzien und die PCR-Bedingungen wie vorgesehen arbeiteten. Die positive Quali-
tatskontrolle wurde mit der gleichen humanen genomischen DNA mit einer standardisierten Kon-
zentration von 100 ng/ul (MCF7-DNA) im Rahmen des Ampli1 QC-Kits durchgefiihrt. Ziel war es, die
Integritat und Zuverlassigkeit des gesamten Prozesses, einschlieRlich der Zellisolierung, Amplifika-
tion und Vorbereitung fir die Sequenzierung, zu validieren. Fir die negative Kontrolle wurde nukle-
insauerefreies Wasser aus dem Kit als Vorlage verwendet, um sicherzustellen, dass keine unspezi-
fische Amplifikation oder Kontamination in den Reagenzien, Geraten oder dem Protokoll auftritt. Das
Fehlen eines Amplifikationssignals bestatigte die Abwesenheit von Kontamination. Die negative
Qualitatskontrolle wurde ebenfalls mit Wasser aus dem Kit durchgeflihrt, um zu Gberpriifen, dass der
gesamte Workflow — von der Zellisolierung tber die Amplifikation bis zur Analyse — ohne systemati-
sche Fehler oder unspezifische Amplifikationen durchgefihrt wurde. Ein positiver Amplifikations-
nachweis in dieser Kontrolle hatte auf Fehler oder Kontaminationen im System hingewiesen. Die
Zellen 053 (4 Banden), 049 (4 Banden), 017 (4 Banden), 012 (3 Banden), 018 (3 Banden), 038 (3
Banden), 046 (3 Banden — jedoch nicht eindeutig), 041 (2 Banden), 040 (2 Banden), 023 (2 Banden)

wurden fir die vollstandige Genomsequenzierung ausgewahlt.

Die ausgewahlten WGA-Produkte wurden auf der DNBseqTM-Plattform (BGI Ge-
nomics, Warschau, Polen) einer vollstandigen Genomsequenzierung unterzogen.
Die weitere Analyse der Daten erfolgte durch PD Dr. Simon Joosse (Institut fur Tu-
morbiologie, UKE).
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Die Gesamtgenom-NGS-Daten veranschaulichen in einigen Zellen ein breites
Spektrum an CNVs, einschlieRlich Zugewinnen und Verlusten von verschiedenen

chromosomalen Bereichen (Abbildungen 21-26).

Die erhaltenen CNV-Profile mit Zugewinnen und Verlusten in verschiedenen chro-
mosomalen Regionen lassen schlussfolgern, dass es sich bei drei der isolierten Zel-
len (012, 049 und 053) mit groller Wahrscheinlichkeit und bei zwei der isolierten
Zellen (018 und 038) wahrscheinlich um Tumorzellen handelt. Jedoch waren funf
der untersuchten Zellen wahrscheinlich keine Tumorzellen (017, 023, 040, 041,
046). Unter den bestatigten CTCs befanden sich sowohl isolierte Zellen nach Anrei-
cherung mit dem Parsortix®-System (012, 018 und 038) als auch nach Anreicherung
durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (049 und 053). Die Abbildungen 20-24
veranschaulichen die zu den jeweiligen untersuchten Zellen gehdérenden IF-
Farbungen sowie die CNV-Daten der isolierten und durch NGS analysierten Zellen.
Abbildung 25 veranschaulicht zum Vergleich das Profil einer wahrscheinlich nicht
als CTC einzustufenden Zelle. Es ist gut zu erkennen, dass im Vergleich zu den
anderen vorgestellten Zellen (Abbildung 20-24) Zelle 40 (Abbildung 25) keine signi-

fikanten chromosomalen Aberrationen aufweist.

Erwahnenswert ist, dass in der Gruppe der wahrscheinlichen Tumorzellen alle WGA-
Endprodukte eine Banden-Anzahl von 23 und dadurch eine gute Qualitat aufwiesen.
Im Gegensatz dazu war die Qualitat des WGA-Endproduktes bei den isolierten nicht-

Tumorzellen geringer (durchschnittliche Bandenanzahl: 2,6; Median: 2).
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Abbildung 20: Isolierte Zelle 053

20A: alle Kanale; 20B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 20C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikorper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor®488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 20D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 20E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-
Antikorper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 20F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikorper,
Klon: HIP8). Der Pfeil zeigt die isolierte Zelle 053. Zelle 053 ist eine Keratin-/TROP-2-positive, PD-
L1-negative Zelle. 20G: Plot des CNV-Profils entlang des gesamten Genoms der Zelle 053.

In der Zelle 053 zeigten sich u. a. Zugewinne der Kopienanzahl der Chromosomen-
bereiche 1p und q, 2q, 49, 5p und q, 11p und q, 129, 14p und 17q, sowie Verluste
von 13 p und q sowie 16q.
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Abbildung 21: Isolierte Zelle 049

21A: alle Kanale; 21B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 21C griin: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikérper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 21D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikérper); 21E rot: CD45 (APC-konjugierter Primar-Anti-
korper, Klon: REA747) (Leukozytenmarker) und CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikdrper, Klon:
HIP8. Der Pfeil zeigt die isolierte Zelle 049. Zelle 049 ist eine Keratin-/TROP-2-positive und PD-L1-
leicht positive Zelle. 21F: Plot des CNV-Profils entlang des gesamten Genoms der Zelle 049.

In der Zelle 049 zeigten sich u. a. Zugewinne der Kopienanzahl der Chromosomen-
bereiche 1p, 49, 10q, 12q und 13pq sowie Verluste auf den Chromosomen 2q, 5q,
6pq, 8pq oder 16p.
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Abbildung 22: Isolierte Zelle 012

22A: alle Kanale; 22B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 22C griin: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikorper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 22D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 22E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-
Antikdrper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 22F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikorper,
Klon: HIP8). Der Pfeil zeigt die isolierte Zelle 012. Zelle 012 ist eine Keratin-/TROP-2- und PD-L1-
negative Zelle. 22G: Plot des CNV-Profils entlang des gesamten Genoms der Zelle 012.

In der Zelle 012 zeigten sich u. a. Zugewinne der Kopienanzahl der Chromosomen-
bereiche 5pq, 6q, 11pq, 13pqg, 14pq, 16p sowie Verluste in 2q, 5q, 6pq, 8pq oder
16p. 20, 21, 22 und Verluste der Chromosomen 1 und 2 sowie 4q.
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Abbildung 23: Isolierte Zelle 018

23A: alle Kanale; 23B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 23C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikérper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikérper); 23D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 23E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-
Antikérper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 23F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikorper,
Klon: HIP8). Der Pfeil zeigt die isolierte Zelle 018. Zelle 018 ist eine Keratin-/TROP-2- und PD-L1-

negative Zelle. 23G: Plot des CNV-Profils entlang des gesamten Genoms der Zelle 018.

In der Zelle 018 zeigten sich u. a. Zugewinne der Kopienanzahl der Chromosomen-
bereiche 1q, 2p, 3p und q, 6p und q, 8q, 10p und q, 12qg, 13p und g und 15p sowie
Verluste in 2q, 5p und q, 7q, 12p, 15q, 16p und q, 20, 21.

Die Zellen 012 und 018 stammen aus einer Blutprobe. Die CNV-Profile dieser bei-
den Zellen unterscheiden sich jedoch stark voneinander, was auf die Heterogenitat
der CTCs in dieser/diesem Patient:in hinweist. Lediglich Zugewinne von 6q und
13p/q sowie Verluste von 2g und 7q lie3en sich Ubereinstimmend in beiden Zellen

nachweisen.
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Abbildung 24: Isolierte Zelle 038

24A: alle Kanale; 24B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 24C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikérper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 24D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 24E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-
Antikorper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 24F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikorper,
Klon: HIP8). Der Pfeil zeigt die isolierte Zelle 038. Zelle 038 ist eine Keratin-/TROP-2-positive und
PD-L1-negative Zelle. 24G: Plot des CNV-Profils entlang des gesamten Genoms der Zelle 038.

In der Zelle 038 zeigten sich Zugewinne der Kopienanzahl der Chromosomenberei-

che 4q, 14p und q und 159 sowie Verluste in 5p.
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Abbildung 25: Isolierte Zelle 040

25A: alle Kanale; 25B blau: DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole (Zellkerne); 25C grun: pan-Keratin
(AlexaFluor® 488-konjugierter Primar-Antikérper, Klon: AE1/AE3 und C11) und TROP-2 (Klon: po-
lyklonal, AlexaFluor® 488-konjugierter Sekundar-Antikorper); 25D orange: PD-L1 (Klon: E1L3N (XP),
AlexaFluor® 555-konjugierter Sekundar-Antikorper); 25E rosa: CD45 (PerCP-konjugierter Primar-
Antikorper, Klon: HI30) (Leukozytenmarker); 25F rot: CD41 (APC-konjugierter Primar-Antikorper,
Klon: HIP8). Der Pfeil zeigt die isolierte Zelle 040. Zelle 040 ist eine Keratin-/TROP-2-und PD-L1-
negative Zelle. 25G: Plot des CNV-Profils entlang des gesamten Genoms der Zelle 040.

Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen in der Kopienanzahl der Chro-

mosomen oder Chromosomenbereiche.

Insgesamt spiegeln die dargestellten CNV-Profile eine starke Intra- und Inter-Pati-
ent:innen-Heterogenitat der genomischen Veranderungen beim UCB wider. In 4
bzw. 3 CTCs von verschiedenen Patient:innen fanden sich Zugewinne der Chromo-
somenbereiche 4q bzw. 13p/q und Verluste von Bereichen des Chromosoms 16
wurden in 3 CTCs detektiert.
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4.7 CTC-Detektion und klinische Bedeutung

4.7.1 CTC-Anreicherung mittels CellSearch®

Nach Blutentnahme in CellSave®-Rohrchen erfolgte innerhalb von 96 Stunden die
Verarbeitung der Blutproben mittels CellSearch®, wie im Punkt 3.2.4.3 beschrieben.
Anschliel3end erfolgte die semiautomatische Auswertung der Befunde, die von Frau
Prof. Dr. Sabine Riethdorf vorgenommen wurde. Tabelle 20 veranschaulicht die er-
mittelten Ergebnisse. In 31% (21 von 68) der Patient:innen konnten mit dieser Me-
thode CTCs im peripheren Blut detektiert werden. Die durchschnittliche Gesamtan-
zahl der CTCs betrug 4,95 (Wertebereich: 1-47; Median: 2).

Tabelle 20: CTC-Anreicherung durch CellSearch®

Patient:in CTC- Patient:in CTC- Patient:in CTC-

Anzahl Anzahl Anzahl

1 0 27 0 53 0

2 0 28 47 54 0

3* 29 0 55 0

4* 30 0 56 1

5 0 31 1 57 0

6** 1 32 0 58 0

7 0 33 0 59> 0

8 0 34 0 60 1

9** 4 35 4 61 0

10 0 36** 1 62** 2

11%** 2 37* 63** 3
12 0 38 0 64*

13 0 39 0 65 0

14 0 40** 2 66 0

15 0 41 0 67 0
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Patient:in CTC- Patient:in CTC- Patient:in CTC-
Anzahl Anzahl Anzahl
16* 42 0 68 0
17 0 43 1 69*
18 0 44 3 70 1
19* 45 0 71 1
20 1 46* 72 0
21 0 47 0 73 0
022 0 48 0 74 0
23 0 49 0 75 1
24 12 50 2 76 0
25 0 51 0
26 13 52 0

Bei den grau geférbten Zellen war eine Anreicherung nicht méglich.

* Eine Anreicherung mittels CellSearch® erfolgte bei den mit *-gekennzeichneten Patient:innen
nicht.

** Fragliche Morphologie.

*** Apoptotische Zelle.

**** In diesem Fall erfolgte die Anreicherung mittels CXC-Protokoll, das mit einer bis zu 20%-ig ge-
ringeren Detektierungsrate einhergeht.

4.7.2 CTC-Anreicherung mittels Parsortix®

Nach Blutentnahme in Transfix®-Roéhrchen erfolgte innerhalb von 72 Stunden die
Verarbeitung der Blutproben mittels Parsortix®, wie im Punkt 3.2.4.2 beschrieben.
AnschlielRend erfolgte eine IF-Farbung nach dem Protokoll 3.2.4.5; Tabelle 19 bei
den Proben UCB-031, -032 und -033 nach Protokoll 3.2.4.5; Tabelle 18 (ohne CD41
als negative Marker). Nachfolgend wurden die Zytospins unter dem Fluoreszenz-
Mikroskop ausgewertet. Die auffalligen (tumorverdachtigen) Zellen wurden lokali-
siert und gezahlt. Fir die Vergleichbarkeit der ermittelten CTC-verdachtigen Zellen
wurden die Proben UCB-031, -032 und -033 (IF-Farbung ohne CD41) nicht in den
Vergleich der Methoden einbezogen.
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In 16 von 56 (29%) der untersuchten Blutproben konnten CTC-verdachtige Zellen
mittels Parsortix® nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Gesamtanzahl der
CTCs betrug 4,25 (Wertebereich: 1-18; Median: 3).

Beim Vergleich der Parsortix®- und CellSearch®-Ergebnisse zeigten 54% (27 von
50) der Patient:innen weder mit Parsortix® noch mit CellSearch® CTCs und 14% (7
von 50) erwiesen sich mit beiden Verfahren als CTC-positiv. Des Weiteren waren 7
von 50 Patient:innen (14%) nur positiv nach Parsortix®- und 9 von 50 Patient:innen

(18%) nur positiv nach CellSearch®-Prozessierung.

4.7.3 CTC-Anreicherung mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Nach Blutentnahme in EDTA-R&hrchen erfolgte umgehend die Verarbeitung der
Blutproben mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation, wie im Punkt 3.2.4.1 be-
schrieben. AnschlieRend erfolgte eine IF-Farbung nach den Protokollen 3.2.4.5; Ta-
belle 19, und 3.2.4.5; Tabelle 16A (ohne PD-L1 als Positiv-Marker bzw. ohne CD41
als Negativ-Marker) und 3.2.4.5; Tabelle 17 und 18 (ohne CD41 als Negativ-Mar-
ker). Nachfolgend wurden die Zytospins mikroskopisch ausgewertet. Die auffalligen

(tumorverdachtigen) Zellen wurden lokalisiert und gezanhlt.

Mit der ersten angewendeten Farbung (Positiv-Marker: Keratine, TROP-2, Negativ-
Marker: CD45) konnten in den untersuchten 25 Patient:innen-Proben keine CTC-

verdachtigen Zellen festgestellt werden.

AnschlieRend erfolgte die Zugabe eines zusatzlichen Antikérpers (PD-L1) und
nachfolgend eines zusatzlichen Negativ-Markers (CD41). Bei vier Patient:innen
(009, 031, 032 und 033) erfolgte eine Immunfarbung ohne CD41 als negativer Mar-
ker. Von diesen vier Patientiinnen-Proben zeigte auch nur eine (009) CTC-
verdachtige Zellen. Fiur die bessere Vergleichbarkeit wurde Patient:in 009 nicht in
die Wertung einbezogen. 16% (8 von 50) der teilnehmenden Patient:innen wiesen
CTC-verdachtige Zellen nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation auf. Die durch-
schnittliche Gesamtzahl der CTCs betrug 1,63 (Wertebereich: 1-4; Median: 1).

Im Vergleich mit den zwei anderen angewendeten Methoden wurde durch die Ficoll-

Dichtegradientenzentrifugation die geringste CTC-Nachweisrate erzielt.

In 30 von 49 der Patient:innen (61%) wurden weder mit Ficoll-Dichtegradientenzent-
rifugation noch mit CellSearch® CTCs detektiert. Drei von 49 Patient:innen (6%) er-

wiesen sich mit beiden Verfahren als CTC-positiv. Mit CellSearch® waren 11 von 49
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Patient:innen (22%) positiv, wohingegen mit Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
lediglich 4 von 49 Patient:innen (8%) CTCs aufwiesen.

Zu erwahnen ist, dass 79% (11 von 14) der CellSearch®-positiven Patient:innen-
Proben nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation CTC-negativ waren und sich
63% (5 von 8) der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation-positiven Patient:innen bei

CellSearch® als CTC-negativ erwiesen.

Beim Vergleich der CTC-Detektionsraten nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifuga-
tion und nach Parsortix®-Anreicherung ergab sich, dass 30 der 47 Patient:innen
(64%) bei beiden Verfahren CTC-negativ und 3 von 47 (6%) bei beiden Verfahren
CTC-positiv waren. Ausschliel3lich nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation wa-
ren 5 Falle CTC-positiv (11%). Nur mit dem Parsortix® -System erwiesen sich 9
Patient:innen (19%) CTC-positiv. In 9 von 12 (75%) der Parsortix®-positiven Proben
konnten mit Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation keine CTCs nachgewiesen wer-
den, auf der anderen Seite blieben 5 von 8 (63%) der nach Ficoll-Dichtegradienten-
zentrifugation CTC-positiven Proben nach Parsortix®-Prozessierung CTC-negativ.

Tabelle 21 veranschaulicht die mit allen Untersuchungen ermittelten CTC-Zahlen,

die in Tabelle 22 zusammengefasst werden.

Tabelle 21: CTC-Anreicherung durch CellSearch®, Parsortix® und Ficoll-Dichtegradientenzentrifu-
gation — CTC-Anzahl

Patient:in CTC-Anzahl Patient:in CTC-Anzahl
CellSearch® | Parsortix® | Ficoll CellSearch® | Parsortix® Ficoll
1 0 0 0 39 0 1 4
2 0 0 1 40 2 0 0
3 0 41 0 0 0
4 2 42 0 18 0
5 0 4 1 43 1 0 1
6 1 0 1 44 3 5 0
7 0 0 0 45 0 0 0
8 0 0 0 46
9 4 0 21* 47 0 0 0
10 0 0 0 48 0 5 0
11 2 0 0 49 0 0 0
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Patient:in CTC-Anzahl Patient:in CTC-Anzahl

CellSearch® | Parsortix® | Ficoll CellSearch® | Parsortix® Ficoll
12 0 0 0 50 2
13 0 0 0 51 0 0 0
14 0 0 0 52 0 3 0
15 0 0 0 53 0
16 3% 0 54 0 0 0
17 0 0 0 55 0 2 0
18 0 56 1 0 0
19 0 57 0 0 0
20 1 0 0 58 0 0 0
21 0 0 0 59 0*** 0 0
22 0 0 1 60 1 2
23 0 0 0 61 0 0
24 12 2 0 62 2 9
25 0 0 0 63 3 5 0
26 13 0 0 64 2
27 0 1 0 65 0
28 47 3 0 66 0
29 0 0 0 67 0
30 0 0 0 68 0
31 1 17* 0* 69
32 0 17* 0* 70 1
33 0 27* 0* 71 1
34 0 0 0 72 0
35 4 0 0 73 0
36 1 4 3 74 0
37 75 1
38 0 0 1 76 0

Ficoll steht fiir Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation. Bei den grau geférbten Zellen war eine Anrei-
cherung nicht méglich.
* In diesen Féllen erfolgte die Farbung nach dem Protokoll 3.2.4.5; Tabelle 17 und 18 ohne CD41
als Ausschlussmarker. Patient:in 9 wurde aus der endgliltigen Auswertung herausgenommen. Von
den Parsortix-Proben wurden zusétzlich die Ergebnisse der Patient:innen 031, 032 und 033 aus
der endgliltigen Auswertung herausgenommen.
** Hier kann eine Kontamination durch eine im CellSearch®-Gerét vorangegangene Probe, die eine
hohe CTC-Anzahl aufwies, nicht ausgeschlossen werden.
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Tabelle 22: CTC-Anreicherung durch CellSearch®, Parsortix® und Ficoll-Dichtegradientenzentrifu-

gation - Statistische Daten

CellSearch® Parsortix® Ficoll
CTC-positive Patient:innen-Proben 31% 29% 16%
durchschnittliche Gesamtzahl der CTCs 4,95 4,25 1,63
Wertebereich der CTCs-Anzahl pro Probe | 1 bis 47 1 bis 18 1 bis 4
Median der CTCs 2 3 1

Ficoll steht fiir Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation.

Tabelle 16 veranschaulicht, dass durch CellSearch® und Parsortix® eine ahnliche
CTC-Detektionsrate (31% vs. 29%) sowie eine ahnliche durchschnittliche Gesamt-
anzahl der CTCs (4,95 vs. 4,25) erzielt werden kann. Jedoch lassen die hier darge-
stellten Ergebnisse auch die Schlussfolgerung zu, dass durch die beiden Verfahren
teilweise unterschiedliche CTC-Populationen angereichert werden. Des Weiteren
zeigt sich die CTC-Anreicherung mit Ficoll- Dichtegradientenzentrifugation den an-

deren beiden Verfahren unterlegen.

4.8 Prognostische Bedeutung

Leider liegen die Uberlebensdaten der Patient:innen nicht vollstandig vor, sodass
Uber den prognostischen Einfluss der CTC-Anzahl auf das Uberleben keine Aus-
sage getroffen werden kann. Die vorlaufige statistische Auswertung der Ergebnisse
zeigte keinen Zusammenhang zwischen dem CTC-Status und dem Tumor-, Lymph-

knoten- oder Fernmetastasen-Status (Daten nicht gezeigt).
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5 Diskussion

5.1 VISTA/VSIR-Expression in UCB-Zelllinien

Fir eine personalisierte zielgerichtete Immuntherapie des UCBs ist es wichtig, pra-
diktive und prognostisch relevante Biomarker zu identifizieren, um zukunftig effekti-

vere Therapie-Entscheidungen treffen zu kdnnen.

Die Anwendung der ICls revolutionierte die Behandlung der UCB und flhrte bei fort-
geschrittenen Stadien gegenuber Standardtherapien zu signifikant verbesserten An-
sprechraten. Jedoch gibt es weiterhin Optimierungspotential. Beispielweise kdnnen
wahrend laufender Therapien Resistenzen entstehen, sodass die durchschnittlichen
Ansprechraten unter 30% liegen kdnnen (Brahmer et al., 2010, Brahmer et al., 2012,
Callahan et al., 2014, Hodi et al., 2010, Postow et al., 2015a, Postow et al., 2015b,
Topalian et al., 2012, Xu et al., 2018). Des Weiteren fehlen verlassliche Biomarker,
die das Therapieansprechen vorhersagen konnen, sodass weiterhin an der Verbes-

serung der Diagnostik- und Therapie-Optionen gearbeitet werden muss.

Die Zystoskopie ist nach wie vor bei der Diagnostik des UCB der Goldstandard, je-
doch kann die Untersuchung 10% der papillaren Tumoren Ubersehen und hat eine
Sensitivitat von 85-90%. Da eine Zystoskopie mit Schmerzen verbunden sein kann
und kostenintensiv ist, wurde nach alternativen Diagnosemethoden gesucht. Eine
andere erganzende Option ist die Urinzytologie. Ihr Vorteil ist die einfache Handha-
bung, jedoch ist die Urinzytologie eher fur hochgradige Erkrankungen geeignet. Sie
ist durch ihre geringe Sensitivitat bei der Erkennung niedrig-gradiger Tumoren sowie
ihre unterschiedliche Interpretation unter verschiedenen Untersuchern einge-
schrankt. Dartber hinaus kann die Aussagekraft durch Harnwegsinfektionen, Steine
oder vorherige intravesikale Therapien beeintrachtigt sein. Die Limitationen der
Zystoskopie und der Urinzytologie verdeutlichen daher den Bedarf an weiteren Di-
agnosetests und haben zur Entwicklung von Urin- und Blut-basierten Biomarkern
beigetragen. Diese Tests besitzen teilweise bereits eine FDA-Zulassung. Die Unter-
suchungen umfassen z. B. die Messung I6slicher Proteine im Urin, wie das Blasen-
tumor-assoziierte Antigen (BTA) oder das Nuclear matrix protein 22 (NMP22), oder
die Messung von Chromosomenanomalien durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(UroVysion). Des Weiteren wurde Uber genomische Biomarker, wie z. B. FGFR3,
TPS5 und Ras, und epigenetische Biomarker berichtet. Diese Untersuchungen kon-

nen jedoch durch andere urologische Erkrankungen wie Harnwegsinfektionen,
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Steine, eine gutartige Prostatavergréfderung und einen Dauerkatheter stark beein-
trachtigt werden. Trotz der aktuellen Verfugbarkeit von Tests sind diese durch hohe
Kosten und das Fehlen einer genau definierten Bedeutung im Verlauf der Diagnose-
stellung und des Behandlungszeitplans in ihrer diagnostischen Wertigkeit einge-
schrankt. Des Weiteren werden bei einem erheblichen Anteil der UCB-Patient:innen
Urinbiomarker nicht erkannt; bei anderen Patient:innen kdnnen sie falsch-positive
Ergebnisse liefern. Bei Tumoren im niedrigen Stadium ist die Genauigkeit gering.
Aus den genannten Grunden gibt es bisher keinen allgemein anerkannten Test, des-
sen Anwendung bereits in die Leitlinien zur Diagnostik und Behandlung von UCB-
Patient:innen eingegangen ist. Dagegen gewinnen Tests zur Detektion von Multi-
Target-Biomarkern (mit besserer diagnostischer Leistung) zunehmend an Bedeu-
tung (Batista et al., 2020, Chou et al., 2015, Faiena et al., 2019, Leitlinienprogramm
Onkologie, 2025, Maas et al., 2023, Ng et al., 2021, Tan et al., 2018).

Neben Untersuchungen von Urinproben und von Tumorgeweben gelangen Liquid
Biopsy-Analysen aus Blutproben zum Nachweis und zur Charakterisierung von
CTCs und zirkulierenden Nukleinsduren mehr und mehr in den Mittelpunkt des In-
teresses (Alkassis et al., 2021, Alva et al., 2015, Crupi et al., 2024, Liu et al., 2020).
Zahlreiche Analysen zum UCB zeigen prognostische Aussagekraft von CTCs
(Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al., 2014, Rink et al., 2011, Rink et al., 2012b,
Soave et al., 2017).

CTCs sind maligne Tumorzellen verschiedener Tumorentitaten, die im peripheren
Blut zirkulieren und wahrscheinlich dafur verantwortlich sind, dass Metastasen ge-
bildet werden konnen (Allard et al., 2004, Pantel and Speicher, 2016). Des Weiteren
konnten CTCs genetische und phanotypische Informationen von verschiedenen
Metastasen liefern. CTCs kénnen im peripheren Blut von Krebspatient:innen nach-
gewiesen werden und bieten dadurch eine einfache und weniger invasive Mdglich-
keit, wertwolle Informationen zur Genetik und Biologie der individuellen Krebser-

krankung zu bekommen.

Daruber hinaus kdnnen CTCs auch phanotypisch charakterisiert werden, um wert-
volle Hinweise auf therapeutisch interessante Zielproteine zu bekommen. Hier kann
beispielweise HER2 beim Mammakarzinom erwahnt werden, das Angriffspunkt fir
verschiedene zielgerichtete Therapie sein kann (Leitlinienprogramm Onkologie,

2021, Maximiano et al., 2016). Des Weiteren sind bereits Methoden zur
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Charakterisierung von UCB-CTCs im Hinblick auf die Detektion therapeutisch rele-
vanter Zielmolekule etabliert worden, etwa zur Expression des epidermalen Wachs-
tumsfaktorrezeptors HER2 (Nanou et al., 2020, Niu et al., 2024, Rink et al., 2012b).

Des Weiteren sucht man intensiv nach Biomarkern, die bei der Vorhersage einer
Therapieantwort auf ICIs helfen. So gibt es bereits eine Reihe von Arbeiten zum
Nachweis von PD-L1 auf CTCs, bisher vorrangig beim Lungenkarzinom
(Acheampong et al.,, 2022, Janning et al., 2019), aber auch beim UCB
(Anantharaman et al., 2016, Bergmann et al., 2020, Jin et al., 2023, Morelli et al.,
2021).

Zunehmend wird auch verstarkt Augenmerk auf andere, bisher weniger erforschte
ICPs, wie z. B. VISTA gerichtet.

Zunachst wurde ein Set von UCB-Zelllinien auf Protein- und RNA-Ebene auf
VISTA/VSIR-Expression untersucht.

VISTA wird in signifikanter Menge in verschiedenen UCB-Zelllinien, die in unter-
schiedliche Gruppen eingeteilt werden kdnnen, gebildet. Sowohl epitheliale (5637,
647V, HT1376, RT4) als auch mesenchymale (T24, TCC-SUP, UMUC-3) sowie ba-
sale (5637, 647V, HT1376) und luminale (RT4) Zelllinien weisen eine VISTA-
Expression auf. Zusammenfassend konnte keine Assoziation der VISTA-
Proteinmenge mit dem Subtyp der Zelllinien gezeigt werden, wie es z. B. fur PD-L1
(nur basale Zelllinien) oder EpCAM (nur epitheliale Zelllinien) (Gires et al., 2020)
der Fall ist. Auffallig ist jedoch, dass die VISTA-Expression in verschiedenen Zellli-
nien deutlich unterschiedlich ausgepragt ist. Diese Unterschiede in der VISTA-
Expression konnten gegebenenfalls durch bis jetzt unbekannte Zelllinien-Eigen-
schaften erklart werden, sodass weitere Zelllinien-Untersuchungen zur Aufklarung

der Ursachen durchgeflhrt werden mussten.

Im Gegensatz zu den friher berichteten negativen Ergebnissen der VISTA-
Expression in einer UCB-Zelllinie (LeMercier et al., 2014) wurde in dieser Arbeit
VISTA/VSIR auf Protein- und mRNA-Ebene in verschiedenen UCB-Zelllinien nach-
gewiesen. LeMercier und Mitarbeiter untersuchten lediglich eine UCB-Maus-
Zelllinie (MB49) im Mausmodell, wohingegen in der vorliegenden Arbeit 7 verschie-
dene UCB-Zelllinien analysiert wurden.

Won |k Seo und Mitarbeiter haben in 31% der Gewebeproben von 159 UCB-

Patient:innen VISTA-Expression auf den Tumorzellen nachgewiesen. Des Weiteren
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haben sie bei ca. 68% der Gewebeproben VISTA auf den Tumor-infiltrierenden Im-
munzellen detektiert. Interessant ist zu erwahnen, dass mehr Patient:innen-Proben
auf Tumor- und Tumor-infiltrierende Immunzellen VISTA- als PD-L1-Positivitat auf-
wiesen (31% vs. 8% und 68% vs. 42%). Zu erwahnen ist weiterhin, dass wahrend
die VISTA-Expression auf Tumor-infiltrierenden Immunzellen eine Assoziation mit
verschiedenen klinisch-pathologische Merkmalen, wie z. B. hohes Tumorstadium
und TumorgrdoRe >3cm, zeigte es keine Abhangigkeit der VISTA-Expression auf Tu-
morzellen von diesen Parametern gab (Seo et al., 2021). Die VISTA-Expression auf
UCB-Tumor- und Tumor-infiltrierenden Immunzellen sowie die prognostische Be-
deutung der VISTA-Expression auf Tumor-infiltrierenden Immunzellen wurden auch
in anderen Arbeiten bestatigt (Li et al., 2023b, Shojo et al., 2024, Wang et al., 2023).
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass VISTA-positive Tumor-infiltrierende Im-
munzellen eine unabhangige prognostische Bedeutung haben und somit als Bio-

marker verwendet werden kdonnten.

5.2 Regulation der Expression von VISTA/VSIR in UCB-Zelllinien

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die VISTA/VSIR-Expression durch Be-

handlung mit Zytokinen beeinflusst werden kann.

Bisher gibt es nur wenige Arbeiten zur Wirkung von IFN-y auf die Expression von
VSITA/VSIR. So wurde in Ovarial- und Endometriumkarzinomen (Mulati et al., 2019)
sowie beim Melanom (Rosenbaum et al., 2020) kein Einfluss von IFN-y auf die
VISTA/VSIR -Expression nachgewiesen. Fur das UCB gibt es noch keine Angaben,
jedoch wurde kirzlich berichtet, dass die VISTA/VSIR-Expression in normalen
(nicht malignen) Urothel-Zellen durch IFN-y heraufreguliert werden kann (Baker et
al., 2022).

Allgemein anerkannt ist dagegen, dass die Expression von PD-L1 in TME durch
entzundliche Zytokine induziert werden kann, von denen INF-y die starkste Wirkung
ausubt (Boussiotis, 2016). In zahlreichen Tumorentitaten wurde eine Heraufregula-
tion der PD-L1 Expression durch INF-y nachgewiesen, wie z. B. beim Ovarialkarzi-
nom (Abiko et al., 2015, Mandai et al., 2016, Reddy et al., 2024), Magenkarzinom
(Imai et al., 2020, Mimura et al., 2018), Gliom (Qian et al., 2018), Nasopharynxkar-
zinom (Fang et al., 2014), hepatozellularen Karzinom (Li et al., 2018), NSCLC
(Hirayama et al., 2023) und Melanom (Garcia-Diaz et al., 2017, Taube et al., 2012).

PD-L1 ist in normalen (nicht malignen) Urothel-Zellen nur geringflgig exprimiert,
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seine Expression kann jedoch durch IFN-y stark induziert werden (Baker et al.,
2022). In zwei UCB-Zelllinien (5637 und T24) wurden sowohl die mRNA als auch
die Proteinspiegel von PD-L1 durch IFN-y induziert (Wang et al., 2018b). Uber &hn-
liche Ergebnisse berichten auch andere Autoren. Zhang und Mitarbeiter haben bei-
spielweise in mehreren humanen und murinen UCB-Zelllinien gezeigt, dass die PD-
L1-Expression durch IFN-y heraufreguliert wird. Des Weiteren fanden sie heraus,
dass in diesem Prozess FOXP3 (Forkhead-Box-Protein P3) eine wichtige Rolle
spielt. (Zhang et al., 2024)

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bestatigen den positiven Einfluss von IFN-
y auf die Expression von PD-L1 bei den Zelllinien 5637, HT1376 und T24. Bei der
Zelllinie RT4 handelt es sich um eine luminale UCB-Zelllinie, in der sich erwartungs-
gemal keine PD-L1-Expression nachweisen lie. Diese Ergebnisse entsprechen
den Literatur-Daten (Bergmann, 2019, Goutas et al., 2022, Kim et al., 2020, Wang
et al., 2018b, Zhang et al., 2024).

In den Zelllinien HT1376, RT4 und T24 zeigte sich keine signifikante Veranderung
der VISTA-Protein-Expression zwischen den unbehandelten Kontrollen und den
IFN-y behandelten Zellen. Hingegen waren die Ergebnisse flur die Zelllinie 5637 we-
niger klar. Wiederholte Experimente ergaben lediglich eine leichte Erhéhung der
VISTA-Protein-Expression nach IFN-y-Stimulation. Fur diese Beobachtung gibt es
bisher keine Erklarung, sodass dieser Effekt in weiteren Experimenten untersucht

werden sollte.

Die Transkript-Untersuchungen lieferten ahnliche Ergebnisse. In den Zelllinien RT4
und T24 zeigte sich kein signifikanter Effekt auf VSIR durch INF-y. Auch in den
Zelllinien 5637 und HT1376 konnte kein reproduzierbarer Einfluss von IFN-y auf die
VSIR-mRNA-Expression gezeigt werden. Somit lasst sich zusammenfassend fest-
stellen, dass die VISTA/VSIR-Expression in den hier untersuchten UCB-Zelllinien
durch INF-y nicht oder nur unwesentlich reguliert wird. Dabei muss auch erwahnt
werden, dass in diesen Zelllinienexperimenten die normalweise vorliegende Mikro-

umgebung der Tumorzellen, z. B. im Blut, nicht modelliert und einbezogen wurde.

Wie in der Einleitung beschrieben wurde, ist die Regulation der VISTA/VSIR-
Expression durch TGFR bisher nicht eindeutig belegt. Wahrend einige Autoren bei
anderen Tumorentitaten einen signifikanten Einfluss von TGFR auf die VISTA/VSIR

-Expression zeigten (Oliveira et al., 2016, Schlichtner et al., 2022), konnte in
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anderen Arbeiten kein Effekt nachgewiesen werden (Mulati et al., 2019, Rosenbaum
et al., 2020). Jedoch wurde Uber die Regulation der VISTA/VSIR-Expression durch
TGF in UCB-Zelllinien bisher noch nicht berichtet.

In dieser Arbeit konnte in den untersuchten UCB-Zelllinien kein eindeutiger Effekt
von TGFR auf die VISTA/VSIR-Expression nachgewiesen werden. Es ist weder auf
Protein noch auf mRNA-Niveau ein signifikanter Unterschied in der VISTA/VSIR-
und PD-L1-Expression zwischen den mit TGF[3-inkubierten und den unbehandelten
Kontrollen (Zelllinien HT1376 und RT4) erkennbar. In der Arbeit von Bergmann
wurde ebenfalls kein Einfluss auf die PD-L1-Expression durch TGFR in den Zellli-
nien HT1376 und RT4 nachgewiesen (Bergmann, 2019).

Jedoch wurde der friher beschriebene heraufregulierende Effekt von TGF[} auf PD-
L1-Expression in der Zelllinie 5637 (Bergmann, 2019) in dieser Arbeit erneut besta-

tigt.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass TGF[ nicht zur Induktion der
VISTA/VSIR-Expression in der Zelllinie 5637 fuhrt. Jedoch zeigt TGFR in der Zellli-
nie 5637 im Gegensatz zu RT4 und HT1376 einen starken Effekt auf die PD-L1-
Expression. Auch in Melanomen (Rosenbaum et al., 2020) und in Ovarial- und En-
dometriumkarzinomen (Mulati et al., 2019) wurde kein signifikanter Effekt von IFN-

y auf die VISTA/VSIR-Expression nachgewiesen.

Die Regulation der VISTA-Expression bleibt somit in UCB-Zelllinien weiterhin unge-
klart. Zahlreiche verschiedene Mechanismen im Zusammenhang mit malignen Tu-
morerkrankungen oder Tumorzelllinienmodellen werden jedoch flir die Expressions-

regulation von VISTA diskutiert.

In einem EMT-Modell nach TGFR-Behandlung wurde uber eine VISTA/VSIR-
Herabregulation berichtet (Oliveira et al., 2016). Ahnliche Ergebnisse wurden in ei-
ner kirzlich erschienenen Studie berichtet (Schlichtner et al., 2022). In dieser Arbeit
zeigte sich in Abhangigkeit von der zytotoxischen Aktivitat der untersuchten Zellen
ein herauf- oder herabregulierender Effekt auf die VISTA/VSIR-Expression in den
T-Zellen. Des Weiteren wurde Uber eine Expressionskontrolle durch TGFR in einer
humanen Wilms-Tumorzelllinie und in benignen, schnell-proliferierenden menschli-
chen Keratinozyten berichtet. Dagegen wurde in einer VISTA-negativen humanen
Brusttumorzelllinie kein Effekt durch TGF[ auf die VISTA/VSIR-Expression erzielt
(Schlichtner et al., 2022).
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Auch Uber andere mdgliche Regulationsmechanismen wurde berichtet. Zum Bei-
spiel scheint das Tumorsuppressorprotein TP53 die Regulation der Expression von
VSIR auf Transkriptionsebene zu beeinflussen (Yoon et al., 2015, Oliveira et al.,
2016, Xu et al., 2018).

In mehreren Karzinomzelllinien und in einem in vitro-EMT-Model einer immortalisier-
ten Mammaepithelzelllinie wurde die Promotormethylierung als ein moglicher Regu-
lationsmechanismus beschrieben. So wurde z. B. beim Magenkarzinom gezeigt,
dass die Herabregulation der VSIR-Expression haufig durch Promotormethylierung
und/oder durch Uberexpression einer Mikro-RNA (miRNA-125a-5p) ausgeldst wer-
den kann (Oliveira et al., 2016). Im Einklang mit diesem Ergebnis bestatigen Resul-
tate anderer Studien, dass die Uberexpression von Mikro-RNAs (z. B. miRNA125a
und miRNA125b), die die VISTA-Proteinexpression im Zusammenhang mit der Zell-
differenzierung supprimieren konnen (Battista et al., 2013, Parisi et al., 2012), eben-
falls eine Rolle spielt. Jedoch hatten die Mikro-RNAs miRNA-125a und miRNA-506
keinen Einfluss auf die VSIR-Expression in Ovarial- und Endometriumkarzinomen.
Die Methylierung des VSIR-Promotors hingegen ist beim Endometriumkarzinom als
moglicher Mechanismus der Regulation des VSIR-Gens identifiziert worden (Mulati
et al., 2019).

In Melanomen scheint die VSIR-Transkription durch den Uber BRAF regulierten
Stammzellfaktor FOXD3 supprimiert zu werden. Diese Wirkung kann durch BRAF-
Inhibition noch verstarkt werden (Rosenbaum et al. 2020). AuRerdem korrelierte die
VISTA/VSIR -Expression in einer grof3en Kohorte von Kolonkarzinom-Patient:innen
mit der Expression und Aktivitat von HIF1-a (Hypoxia-induced factor - Hypoxie in-
duzierter Faktor 1 Untereinheit alpha). In vitro- und in vivo- Versuche zeigen, dass
HIF-1a in einer hypoxischen Tumormikroumgebung die Expression von
VISTA/VSIR auf den myeloiden Suppressorzellen heraufregulieren kann (Deng
et al., 2019). Li und Mitarbeiter fanden heraus, dass verschiedene Chemotherapien
die Expression von VISTA/VSIR in Melanomzellen tUber HIF2-a (Hypoxia-induced
factor - Hypoxie induzierter Faktor 2 Untereinheit alpha) induzieren konnen (Li et
al., 2023a). In einer Arbeit zur AML wurde berichtet, dass STAT3 die Transkription
von VSIR durch direkte Bindung an den Promotor und die Intron-Region von VSIR
reguliert (Mo et al., 2023).

105



Zusammenfassend scheint die Expression von VISTA/VSIR in unterschiedlichen
Tumorentitaten durch verschiedene Mechanismen reguliert zu werden. Es sind wei-
tere Untersuchungen erforderlich, um diese Mechanismen beim UCB zu verstehen.
Zum Beispiel kdonnte in weiterfuhrenden Untersuchungen der Effekt von Hypoxie,
miRNAs und TP53 auf die VISTA/VSIR-Expression im UCB untersucht werden.

5.3 Optimierung der Detektion und Charakterisierung von CTCs

Ein Ziel der vorliegenden Doktorarbeit bestand in der Charakterisierung der VISTA-
Expression von CTCs. Um dieses Ziel zu erreichen, sollte zunachst eine fur UCB
optimierte CTC-Anreicherungsmethode etabliert werden, die eine weitere phanoty-

pische und genetische Analyse der CTCs erlaubt.

HierfUr wurden die Ergebnisse zur CTC-Detektion Uber das markerabhangige Ver-
fahren CellSearch® mit Ergebnissen, die mit zwei unterschiedlichen markerunab-
hangigen Verfahren in Blutproben von UCB-Patient:innen vor radikaler Zystektomie

erhalten wurden, verglichen.

Die prognostische Bedeutung von CTCs wurde in verschiedenen Studien fur UCBs
gezeigt (Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al., 2014, Rink et al., 2012b, Rink et
al., 2011, Soave et al., 2017). CTCs kdnnten ein zuklnftiges, diagnostisches Tool
bilden, um zielgerichtete Therapieentscheidungen treffen zu kénnen. Aufgrund der
geringen Anzahl der CTCs (1 von 1088 hamatologischen Zellen) (Agashe and
Kurzrock, 2020, Alix-Panabieres and Pantel, 2013, Ferreira et al., 2016, Koch et al.,
2020, Nagrath et al., 2007, Rushton et al., 2021, Yap et al., 2019) stellt deren De-
tektion eine Herausforderung dar. Aus diesem Grund wird eine auf3erordentlich sen-

sitive und spezifische CTC-Anreicherungsmethode bendtigt.

Die heutzutage verwendeten CTC-Anreicherungsmethoden kdnnen in zwei grof3e
Gruppen eingeteilt werden: die markerabhangigen und die markerunabhangigen
Verfahren. Markerabhangige Methoden basieren auf der Anreicherung Uber Ober-
flachenproteine (wie z. B. EpCAM) (Ferreira et al., 2016, Habli et al., 2020, Pantel
and Alix-Panabieres, 2019, Yap et al., 2019). Hier ist das bekannteste Verfahren
die durch die FDA =zugelassene markerabhangige CellSearch®-Methode
(Cristofanilli et al., 2004, FDA, 2004). Der Vorteil dieser Methode ist die Standardi-
sierung und gute Reproduzierbarkeit. Der gréflite Nachteil liegt jedoch in der

Markerabhangigkeit. Tumorzellen, die einer vollstandigen EMT unterliegen, und
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dadurch ihren epithelialen Charakter inklusive der EpCAM-Expression verloren ha-

ben, werden mit diesem Verfahren nicht angereichert.

Markerunabhangige Methoden basieren beispielweise auf physikalischen Eigen-
schaften (Ferreira et al., 2016, Pantel and Alix-Panabieres, 2019) und sind dadurch
in der Lage, auch mesenchymale, EpCAM- und/oder Keratin-negative CTCs zu de-
tektieren. Ein markerunabhangiges Verfahren stellt das auf Mikrofluidik-Technolo-
gie-basierte Parsortix®-System dar. Es ist eine patentierte Methode mit limitierter
FDA-Zulassung (FDA, 2022), bei der die Selektion abhangig von der Zellgré3e und
von der Verformbarkeit der Zellen ist und somit auch die Anreicherung von mesen-
chymalen CTCs (Ferreira et al., 2016, Hvichia et al., 2016, Miller et al., 2018, Xu et
al., 2015b) erfolgen kann. Jedoch bendtigt es erganzende, manuell durchzufih-
rende nachgeschaltete Methoden, wie z. B. IF-Farbung oder mRNA-Analysen oder
FISH. Diese manuelle Probenauswertung ist zeitaufwandig und schrankt die Ver-
gleichbarkeit zwischen verschiedenen Laborstandorten und klinischen Zentren ein
(Koch et al., 2020). Des Weiteren konnen durch die Verarbeitung der Proben (wie
z. B. Zytospin-Herstellung oder Waschvorgange bei IF-Farbung) CTCs verloren ge-
hen (Cohen et al., 2022, Hvichia et al., 2016, Xu et al., 2015b).

Eine anderes markerunabhangiges physikalisches Verfahren ist die Ficoll-Dichte-
gradientenzentrifugation, die eine Anreicherung basierend auf der Sedimentations-
geschwindigkeit erzielt. Vorteilhaft sind die einfache Anwendbarkeit und die gerin-
gen Kosten. Die Nachteile dhneln denen des Parsortix®-Systems: Zellverlust und
Notwendigkeit von nachgeschalteten Methoden fir die Auswertung (Habli et al.,
2020, Obermayr et al., 2018).

Far eine effektive CTC-Detektion bedarf es einer weiteren Optimierung des Detek-
tionsverfahren. Deshalb sollten im zweiten Teil der Arbeit als Grundlage fur die wei-
tere Optimierung der Detektion und Charakterisierung von CTCs Ergebnisse der
CTC-Detektion aus Blutproben von UCB-Patient:innen vor radikaler Zystektomie mit
dem Parsortix®- System sowie aus der Ficoll-basierten Dichtegradientenzentrifuga-
tion mit CTC-Ergebnissen des CellSearch®-Systems verglichen werden. Darliber
hinaus sollte eine IF-Farbung der CTCs etabliert werden, mit deren Hilfe auch Ke-
ratin-negative CTCs gefunden werden sowie die Expression von Immuncheckpoint-

Molekulen auf den CTCs bestimmt werden kann.
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Hierzu wurde im ersten Schritt eine IF-Farbung mit einem VISTA-Antikorper etab-
liert. Jedoch musste aufgrund des zu starken Hintergrundes auf die Anwendung der
VISTA-IF-Farbung fur die Charakterisierung der CTCs verzichtet werden. Der starke
Hintergrund erklart sich durch die Expressionsmuster des Proteins, da VISTA von
den meisten myeloischen und lymphatischen Zellen/Geweben exprimiert wird
(Bharaj et al., 2014, Flies et al., 2011, Lines et al., 2014a, Lines et al., 2014b, Wang
et al., 2011, Xu et al., 2018) und dadurch auch uber CD45/CD41-Negativitat keine
eindeutige Zuordnung der VISTA-Positivitat zu den CTCs mdglich war.

Es wurden weitere IF-Protokolle zur Charakterisierung verschiedener Proteine
(CD44, TROP-2, PD-L1) etabliert. Die Farbung von TROP-2 erwies sich fur die Cha-
rakterisierung als sehr gut geeignet. Die Positiv-Kontrollen waren stark positiv, und

es zeigte sich nur ein vernachlassigbarer Hintergrund.

Aufgrund der aktuellen therapeutischen Bedeutung von TROP-2 wurde dieses An-
tigen in die CTC-Charakterisierung einbezogen. TROP-2 wird in meisten UCBs (au-
Rer im endokrinen Subtyp) stark exprimiert (Avellini et al., 2017, Bahlinger et al.,
2024, Chou et al., 2022, Ghali et al., 2023, Stepan et al., 2011). Des Weiteren zeigte
TROP-2 nach der BCG-Therapie eine erhéhte Expression im Vergleich zum Aus-
gangswert (Choi et al., 2022). Das Sacituzumab govitecan (SG) ist ein Antikorper-
Wirkstoff-Konjugat (Antibody-drug conjugates - ADC), das SN-38, einen Topoiso-
merase-Inhibitor, an Tumorzellen abgibt, die TROP-2 exprimieren (Goldenberg et
al., 2015, Goldenberg and Sharkey, 2019, Syed, 2020). Das SG wurde von der FDA
2021 fur die Behandlung von lokal fortgeschrittenen und metastasierten UBC, die
zuvor mit einer platinbasierten Chemotherapie und Checkpoint-Inhibitoren behan-
delt wurden, zugelassen (FDA, 2021). Die Zulassung erfolgte auf Basis der
TROPHY-U-01 (NCT03547973) Studie, die in der Kohorte 1 eine Gesamtansprech-
rate von 27% zeigte und in der Kohorte 2 (Cisplatin-ungeeignete Patient:innen) auch
eine relativ hohe objektive Ansprechrate mit raschem Ansprechen vorwies
(Bednova and Leyton, 2020, Petrylak et al., 2024, Tagawa et al., 2021). Des Weite-
ren zeigten SG und Pembrolizumab gemeinsam (TROPHY-U-01 Kohorte 3) eine
hohe Ansprechrate (34%) bei Patient:innen mit metastasierten UBC, die nach einer
platinbasierten Chemotherapie Tumorprogress aufwiesen (Grivas et al., 2024). Je-
doch fuhrte in einer Phase-IlI-Studie, die zur Bestatigung der Wirksamkeit durchge-
fuhrt wurde, die SG-Monotherapie nach platinbasierter Chemotherapie und Anti-

PD-(L)1-Therapie nicht zu einer statistisch signifikanten Verbesserung des
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Uberlebens im Vergleich zur Standardchemotherapie (Powles et al., 2025), sodass
die Zulassung von SG im Jahr 2024 zurtickgezogen wurde (FDA, 2021). Trotz des
Fehlens eines signifikanten Uberlebensvorteils wurde mit SG eine hdhere Gesamt-
ansprechrate als mit Chemotherapie beobachtet, und die Ansprechraten von SG
stimmten mit friheren Ergebnissen aus der Phase-lI-Studie TROPHY-U-01 Uberein,
was bestatigt, dass SG bei UCB wirksam ist (Powles et al., 2025). Eine Phase-I-
Studie mit der Kombination von SG und dem gegen NECTIN4 gerichteten ADC En-
fortumab Vedotin zeigte eine vielversprechende Wirkung bei metastasierten UCB-
Patient:innen mit hohen Ansprechraten (NCT04724018) (McGregor et al., 2024).

Weitere Kombinationstherapien werden aktuell geprift.

TROP-2 weist im UCB ahnliche Expressionsmuster wie EpCAM auf. Jedoch konnte
in einer vorangegangenen Arbeit gezeigt werden, dass TROP-2 zusatzlich in zwei

EpCAM-negativen UCB-Zelllinien nachgewiesen werden kann (Bergmann, 2019).

Das IF-Protokoll mit TROP-2 und Keratinen als positive Marker wurde bei jeweils
drei Zytospins (Anreicherung durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation) von je-
weils 24 verschiedenen UCB-Patient:innen angewendet. Jedoch konnte mit dieser

Farbung keine CTC-verdachtige Zelle gefunden werden.

Um die Detektionswahrscheinlichkeit zu erhdhen, wurde ein zusatzlicher Marker
(PD-L1) angewendet. Es existierte in der Arbeitsgruppe bereits eine etablierte Im-
munfarbung fur PD-L1 auf CTCs. Diese zeigte eine ahnlich starke Positivitat fur die

Positivkontrollen wie das Protokoll mit TROP-2 bei vernachlassigbarem Hintergrund.

PD-L1 wird von vielen UCBs exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle in der
Therapie von UCB. Nach der Etablierung der IF-Farbung fur PD-L1, TROP-2 und
pan-Keratin als positive Marker wurde dieses neue Protokoll erneut an Zytospins
(Anreicherung durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation) von 2 Patient:innen an-

gewendet.

Es zeigten sich mehrere verdachtige Zellen, die negativ fir CD45 waren und keine
bis geringe oder moderate Positivitat fur pan-Keratin, TROP-2 und PD-L1 aufwie-
sen. Jedoch traten bei den untersuchten 2 Patient:innen diese morphologisch stark
ahnlichen (groRe Zellen mit grollem teilweise segmentiertem/unregelmafig ge-
formtem Zellkern) CD45-negativen Zellen in einer unerwartet hohen Anzahl auf.
Daher wurde vermutet, dass es sich bei diesen Zellen um CD45-negative Blutzellen

und aufgrund der Zellmorphologie u. a. auch um Megakaryozyten handeln kdnnte.
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Um diese These zu prufen, wurde zusatzlich zur bereits beschriebenen Farbung
ein CD41-Antikorper als negativer Marker hinzugefiugt. Damit konnten diese mor-
phologisch ahnlichen groRen CD45-negativen Zellen als CD41-positive Zellen
identifiziert werden, und das Protokoll wurde um die Zugabe des anti-CD41-

Antikorpers erweitert.

Bisher gibt es keine Studien zum Thema CD41-positive Zellen und UCB oder CD41-
positive Zellen und Parsortix®-System. In einer aktuellen Studie wurden ebenfalls
Megakaryozyten im Blut vom metastasierten Brustkrebspatient:innen mittels Par-
sortix®-System detektiert. Grasic Kuhar und Mitarbeiter werteten CD61-positive und
CD68-, sowie Keratin-negative Zellen mit typischer Morphologie als Megakaryozy-
ten. Des Weiteren wurde erwahnt, dass zur ldentifizierung der Megakaryozyten
auch CD41-Antikorper angewendet werden konnten. Jedoch zeigte der CD61-
Antikdrper eine starkere Positivitat, sodass sich in dieser Studie flir diesen Antikor-
per entschieden wurde. Interessanterweise wurde das Vorhandensein von Megaka-
ryozyten mit einer Gruppe von Patient:innen in Verbindung gebracht, die sich durch
eine hohe Anzahl von CTCs (=5), das Vorhandensein von CTC-Clustern und ein
stark immuninflammatorisches Blutmilieu auszeichnete. Grasic Kuhar und Mitarbei-
ter begrindeten die Anreicherung von Megakaryozyten mit der Charakteristik der
Anreicherung durch das Parsortix®-System. Dank der Mikrofluid-Filter kdnnen mit
dieser Methode nicht nur einzelne CTCs erfasst werden, sondern auch Cluster und
andere groRRere Zellen, wie z. B. Megakaryozyten. Das Vorhandensein von Meg-
akaryozyten im peripheren Blut ist bemerkenswert, denn normalerweise befinden

sich diese Zellen lediglich im Knochenmark (Grasic Kuhar et al., 2023).

In einer anderen Studie zum Brustkrebs und der Parsortix®-Detektion wurde auch
vermutet, dass es bei den angereicherten nicht-typischen zirkulierenden Zellen

(nicht CTCs) um Megakaryozyten handeln kénnte (Ciccioli et al., 2024).

Diese Arbeit lieferte die ersten Hinweise dafiir, dass mit Parsortix®-System auch bei
UCB-Patient:innen Megakaryozyten angereichert werden konnten. Um die Bedeu-
tung der mit Hilfe von Parsortix® angereicherte Megakaryozyten bei UCB-
Patient:innen und deren prognostische Bedeutung zu bestimmen, sind jedoch wei-
tere Untersuchungen erforderlich.
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5.4 Vergleich der verschiedenen CTC-Detektionsverfahren

Nach der Etablierung des endgultigen IF-Protokolls, konnten die von Patient:.innen
gewonnenen Proben analysiert werden. Es wurden 76 UCB-Patient:innen, bei de-
nen eine radikale Zystektomie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durch-

gefuhrt wurde, in diese Arbeit eingeschlossen.

Beim CellSearch® konnten in 31% (21 von 68) der Patient:innen CTCs im periphe-
ren Blut detektiert werden. Die durchschnittiche Gesamtanzahl der CTCs betrug
4,95 (Wertebereich: 1-47; Median: 2). Rink und Mitarbeiter wiesen auch in 30% der
nicht metastasierten UCB-Patient:innen CTCs im Blut nach (Rink et al., 2011). Inte-
ressenterweise zeigen andere Publikationen eine geringere CTC-Detektion von 18-
23% (Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al., 2014, Rink et al., 2012b, Soave et
al., 2015). Zwei dieser erwahnten Studien untersuchten nicht-muskelinvasive UCBs
(Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al., 2014), die die geringere CTC-
Detektionsrate erklaren kdnnten, jedoch wurden in einer weiteren Veroéffentlichung
Patient:innen vor einer radikalen Zystektomie (Rink et al., 2012b) analysiert, sodass
sich die Diskrepanz nicht alleinig durch die verschiedenen Tumorstadien begrinden
l&sst. In einer kirzlich publizierten Studie Uber in vivo-CTC-Detektion wurde sogar
von einer CTC-Nachweisrate von 62% der teilnehmenden Patient:innen in einer ge-
mischten Kohorte von nicht-muskelinvasiven und muskelinvasiven UCBs berichtet.
Die Autoren werteten eine Probe nur bei einem Nachweis >2 CTCs/Patient:in als
CTC-positiv, sodass sich nach dieser Auswertung auch nur eine Detektionsrate von
23% ergab. Die positive Rate betrug bei muskelinvasiven UCBs jedoch 36%, wo-
hingegen die Positivrate bei nicht-muskelinvasiven UCB nur bei 9% lag (Jin et al.,
2023). Anhand der Ergebnisse dieser Veroffentlichungen kdnnte ein Zusammen-

hang zwischen CTC-Detektionsrate und Tumorstadium vermutet werden.

Nach Parsortix®-Anreicherung wiesen 29% (16 von 56) der untersuchten Patient:in-
nen CTC-verdachtige Zellen in peripherem Blut auf. Die durchschnittliche Gesamt-
anzahl der CTCs betrug 4,25 (Wertebereich: 1-18; Median: 3).

In der vorliegenden Arbeit handelt sich um die erste Studie, die diese Technologie
bei UCB-Patient:innen angewendet hat, sodass keine friheren Ergebnisse zum
Vergleich vorhanden sind. Jedoch wurde in mehreren Studien Uber dhnliche Detek-
tionsraten von Parsortix® und CellSearch® berichtet (Chudziak et al., 2016, Hvichia

et al, 2016). Allerdings gab es in einigen spezifischen Proben deutliche
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Unterschiede in der Anzahl der mit den beiden Systemen isolierten CTCs. Insge-
samt waren 65% (17 von 26) der Proben bei beiden Detektionsverfahren positiv
oder negativ. Bei 34% (9 von 26) der Proben war jedoch nur jeweils mit einer der
Detektionstechniken CTC-Positivitat oder -Negativitat zu detektieren (Hvichia et al.,
2016). Diese Ergebnisse kdnnten darauf hindeuten, dass man mit den zwei ver-
schiedenen Methoden unterschiedliche CTC-Subgruppen anreichert, namlich ent-
weder EpCAM-positive epitheliale CTCs oder grolere CTCs, die auch mesen-

chymale Eigenschaften aufweisen konnen.

In 54% (27 von 50) der Patient:innen waren weder mit Parsortix® noch mit CellSe-
arch® CTCs nachzuweisen, und 14% (7 von 50) erwiesen sich mit beiden Verfahren
als CTC-positiv. Des Weiteren waren 14% (7 von 50) lediglich positiv mit Parsortix®
und 9 von 50 Patient:innen (18%) lediglich positiv mit CellSearch®. Diese Daten
weisen auf eine ahnliche Sensitivitat der Verfahren hin, lassen aber auch die

Schlussfolgerung zu, dass unterschiedliche CTCs nachgewiesen werden.

Wenn man die Patient:innen-Proben miteinbezieht, bei denen die Farbung ohne
CD41 als negativer Marker erfolgte, konnten in 19 von 59 (32%) der untersuchten
Blutproben CTC-verdachtige Zellen mittels Parsortix® nachgewiesen werden. Die
durchschnittliche Gesamtanzahl der CTCs betrug 6,79 (Wertebereich: 1-27; Me-
dian: 4). Wenn man die 3 Proben ohne CD41 als negativen Marker einbezieht, sieht
der Vergleich zum CellSearch® ahnlich aus. Beim Vergleich der Ergebnisse von Par-
sortix® und CellSearch® zeigten 51% (27 von 53) der Patient:innen weder mit Par-
sortix® noch mit CellSearch® CTCs, und 15% (8 von 53) erwiesen sich mit beiden
Verfahren als CTC-positiv. Des Weiteren waren jeweils 17% (9 von 53) der Proben

nur mit einer der Anreicherungsmethoden positiv.

Bemerkenswert ist, dass die Patient:innen mit der hochsten CTC-Anzahl nach Pro-
zessierung mit Parsortix® im CellSearch®-System CTC-negativ waren. Jedoch wur-
den zwei von diesen Patient:innen ohne die Verwendung von CD41 untersucht.
Passend zu dieser Beobachtung ist der Median der CTCs ohne die Verwendung
von CD41 als Negativmarker groRer (4) als mit CD41 (Median: 3). Des Weiteren
wiesen alle drei Patient:innen-Proben, bei denen die IF-Farbung ohne CD41 er-
folgte, nach Verarbeitung mittels Parsortix® CTC-verdachtige Zellen auf.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass es sich im Falle der CTC-

verdachtigen Zellen bei IF-Farbung ohne CD41-Antikérper auch um CD41-positive
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Blutzellen (ggf. um Megakaryozyten) handeln konnte. Deshalb sollte in weiteren
Analysen die IF-Farbung nach Parsortix®-Anreicherungsverfahren um CD41 als Ne-

gativmarker erganzt werden.

Bei der CTC-Anreicherung mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation erfolgte die
weitere Verarbeitung mit 3 unterschiedlichen |IF-Farbungen. Mit der ersten ange-
wendeten Farbung (Positivmarker: pan-Keratin, TROP-2, Negativmarker: CD45)
konnten in den untersuchten 25 Patient:innen-Proben keine CTC-verdachtigen Zel-

len festgestellt werden.

AnschlielRend erfolgte die Zugabe eines zusatzlichen positiven Markers (PD-L1)
und nachfolgend eines weiteren negativen Markers (CD41). Bei vier Patient:innen
erfolgte eine Immunfarbung ohne CD41-Antikorper. Von diesen vier Patient:innen-
Proben zeigte nur eine CTC-verdachtige Zellen. Fur die bessere Vergleichbarkeit
wurde diese Probe aus der vergleichenden Auswertung genommen. 16% (8 von 50)
der untersuchten Proben wurden CTC-verdachtige Zellen in peripherem Blut mittels
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation detektiert. Die durchschnittliche Gesamtan-
zahl der CTCs betrug 1,63 (Wertebereich: 1-4; Median: 1).

Wirde man auch die Patient:.innen-Probe 009 einbeziehen, waren die Ergebnisse
ahnlich. In diesem Fall wirden 18% (9 von 51) der untersuchten Proben CTC-
verdachtige Zellen in peripherem Blut nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
aufweisen. Die durchschnittliche Gesamtanzahl der CTCs betrige 3,8 (Wertebe-
reich: 1-21; Median: 1).

Wenn man alle Patient:innen-Proben mit einer Farbung ohne CD41 ausschlief3en
wurde, wiesen 17% (8 von 47) der analysierten Proben CTC-verdachtige Zellen in
peripherem Blut mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation auf. Die durchschnitt-
liche Gesamtanzahl der CTCs betrlige dann 1,63 (Wertebereich: 1-4; Median: 1).

Im Vergleich zu Parsortix® und CellSearch® wurde durch die Ficoll-Dichtegradien-
tenzentrifugation insgesamt die geringste Anzahl an CTCs detektiert. Des Weiteren

wurde mit diesem Verfahren die geringste CTC-Detektionsrate erhalten.

Jedoch muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass durch die PBMC-Isolierung
mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation von einem(r) Patient:in 6-12 Objekttra-
ger (mit ca. 700.000 Zellen pro Objekttrager) entstanden sind, aber aus Kosten- und
Zeitgrunden nur 3 Objekttrager pro Patient:in analysiert wurden. Im Vergleich dazu

wurde bei den Verfahren Parsortix® und CellSearch® die gesamte Menge der
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Blutprobe analysiert. Somit kdnnte die geringere Detektierungsrate nach Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation auch durch das unterschiedliche Blutvolumen und
somit durch die unterschiedliche Anzahl analysierter PBMCs bedingt sein. Ein di-

rekter Vergleich der absoluten CTC-Zahlen ist somit nur bedingt moglich.

Beim Vergleich der Ergebnisse von Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und
CellSearch® zeigten 61% (30 von 49) der Patient:innen weder mit Ficoll-Dichtegra-
dientenzentrifugation noch mit CellSearch® CTCs, und 6% (3 von 49) waren bei
beiden Verfahren CTC-positiv. Jedoch waren annahernd doppelt so viele Patient:in-
nen nur mit CellSearch® positiv (11 von 49,2%) als alleinig positiv nach Ficoll-Dich-
tegradientenzentrifugation (4 von 49,8%). Bisher gibt es keine Literaturangaben zur
CTC-Detektion bei UCB-Patient:innen mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation,
sodass die ermittelten Ergebnisse nicht mit anderen Literaturdaten verglichen wer-

den kdnnen.

Dadurch ist auch zu erklaren, dass ein grof3er Anteil (79%, 11 von 14) der CellSe-
arch®-positiven Patient:innen-Proben bei Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation ne-
gativ blieb. Auf der anderen Seite erwiesen sich 63% (5 von 8) der Ficoll-Dichtegra-
dientenzentrifugation-positiven Patient:innen im CellSearch® als CTC-negativ.
Dieses Ergebnis weist erneut darauf hin, dass durch markerunabhangige Methoden
(wie Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und Parsortix®) und markerabhangige
Methoden (wie CellSearch®) unterschiedliche CTC-Subgruppen detektiert werden-

konnen.

Wie auch Abbildung 4 im Kapitel Ergebnisse veranschaulicht hat, gibt es epitheliale
UCB-Zelllinien, wie 5637, 647V, HT1376 und RT4, die wahrscheinlich mit Hilfe von
markerabhangigen Methoden, wie CellSearch® detektiert werden konnten. Jedoch
gibt es mesenchymale UCB-Zelllinien, die keine EpCAM-Expression aufweisen und
mittels CellSearch® nicht detektiert werden kénnten (wie z. B. T24, TCC-SUP und
UM-UC-3). Fur diese UCB-Subpopulationen sollten auch markerunabhangige De-

tektionsverfahren angewendet werden.

Da sowohl Parsortix® als auch die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation EpCAM-un-
abhangig erfolgen, stellt sich die Frage, ob Ergebnisse dieser beiden Verfahren in
der CTC-Detektionsrate besser korrelieren als die Ergebnisse aus EpCAM-basier-

ten und markerunabhangigen Verfahren.
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Vergleicht man die Ergebnisse nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und Par-
sortix®, waren 30 der 47 Patient:innen (64%) mit beiden Verfahren negativ und 3
von 47 (6%) mit beiden Methoden CTC-positiv. Ausschlief3lich mit Ficoll-Dichtegra-
dientenzentrifugation positive Proben gab es in 5 Fallen (11%). Jedoch gab es 9
Patient:innen (19%), die nur mit Parsortix® CTC-Positivitat zeigten. Neun von 12
(75%) der Parsortix®-positiven Proben waren nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifu-
gation CTC-negativ, und 63% (5 von 8) der nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifuga-
tion CTC-positiven Proben waren nach Parsortix® CTC-negativ. Somit erzielten
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und Parsortix® auch keine bessere Uberein-
stimmung als CellSearch® und Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation, wobei wie be-
reits erwahnt, ein direkter Vergleich dieser Methoden nur bedingt maoglich ist.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit und der Literaturrecherche ware es empfeh-
lenswert, bei zuklnftigen CTC-Analysen gleichzeitig mehrere verschiedene Metho-
den, also sowohl markerabhangige (wie z. B. CellSearch®) als auch markerunab-
hangige (wie z.B. Parsortix®) komplementar anzuwenden, wodurch die
Gesamtdetektionsrate gesteigert werden konnte. Optimal sind Verfahren, mit denen
sowohl epitheliale als auch mesenchymale CTCs unterschiedlicher Grélie und Plas-
tizitdt angereichert werden kénnen und die eine nachgeschaltete phano- und/oder
genotypische Charakterisierung der CTCs ermdglichen. Aussichtsreiche Kandida-
ten sind hierfur bereits in der Literatur als Prototypen beschrieben worden (Ebright
et al., 2020, Edd et al., 2022, Guo et al., 2023, Haber and Velculescu, 2014, Hong
et al., 2018, Hong et al., 2021).

5.5 Ergebnisse der NGS und Vergleich mit der Literatur

Nach Identifizierung durch IF wurden die CTC-verdachtigen Zellen durch Mikroma-
nipulation isoliert. Insgesamt erfolgte eine erfolgreiche Einzelzellisolation von 53
(6/34 nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und 47/129 nach Parsortix®-Anrei-
cherung) der insgesamt 163 auffalligen Zellen (129 von Parsortix® und 34 von Ficoll-

Dichtegradientenzentrifugation).

Dem relativ geringen Erfolg der Einzelzellisolation kdnnten verschiedene Ursachen
zu Grunde liegen. Einerseits waren einige CTC-verdachtige Zellen nach Entfernen
der Deckglaser nicht mehr auffindbar. Eine mogliche Begriindung dafir ist, dass die
Objekttrager vor der Entfernung der Deckglaser in PBS inkubiert wurden und

dadurch einige Zellen verloren gegangen sein kdnnten. Die Zytospinherstellung und
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IF-Farbung stellen auch ein Risiko fur einen Zellverlust dar. Cohen und Mitarbeiter
berichteten, dass 37-51% der mit dem Parsortix®-System gewonnenen Zellen wah-
rend der Zytospinherstellung und/oder dem Farbeverfahren verloren gingen (Cohen
et al., 2022).

In anderen Fallen lagen zwischen der IF-Farbung der Zellen und der Einzelzelliso-
lation langere Zeitspannen, sodass die Zellen zum Zeitpunkt der Einzelzellisolation
weniger gut von der Objekttrageroberflachen abzulésen waren. In wiederholten Fal-
len wurden die Zellen auch wahrend des Prozesses der Einzelzellisolierung auf-
grund erhohter Fragilitat zerstort oder zusammen mit anderen benachbarten Zellen

(Blutzellen) isoliert.

In 29 Fallen wurde die genomische Einzelzell-DNA mittels WGA amplifiziert. War
die DNA-Qualitat ausreichend (Bandenanzahl =2), wurde das genetische Material
fur die NGS verwendet, (obwohl eine Bandenanzahl 24 ideal gewesen ware). Die
weitere Datenanalyse erfolgte mit Hilfe von PD Dr. Simon Joosse (Institut fur Tu-

morbiologie, UKE).

Die analysierten CNV-Profile deuten darauf hin, dass drei der isolierten Zellen
hochstwahrscheinlich und zwei weitere Zellen vermutlich Tumorzellen waren. Hin-
gegen scheinen funf der untersuchten Zellen keine Tumorzellen gewesen zu sein.
Sowohl isolierte Zellen, die mit dem Parsortix®-System angereichert wurden, als
auch CTCs, die durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation gewonnen wurden, ge-

horten zu den bestatigten Tumorzellen.

Bemerkenswert ist, dass in der Gruppe der wahrscheinlichen Tumorzellen alle
WGA-Endprodukte eine Bandenanzahl von mindestens 3 aufwiesen und somit eine
gute Qualitat hatten. Im Gegensatz dazu war die Qualitat der WGA-Endprodukte
bei den isolierten nicht-Tumorzellen geringer, mit einer durchschnittlichen Banden-
anzahl von 2,6 und einem Median von 2. Diese Beobachtung kénnte darauf hinwei-
sen, dass die Negativitat der Ergebnisse auch durch eine schlechtere Qualitat der

Zellen erklart werden konnte.

Sho und Mitarbeiter berichteten auch, dass Einzelzell-WGA-Produkte mit guter
Qualitat im Vergleich zu Einzelzell-WGA-Produkten von niedriger Qualitat eine ge-
ringere Amplifikationsverzerrung und bessere NGS-Leistungsmetriken aufwiesen
(Sho et al., 2017). Auch in anderen nachgeschalteten Methoden spielt die WGA-

Qualitat eine wichtige Rolle. Klinische Proben mit hoher WGA-Qualitat schnitten
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beim vergleichenden genomischen Hybridisierungsarray-Ganzgenomtest besser
ab (Polzer et al., 2014).

Insgesamt spiegeln die in dieser Arbeit dargestellten CNV-Profile eine starke Intra-
und Inter-Patient:innen-Heterogenitat der genomischen Veranderungen beim UCB
wider. In 4 bzw. 3 CTCs von verschiedenen Patient:innen fanden sich Zugewinne
der Chromosomenbereiche 4q bzw. 13p/q und Verluste von Bereichen des Chro-
mosoms 16 wurden in 3 CTCs detektiert. Haufige Amplifikationen der Kopienzahlen
von DNA-Sequenzen auf 4q und 13q sind fur das UCB bereits bekannt (Koo et al.,
1999).

Chan und Mitarbeiter untersuchten 21 UCB-Gewebe und berichteten Uber eine
hohe Haufigkeit des allelischen Ungleichgewichts im Chromosomenarm 4q (67 %)
und eine uberdurchschnittliche Haufigkeit im Chromosomenarm 13q. Es wurde
auch Uber minimale Deletionsregionen auf Chromosom 16q berichtet. Das alleli-
sche Ungleichgewicht in jedem Fall und der fraktionierte allelische Verlust fur jedes
Chromosom waren mit einem hoheren Tumorgrad und -stadium assoziiert (Chan et
al., 2009).

Die folgende Datenanalyse wurde unter Verwendung des cBioPortal for Cancer Ge-
nomics (cBioPortal), 2018, Cerami et al., 2012, Gao et al., 2013) basierend auf der
TCGA (The Cancer Genome Atlas) PanCancer Atlas-Kohorte durchgefuhrt
(Hoadley et al., 2018).

Zugewinne fur den Chromosombereich 4q sind in der Literatur mehrfach beschrie-
ben worden. Zugewinne flr den Chromosombereich 13p wurden bisher nicht be-
schrieben, jedoch fur 13q. Es ist interessant zu erwahnen, dass ein Zugewinn im
Chromosombreich 13934 sehr haufig und insgesamt im Zusammenhang mit 46 ver-
schiedenen Genen beschrieben wurde (Gao etal.,, 2013, Cerami etal.,, 2012,
cBioPortal), 2018, Hoadley et al., 2018). Die Region 13q34 wurde bereits als Sus-
zeptibilitats-Locus fir UCB beschrieben (Figueroa et al., 2016). Acht Gene, bei de-
nen Zugewinne im Chromosombereich 13g nachgewiesen wurden, sind auch beim
UCB bekannt: GAS6-AS1 (Growth Arrest Specific 6 Antisense RNA 1), GAS6
(Growth Arrest Specific 6), SOX1 (SRY-Box Transcription Factor 1), RAB20 (Ras-
related protein Rab-20), MYO16-AS1 (MYO16 Antisense RNA 1), KLF5 (Krippel-
like factor 5), CUL4A (Cullin 4A), COL4A1 (collagen type IV alpha 1 chain). Uber

Verluste fur die Chromosombereiche 16p und 16q ist auch bereits berichtet worden.
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Interessant ist zu erwahnen, dass ein Verlust im Chromosombereich 16p13.3 sehr
haufig und insgesamt im Zusammenhang mit 208 verschiedenen Genen berichtet
wurde. Verluste im Chromosom 16 konnten auch mit drei UCB-relevanten Genen in
Verbindung gebracht werden: WWOX, DNASE1 (Deoxyribonuclease |) und NLRC3
(NOD-like receptor family CARD domain containing 3) (Gao et al., 2013, Cerami
et al., 2012, cBioPortal), 2018, Hoadley et al., 2018).

5.6 Prognostische Bedeutung

Die vorlaufige statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte keinen Zusammen-
hang zwischen dem CTC-Status und dem Tumor-, Lympknoten- oder Fernmetasta-
sen-Status. Diese Beobachtung liegt im Einklang mit veréffentlichten Arbeiten, die
eine Assoziation zwischen dem Vorhandensein von CTCs und schlechterem Ge-
samt-, rezidivfreien- und krankheitsspezifischen Uberleben sowieso verkirzter re-
zidivfreier Zeit, jedoch keinen Zusammenhang zu klinisch-pathologischen Eigen-
schaften zeigten (Gazzaniga et al., 2012, Gazzaniga et al., 2014, Rink et al., 2011,
Rink et al., 2012b, Soave et al., 2017). Jedoch wurde in einer kurzlich veroffentlich-
ten Studie mit in vivo-CTC-Detektion berichtet, dass der Nachweis von CTCs in sig-
nifikantem Zusammenhang mit verschiedenen klinisch-pathologischen Merkmalen,
wie z. B. der Multiplizitat des Tumors, der Tumorgrolie, einem fortgeschritteneren
Tumorstadium, einem héheren Tumorgrad und der PD-L1-Expression des Tumors
stand (Jin et al., 2023).

In der vorliegenden Arbeit sollte auch die prognostische Bedeutung der detektierten
CTCs analysiert werden. Leider liegen die Uberlebensdaten der Patient:innen nicht
vollstandig vor, sodass uber den prognostischen Einfluss der CTC-Anzahl auf das

Uberleben in dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden kann.

5.7 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass VISTA/VSIR in signi-
fikanter Menge in verschiedenen UCB-Zelllinien unabhangig vom Zelllinien-Subtyp
exprimiert wird. Epitheliale (5637, 647V, HT1376, RT4), mesenchymale (T24, TCC-
SUP, UMUC-3) sowie basale (5637, 647V, HT1376) und luminale (RT4) Zelllinien
kénnen eine VISTA/VSIR-Expression aufweisen. Das Zytokin IFN-y zeigte einen
positiven Effekt auf die Expression von PD-L1 bei den Zelllinien 5637, HT1376 und
T24, und das Zytokin TGFR zeigte einen heraufregulierenden Effekt auf PD-L1-
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Expression in der Zelllinie 5637. In den hier untersuchten UCB-Zelllinien konnte
keine reproduzierbare Regulation der VISTA/VSIR-Expression durch INF-y oder
durch TGFR nachgewiesen werden. Es wurden verschiedene |IF-Protokolle fur ver-
schiedene Antigene (VISTA, CD44, TROP-2, PD-L1) etabliert. Diese Arbeit lieferte
die ersten Hinweise darauf, dass mit dem Parsortix®-System auch bei UCB-
Patientiinnen Megakaryozyten angereichert werden konnen. Diesbezuglich kann
empfohlen werden, die IF-Farbung bei Verwendung von Parsortix® als Detektions-
verfahren mit CD41 (oder mit anderem Megakaryozyten-Marker) als Negativmarker

Zu erganzen.

Mit dem CellSearch®-System wurden CTCs im peripheren Blut bei 31% (21 von 68)
der untersuchten Patient:innen nachgewiesen. Nach Parsortix®-Prozessierung wie-
sen 29% (16 von 56) der untersuchten Patient:innen CTC-verdachtige Zellen im
peripheren Blut auf. Bei dieser Arbeit handelt es sich um die erste Veroffentlichung,
die diese Technologie bei UCB-Patient:innen angewendet hat. Nach Ficoll-Dichte-
gradientenzentrifugation wiesen 16% (8 von 50) der untersuchten Patient:innen
CTC-verdachtige Zellen im peripheren Blut auf. Im Vergleich mit den zwei anderen
angewendeten Methoden wurde nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation insge-
samt die geringste CTC-Detektionsrate erhalten. Nach Identifizierung durch IF wur-
den die CTC-verdachtigen Zellen durch Mikromanipulation isoliert. Insgesamt er-
folgte eine erfolgreiche Einzelzellisolation von 53 Zellen (6/34 nach Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation und 47/129 nach Parsortix®-Anreicherung) von den
insgesamt 163 auffalligen Zellen (129 von Parsortix® und 34 von Ficoll-Dichtegradi-
entenzentrifugation). Anschlief3end erfolgten in 29 Fallen die Amplifikation genomi-
scher Einzelzell-DNA durch WGA, die nachgeschaltete Qualitatskontrolle iber PCR
und Agarose-Gelelektrophorese und bei ausgewahlten Zellen eine NGS. Die erhal-
tenen CNV-Profile mit Zugewinnen und Verlusten in verschiedenen chromosomalen
Regionen lassen schlussfolgern, dass es sich bei 3 der isolierten Zellen mit grof3er
Wahrscheinlichkeit und bei 2 der isolierten Zellen wahrscheinlich um Tumorzellen
handelt. Unter den bestatigten CTCs befanden sich sowohl isolierte Zellen nach
Anreicherung durch das Parsortix®-System als auch nach Anreicherung durch

Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation.

In 4 bzw. 3 CTCs von verschiedenen Patient:innen fanden sich Zugewinne der
Chromosomenbereiche 4q bzw. 13p/q, und Verluste von Bereichen des Chromo-

soms 16 wurden in 3 CTCs detektiert. Diese chromosomalen Bereiche,
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insbesondere Zugewinne im Chromosom 13qg und Verluste im Chromosom 16, ste-
hen mit mindestens 11 Genen, die schon mit UCB in Verbindung gebracht wurden,

im Zusammenhang.

Die vorlaufige statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte keinen Zusammen-
hang zwischen dem CTC-Status und dem Tumor-, Lympknoten- oder Fernmetasta-
sen-Status. Leider liegen die Uberlebensdaten der Patient:innen nicht vollstéandig
vor, sodass (ber den prognostischen Einfluss der CTC-Anzahl auf das Uberleben

in dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden kann.
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6 Zusammenfassung/Summary

Trotz fortschreitender Entwicklungen, insbesondere durch den Einsatz von ICP,
stellt das UCB weiterhin eine der haufigsten Krebserkrankungen mit signifikanter
Mortalitat dar. Dies unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Fortschritte auf diag-

nostischer wie therapeutischer Ebene.

Aktuell basiert die Therapie auf etablierten ICP-Inhibitoren. Eine zusatzliche Blockade
weiterer ICP-Molekule, wie z. B. VISTA, konnte jedoch einen therapeutischen Zuge-
winn darstellen. Die gezielte Inhibition von VISTA wird derzeitig in klinischen Studien
untersucht. Allerdings bestehen noch zahlreiche offene Fragen hinsichtlich der Re-
gulation der Expression, der funktionellen Bedeutung sowie des prognostischen Wer-

tes von VISTA bei malignen Erkrankungen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Expression von VISTA/VSIR in verschiedenen
UCB-Zelllinien nachgewiesen werden. Eine Behandlung mit IFN-y bzw. TGF flhrte
in den Zelllinien zu keiner relevanten Veranderung der Expression. Mehrere Studien
deuten darauf hin, dass VISTA-positive Immunzellen potenziell als Biomarker ge-

eignet sein kdnnten.

Neben Immunzellmarkern riicken auch CTCs zunehmend in den Fokus der For-
schung. Die grof3te Herausforderung bleibt dabei die zuverlassige Detektion, be-
dingt durch die geringe CTC-Frequenz im peripheren Blut und dem Fehlen eines
universellen Oberflachenmarkers. Bis heute existiert kein allgemein anerkanntes
Verfahren zur CTC-Isolation. In der vorliegenden Arbeit wurden bei 76 UCB-
Patient:innen CTCs mit Hilfe von CellSearch®, Parsortix® und Ficoll-Dichtegradien-
tenzentrifugation angereichert. Auffallige Zellen nach IF wurden zusatzlich mittels
WGA und NGS weiter analysiert. Mit allen 3 Methoden konnten CTCs erfolgreich
angereichert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Methoden unterschiedliche
CTC-Subpopulationen erfassen: Wahrend CellSearch® primar epitheliale CTCs mit
EpCAM-Expression detektiert, ermdglichen die zwei andere Verfahren auch die An-
reicherung grolerer, weniger plastischer Zellen mit moglichem mesenchymalem
Phanotyp. Diese Beobachtungen unterstitzendie Notwendigkeit des kombinierten
Einsatzes mehrerer Anreicherungsmethoden. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass mit Parsortix® auch CD41-positive Zellen — vermutlich Megakaryozyten — ko-
angereichert werden. Daher sollte CD41 in kinftigen Studien als negativer Marker

bei der IF-basierten Analyse berlcksichtigt werden.
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Despite ongoing advancements, particularly through the use of ICPs, UCB remains
one of the most common cancers with significant mortality. This underscores the

need for further progress on both diagnostic and therapeutic levels.

Currently, therapy is based on established ICP inhibitors. However, additional block-
ade of other ICP molecules, such as VISTA, could offer therapeutic benefits. The
targeted inhibition of VISTA is currently being investigated in clinical trials. Never-
theless, numerous open questions remain regarding the regulation of its expression,

its functional significance, and its prognostic value in malignant diseases.

In the context of this study, the expression of VISTA/VSIR was demonstrated in
various UCB cell lines. Treatment with IFN-y or TGFf did not lead to any relevant
changes in expression in these UCB cell lines. Several studies suggest that VISTA-

positive immune cells could potentially serve as biomarkers.

In addition to immune cell markers, CTCs are increasingly becoming a focus of re-
search. The greatest challenge remains their reliable detection, due to the low fre-
quency of CTCs in peripheral blood and the absence of a universal surface marker.
To date, no universally accepted method for CTC isolation exists. In the present
study, CTCs from 76 UCB patients were enriched using CellSearch®, Parsortix®,
and Ficoll density gradient centrifugation. Abnormal cells identified by immunofluo-
rescence were further analyzed using WGA and NGS. CTCs were successfully en-
riched using all three methods. The results show that the methods capture different
CTC subpopulations: while CellSearch® primarily detects epithelial CTCs express-
ing EpCAM, the other two methods also enable the enrichment of larger, less plastic
cells with a possible mesenchymal phenotype. These observations support the ne-
cessity of combining multiple enrichment methods. Furthermore, it was shown that
Parsortix® also co-enriches CD41-positive cells - presumably megakaryocytes.
Therefore, CD41 should be considered as a negative marker in immunofluores-
cence-based analyses in future studies.
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8 Abkirzungsverzeichnis
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ADC Antibody-drug conjugates - Antikorper-Wirkstoff-Konjugat
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BMP4 Bone morphogenetic protein 4
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cDNA Complementary DNA - komplementare DNA
CNVs Copy number variations - Kopiezahlveranderungen
CO2 Kohlenstoffdioxid

COL4A1 Collagen type IV alpha 1 chain

CPS Combined positive score

CT Computertomographie

CTCs Circulating tumor cells - zirkulierende Tumorzellen
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CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated Antigen 4
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D
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DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
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DNASE"1 Deoxyribonuclease |

DPBS Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline

DTT Dithiothreitol

E

ECL Elektrochemilumineszenz
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EpCAM Epithelial cell adhesion molecule
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FDA U.S. Food and Drug Administration - US-Behérde flr Lebens- und
Arzneimittel

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

FOXD3 Forkhead box D3

FOXP3 Forkhead-Box-Protein P3
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g Relative Zentrifugalkraft
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Human epidermal growth factor receptor 2

Hypoxia-induced factor - Hypoxie induzierter Faktor 1 Untereinheit

alpha

Hypoxia-induced factor - Hypoxie induzierter Faktor 2 Untereinheit

alpha
Horseradish Peroxidase - Meerrettichperoxidase
Heat shock cognate 71-kDa protein

Wasserstoffperoxid

Immunfluoreszenz

Interferon-gamma

Immuncheckpoint-Inhibitor

Immuncheckpoint-Protein

Immunglobulin G

Immunoglobulin superfamily member 11

immunoreceptor tyrosine-based activation/inhibitory motif

International Units per milliliter - Internationale Einheiten pro Milliliter

Kontrolle
kilodalton

Kruppel-like factor 5
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MET
min
miRNA
mRNA
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Ml
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mM
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MicroRNA

Messenger-RNA - Boten-RNA
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Matrix metalloproteinase-13
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Membrane type 1-matrix metalloproteinase
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Nuclear matrix protein 22

NOD-like receptor family CARD domain containing 3
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PBS Phosphate-buffered saline - Phosphatgepufferte Salzlésung

PBMCs Peripheral blood mononuclear cells - mononukledre Zellen aus pe-

tipherem Blut

PCR Polymerase chain reaction - Polymerase Kettenreaktion
pH pondus Hydrogenii

PD-L1 Programmed cell death-ligand 1

PD-1 Programmed cell death protein 1

Pen Strep Penicillin Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1

R

RAB20 Ras-related protein Rab-20

RNA Ribonucleic acid - Ribonukleinsaure

rom Runs per min - Umdregungen pro Minute
RPMI Rosewell Park Memorial Institute

S

SDS Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
sec Sekunden

SG Sacituzumab govitecan

SOX1 SRY-Box Transcription Factor 1

STR Short tandem repeat

T

TCGA The Cancer Genome Atlas

TE Tris-EDTA

TEMED Tetramethylethylendiamin
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TGFR
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TP53
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TROP-2
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ucB
UKD

UKE

qRT-PCR

viv
VISTA
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VSIG-3

VSIR
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w/v

Tissue Factor

Transforming Growth Factor-f3

Tumor (T), Nodus (N), Metastasen (M)-Klassifikation
Tumor Protein 53

Regulatorische T-Zellen

Trophoblast antigen 2

Transurethrale Blasenresektion

Urothelkarzinom der Harnblase
Universitatsklinikum Dusseldorf

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

quantitative ,real-time* (Echtzeit) Polymerasekettenreaktion (PCR)

Volt

Volumen pro Volumen

V-domain immunoglobulin suppressor of T cell activation
Versus

V-Set and Immunoglobulin domain containig 3

V-set immunoregulatory receptor

Whole genom Amplifiction - Gesamtgenomamplifikation

Gewicht pro Volumen

Zum Beispiel
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11 Anhang

11.1 Relevante Ausziige aus der Studienarbeit ,,Struktur, Expression und
Funktion des Immun-Checkpoint-Proteins VISTA (V domain

immunoglobulin suppressor of T cell activation)*

Aus der Studienarbeit von Fuchs E.: Struktur, Expression und Funktion des Immun-
Checkpoint-Proteins VISTA (V domain immunoglobulin suppressor of T cell activa-
tion) (Fuchs, 2020):

,Eine der moglichen individualisierten Behandlungsmaoglichkeiten ist die Immunthe-
rapie. Als Pionier der Immuntherapie wird William Coley bezeichnet, der bereits ge-
gen Ende des 19. Jahrhunderts Tumorpatienten erfolgreich mit Vakzinierung be-
handelte (Coley, 1910). Durch den zunehmenden Einsatz von Chemo- und
Strahlentherapie verschwand die Immunbehandlung jedoch als Standardtumorthe-
rapie (Hoption Cann et al., 2003), obwohl in mehreren Studien ein Zusammenhang
zwischen dem Immunsystem und dem Auftreten sowie der Progression von Tumo-

rerkrankungen festgestellt werden konnte.“ (Fuchs, 2020)

,Als groRer Durchbruch in der Immuntherapie der Tumorerkrankungen gilt der Ein-
satz von Immuncheckpoint-Therapien. Negative Checkpoint-Rezeptoren, wie PD-1
(Programmed cell death protein 1) und CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated
Antigen 4) supprimieren die T-Zell-Aktivitat (Thompson and Allison, 1997, Freeman
et al., 2000, Ceeraz et al., 2013, Hodi et al., 2016). Die Antikdrper-Blockade dieser
Proteine kann die Anti-Tumorimmunitat verstarken (Hodi et al., 2010, Topalian et
al., 2012, Eggermont et al., 2016). Von der Zeitschrift Science wurde die Immunthe-
rapie im Jahr 2013 deshalb auch zum ,Breakthrough of the Year® gewahlt (Couzin-
Frankel, 2013), und die Zeitschrift Nature widmete ihren Ausblick am Ende dessel-

ben Jahres der Immuntherapie bei Tumorerkrankungen (Gravitz, 2013).

James P. Allison und Tasuku Honjo wurden fur ihre bahnbrechenden Entdeckungen
auf dem Gebiet der Immuncheckpoint-Rezeptoren CTLA-4 (Leach et al., 1996,
Kwon et al., 1997, Hodi et al., 2003) und PD-1 (Ishida et al., 1992, Nishimura et al.,
1999, Freeman et al., 2000, Iwai et al., 2005) im Jahr 2018 mit dem Nobelpreis fur
Medizin und Physiologie ausgezeichnet (The Nobel Prize, 2018). Ihre Forschungs-
ergebnisse bilden die Basis flr den Einsatz Immuncheckpoint-blockierender Anti-

korper, die inzwischen bei einer Reihe von Tumorerkrankungen angewendet
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werden und z. B. bei malignen Melanomen, bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
oder bei Harnblasenkarzinomen zu langandauernden Ansprechraten gefiihrt haben
(Bidnur et al., 2016, Eggermont et al., 2016, Reck et al., 2016, Aggen and Drake,
2017, Davarpanah et al., 2017, Weber et al., 2017, Sundahl et al., 2018), Leitlinien-
programm Onkologie — Lungenkarzinom, 2018, Leitlinienprogramm Onkologie —
Melanom, 2019, Leitlinienprogramm Onkologie — Harnbalsenkarzinom, 2019).“
(Fuchs, 2020)

,VISTA ist ein Typ I-Membran-Protein, das erstmals im Jahre 2011 beschrieben
wurde und zur B7/CD28-Liganden/Rezeptor-Familie der Immuncheckpoint-Proteine
(Negative Checkpoint-Regulatoren — NCR) gezahlt wird (Wang et al., 2011, Flies et
al., 2011, Niand Dong, 2017, ElTanbouly et al., 2020b). Zu PD-L1 und PD-L2 (Pro-
grammed death-ligand 2) zeigt VISTA signifikante Homologien in der Proteinse-

quenz.

Sowohl fir das VISTA-kodierende Gen als auch fur das VISTA-Protein selbst exis-
tieren eine Reihe in der Literatur unterschiedlich verwendeter Bezeichnungen (,Ali-
ases”). Fur das VISTA-kodierende Gen hat sich die Bezeichnung VSIR (V-Set Im-
munoregulatory Receptor) durchgesetzt. Das VISTA-Protein wird u. a. auch als B7-
H5, PD-1H oder ,Stress-induced secreted protein“ aufgefiihrt (GeneCards®: The

Human Gene Database, www.genecards.org).

Das VSIR-Gen (alternativ auch C100rf54) ist auf dem langen Arm des Chromosoms
10 lokalisiert (10922.1) und hat eine GroRe von 26025 Basenpaaren. Fur das VSIR-
Transkript sind 7 Exons (alle kodierend) beschrieben, und die TranskriptgroRe be-
lauft sich auf 4714 Nukleotide. Des Weiteren sind drei verschiedene Splice-Varian-
ten bekannt, jedoch gibt es mit 4717 Nukleotiden Lange nur ein Protein-kodierendes
Transkript; das Vorliegen anderer Isoformen ist theoretisch moglich (Ensembl;

www.ensembl.org/index.html).“ (Fuchs, 2020)

,Das murine VISTA-Transkript besitzt eine Gréke von 930 Basenpaaren und kodiert
fur ein Protein, das aus 309 Aminosauren (AS) aufgebaut ist (Flies et al. 2011). Die
Sequenzhomologie des VISTA-Proteins ist mit Uber 80% zwischen Maus und
Mensch sehr hoch (Flies et al., 2011, Wang et al., 2011). Humanes VISTA besteht
aus 311 Aminosauren und besitzt ein Signalpeptid (32 AS), eine extrazellulare IgV-
Domane (130 AS), eine Verankerungsregion (33 AS), eine Transmembrandomane

(20 AS) sowie eine zytoplasmatische Domane (96 AS) (Lines et al., 2014a). Die
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zytoplasmatische Domane weist zwar keine Immunrezeptor-Tyrosin-basierten Sig-
nalmotive (ITAM/ITIM — immunoreceptor tyrosine-based activation/inhibitory motif)
auf, jedoch kann die intrazellulare Signaltransduktion z. B. auch uber multiple Kas-
einkinase 2- und Phosphokinase C-Phosphorylierungsorte erfolgen, die in der zyto-
plasmatischen Doméane nachgewiesen werden konnten (Flies et al., 2011, Mehta et
al., 2019). Darlber hinaus besitzt VISTA ein konserviertes SH2 (Src homology 2)-
Bindungsmotiv und 3 C-terminale SH3 (Src homology 3)-Bindungsdomanen. Somit
konnte VISTA neben seiner Funktion als Ligand auch Rezeptorfunktionen ausuben
(Nowak et al., 2017, Mehta et al., 2019).

Durch Proteinsequenzanalysen konnten Ahnlichkeiten zwischen VISTA und ande-
ren Mitgliedern der B7-Familie von Immuncheckpoint-Liganden, die alle eine kon-
servierte IgV-ahnliche Domane aufweisen, aufgeklart werden. Innerhalb der B7-Lig-
anden-Familie bestand die héchste Sequenziibereinstimmung und somit eine enge
evolutionare Assoziation mit jedoch nur 23% zu PD-L1 (Wang et al. 2011, Mehta
et al. 2019). Zwei kanonische Cysteinreste (Cys54 und Cys145) sowie Tyrosin143
in der extrazellularen Domane von VISTA sind aul3erordentlich wichtig fur die Sta-
bilitat der IgV-Faltung und damit hoch konserviert in Proteinen mit einer IgV-Do-
mane, aber es gibt auch wesentliche Unterschiede. VISTA weist z. B. drei individu-
elle Cystein-Reste (Cys44, Cys83 und Cys144) in der extrazellularen Domane und
ein Cystein (Cys177) in der Verankerungsregion auf, die in den anderen Mitgliedern
der B7-Familie nicht vorkommen (Wang et al., 2011, Xu et al., 2018, Mehta et al.,
2019). Ein weiterer Unterschied zu VISTA besteht z. B. darin, dass die anderen B7-
Familienmitglieder eine zweite Immunoglobulin-Doméane besitzen (Wang et al.,
2011, Xu et al., 2018).“ (Fuchs, 2020)

,unter ,Steady state“-Bedingungen wird VISTA in der Milz nicht an der Oberflache
von B-Zellen exprimiert (Flies et al. 2011, Wang et al. 2011). Dagegen ist VISTA
signifikant auf Plasmazellen nachweisbar (ElTanbouly et al., 2020a). Innerhalb der
T-Zellen findet man VISTA starker auf naiven T-Zellen als auf CD8-T-Zellen (Xu
et al. 2018). Endogenes VISTA wirkt auf Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) als
Ligand sowie auf T-Zellen als Rezeptor inhibitorisch, wobei die jeweiligen Bindungs-
partner noch weitestgehend unbekannt sind (Lines et al., 2014a). Dieses Phano-
men ist auch als das Rezeptor-Ligand-Paradigma des Proteins bekannt, und man
kann es durch die folgende Untersuchung relativ einfach nachvollziehen. Die maxi-

male T-Zell-Proliferation ist in einem in vitro-Modell erst dann erreicht, wenn sowonhl
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die T-Zellen als auch APZ VISTA-defizient sind. Wenn beide Zelltypen VISTA ex-
primieren, ist die Proliferation am geringsten, und wenn einer von beiden Zelltypen
VISTA exprimiert, ist der Effekt intermediar (Flies et al., 2014). Das Paradigma wird
am haufigsten im Zusammenhang mit der T-Zell-supprimierenden Wirkung des Pro-
teins veranschaulicht. Neben dieser Untersuchung gibt es zahlreiche weitere Stu-
dien, die Uber eine Liganden-Rolle auf den APZ (Flies et al., 2011, Wang et al.,
2011, Lines et al., 2014a) oder Uber eine Rezeptor-Rolle auf den T-Zellen (Flies
et al., 2014, Flies et al., 2015) berichten.

Die aulRergewohnliche Struktur des VISTA-Proteins mit zwei potenziellen Protein-
kinase-Bindungsstellen in der zytoplasmatischen Domane und Proteinresten, die
als Andockstelle fungieren konnen, unterstreicht die duale Funktion als Ligand und
Rezeptor (Le Mercier et al., 2015). Wie VISTA selbst als ein Rezeptor funktioniert
und welche Signalwege es aktiviert, ist bisher noch nicht vollstandig aufgeklart wor-
den. Wahrend bis vor Kurzem die Bindungspartner von VISTA unbekannt waren
(Xu et al., 2018), existieren gegenwartig jedoch mehrere Theorien, mit denen diese
Frage geklart werden kdonnte. Zum Beispiel wird berichtet, dass VISTA zur Dimeri-
sierung befahigt ist, was das Fehlen eines Gegenrezeptors erklaren kénnte (Yoon
et al., 2015). Andere Arbeiten weisen jedoch darauf hin, dass IGSF11 (Immunoglo-
bulin superfa-mily member 11) auch bekannt als VSIG-3 (V-Set and Immunoglobu-
lin domain containig 3) Bindungspartner ist und selbst als ein Ligand die T-Zell-
Proliferation und die Zytokinproduktion inhibieren kann (Yang et al., 2017, Mehta
et al., 2019, Wang et al., 2019). Aulierdem wird beschrieben, dass VISTA bei sau-
rem pH-Wert den ko-inhibitorischenRezeptor PSGL-1 (P-selectin glycoprotein lig-
and-1) bindet und daruber seine supprimierende Wirkung ausuben kann (Johnston
et al., 2019).

Interessanterweise wurde auch im Zusammenhang mit einer immunférdernden Wir-
kung Uber eine Doppelrolle des Liganden-Rezeptors VISTA berichtet. Bei Untersu-
chungen mit humanen Monozyten verhalt sich VISTA als ein signaltransduzierender
Rezeptor, der eine Zytokinsekretion hervorzurufen kann und als ein Ligand, um eine
Antigen-spezifische T-Zell-Antwort auszulésen. Bharaj und Mitarbeiter erklaren die-
sen Widerspruch durch mogliche unterschiedliche Funktionen von VISTA in der
Maus und im menschlichen Kdrper (Bharaj et al., 2014). Diese These verwerfen
wiederum andere Forschungsgruppen, die Uber eine suppressive Wirkung von hu-
manem VISTA berichteten (Lines et al., 2014a).
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Auch im Menschen wird VISTA vorrangig in hamatopoetischen Zellen und in Gewe-
ben, die besonders stark von Lymphozyten infiltriert werden, exprimiert (Lines et al.
2014). Eine Reihe humaner peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMCs) expri-
mieren VISTA, jedoch sind ruhende CD19+-B-Zellen oder CD56Hi-NKZ z. B. eher
VISTA-negativ (Bharaj et al. 2014).

Kurzlich in ,Science” publizierten Ergebnissen zufolge kann VISTA als ein Check-
point-Regulator, der fur die Aufrechterhaltung der Quiescence und peripheren To-
leranz von naiven T-Zellen verantwortlich ist, betrachtet werden (ElTanbouly et al.,
2020b).

VISTA wird auf naiven T-Zellen exprimiert, ...“ (Fuchs, 2020)

,Zahlreiche Mechanismen der Regulation der VISTA-Expression werden im Zusam-
menhang mit malignen Tumorerkrankungen oder Tumorzelllinienmodellen disku-
tiert. Im Gegensatz zu anderen ICP, wie PD-L1, scheinen inflammatorische Zyto-
kine, wie IFN-y und TGF-3 (Transforming growth factor beta1) keinen signifikanten
Einfluss auf die Expression von VISTA zu haben (Mulati et al., 2019, Rosenbaum
et al., 2020). Interessanterweise scheint das Tumorsuppressorprotein TP53 die Re-
gulation der Expression von VISTA auf Transkriptionsebene zu beeinflussen (Yoon
et al., 2015, Oliveira et al., 2016, Xu et al., 2018).

In mehreren Karzinomzelllinien und in einem in vitro-EMT-Model der immortalisier-
ten Mammaepithelzelllinie EpH4 wurde die Promotormethylierung als ein moglicher
Regulationsmechanismus der VISTA-Expression beschrieben. So konnte beispiel-
weise beim Magenkarzinom (gastric cancer, GC) gezeigt werden, dass die Herab-
regulation der Expression von VISTA haufig durch Promotormethylierung und/oder
durch Uberexpression der Mikro-RNA miRNA-125a-5p ausgeldst werden kann (Oli-
veira et al., 2016). Im Einklang mit diesem Ergebnis bestatigen Resultate anderer
Studien, dass die Uberexpression der Mikro-RNAs miRNA125a und miRNA125b
die VISTA-Proteinexpression im Zusammenhang mit der Zelldifferenzierung supp-
rimieren kann (Parisi et al., 2012, Battista et al., 2013). Jedoch hatte das Expressi-
onsniveau der Mikro-RNAs miRNA-125a und miRNA-506 keinen Einfluss auf die
VISTA-Expression in z. B. Ovarial- und Endometriumkarzinomen. Die Methylierung
des VISTA-Promotors hingegen ist beim Endometriumkarzinom (in verschiedenen
Zelllinien und in zahlreichen Patientenproben) als mdglicher Mechanismus der Re-
gulation des VISTA-Gens identifiziert worden (Mulati et al., 2019).
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In Melanom scheint die VISTA-Transkription durch den Uber BRAF regulierten
Stamzellfator FOXD3 (Forkhead box D3) supprimiert werden zu kdnnen. Diese Wir-
kung kann durch BRAF-Inhibition noch verstarkt werden (Rosenbaum et al. 2020).
AulBerdem korrelierte die VISTA-Expression in einer gro3en Kohorte von Kolonkar-
zinom-Patienten (The Cancer Genome Atlas (TCGA) mit der Expression und Akti-
vitat von HIF1-a (Hypoxia-induced facto Hypoxie induzierter Faktor 1 Untereinheit
alpha). HIF-1a ist ein Mastertranskriptionsfaktor, der die Expression von Genen, die
in den Metabolismus und in das Verhalten von Stammzellen involviert sind, reguliert
(Lee et al., 2019). In vitro- und in vivo- Versuche zeigen, dass HIF-1a in einer hypo-
xischen Tumormikroumgebung an die konservierten Hypoxie-Response-Elemente
im Promotorbereich von VISTA bindet und damit die Expression von VISTA auf den
MDSCs (myeloid-derved suppressor cells) herauf regulieren kann (Deng et al.,
2019).

Es gibt nur wenige Berichte daruber, dass VISTA in Tumorzellen herabreguliert
wird, wie oben fur das GC beschrieben (Oliverira et al., 2016). Eine Heraufregulation
der Expression von VISTA konnte jedoch bereits des Ofteren auch in anderen Tu-

morentitaten beobachtet werden.

In einem syngenen Mausmelanommodell wurde gezeigt, dass VISTA auf den tumo-
rinfiltrierenden Leukozyten (TIL), besonders auf den myeloischen Zellen innerhalb
der Tumormikroumgebung exprimiert und heraufreguliert wird, nicht jedoch auf den

Melanomzellen (Le Mercier et al., 2014).

In einer Studie zum humanen oralen Plattenepithelkarzinom (OSCC) konnte eine
signifikant starkere VISTA-Expression innerhalb des Tumorgewebes und auf den
TIL im Vergleich zum normalen Gewebe und zu epithelialen Dysplasien nachgewie-
sen werden (Wu etal.,, 2017). Des Weiteren bestatigt eine Studie zur VISTA-
Proteinexpression bei Patienten mit humanem Prostatakarzinom vor und nach [-
pilimumab-Therapie auch, dass im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen eine
Heraufregulation und nicht eine Herabregulation der VISTA-Expression stattfindet.
Bei den unbehandelten Patienten war die VISTA-Expression auf Makrophagen in
7% der Falle, nicht aber auf den T-Zellen nachweisbar. Nach der Behandlung
konnte VISTA in 31% der Falle auf den Makrophagen und teilweise auch auf den T-
Zellen detektiert werden. Diese Studie ist besonders interessant, weil hier erstmalig

VISTA-Expression auf T-Zellen in humanen Tumoren nachgewiesen wurde (Gao et
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al., 2017). Insgesamt zeigen diese Studien eine gegenuber dem Normalgewebe in
malignen Tumoren erhdhte Expression von VISTA. Das steht im Widerspruch zur
beobachteten Herabregulation der VISTA-Expression durch Promotorhypermethyl-
ierung im Magenkarzinom (Oliviera et al. 2016). Interessanterweise wird in diesen
Studien jedoch Uber eine VISTA-Expression in den verschiedenen Immunzellen,

nicht aber Uber VISTA-Expression in Tumorzellen berichtet.

Die initiale und lange Zeit vorherrschende Hypothese, dass VISTA nur von TIL, nicht
aber von den Tumorzellen innerhalb der Tumormikroumgebung exprimiert wird, ha-
ben viele Studien belegt (Le Mercier et al., 2014, Lines et al., 2014a, Le Mercier et
al., 2015, Kuklinski et al., 2018). Diese Hypothese wird durch Experimente an nicht
hamatopoetischen humanen Tumorzelllinien gestutzt, in denen keine VISTA-mRNA
in Tumorzellen gefunden wurde (Human Cell Line MTC Panel; Clontech). AuRerdem
ist in den untersuchten humanen Kolonkarzinomen die VISTA-Proteinexpression

auch auf die infiltrierenden CD11b+ Zellen begrenzt (Lines et al., 2014b).

Kuklinski und Mitarbeiter berichteten Uber die VISTA-Expression bei humanen ma-
lignen Melanomen und fanden heraus, dass die Expression innerhalb der Mikroum-
gebung des Tumors Ahnlichkeiten zu der im Normalgewebe aufweist. VISTA war
auf den myeloischen Zellen, wie Monozyten, Granulozyten und Makrophagen stark
exprimiert, weniger stark dagegen auf den T-Zellen, und Tumorzellen waren VISTA-
negativ. Diese Beobachtung steht im Einklang mit ihrem unverdéffentlichten Ergeb-
nis, dass VISTA-Positivitat nur in einer von insgesamt 27 Melanom-Zelllinien nach-
weisbar war (Kuklinski et al., 2018). Ahnliche Ergebnisse zum Melanom, beispiel-
weise die VISTA-Expression auf Lymphozyten, wurden in verschiedenen Studien
erzielt. Die VISTA-Expression stieg sogar nach einer NCR-Therapie noch weiter an
(Kakavand et al., 2017).

Nach diesen initialen Veroéffentlichungen, in denen die Expression nur auf den Im-
munzellen, nicht aber auf den Tumorzellen beschrieben wurde, wurden mehr und
mehr wissenschaftliche Arbeiten publiziert, die die Expression auch auf den malig-
nen Zellen selbst zeigten. Beispielweise konnte eine signifikante Oberflachenex-
pression von VISTA auf zirkulierenden Leukamiezellen im peripheren Blut von Pa-
tienten mit akuten myeloischen Leukdmien (AML) detektiert werden. VISTA war
dabei auf Monozyten und auf den myeloischen leukamischen Blasten stark, mit

schwacher Intensitat dagegen auf den CD8- und CD4-T-Zellen und auf den Tregs
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exprimiert. Wang und Mitarbeiter erklaren dieses Ergebnis mit der myeloischen Ab-
stammung der AML und mit dem bekannten Ergebnis, dass VISTA stark auf myelo-
ischen Zellen exprimiert ist (Wang et al., 2018a). Jedoch stammt die erste Beschrei-
bung der VISTA-Expression auf menschlichen Tumorzellen von Bodger und
Mitarbeitern. Es ist gleichzeitig die erste Evaluation von VISTA in einer grof3en Ko-
horte von humanen Tumoren (n=464 GC-Patienten). VISTA wurde hier jedoch auch
in starkem Umfang von den Immunzellen (83,6 % in primaren Tumoren, 42,9 % in
Lebermetastasen) exprimiert. Die VISTA-Expression in den Tumorzellen war dage-
gen nur in einem kleinen Teil der Tumoren nachweisbar (In 8 % der primaren Tum-
orgewebe und in 14,3 % in den Lebermetastasen) (Boger et al., 2017). Eine mdgli-
che Ursache daflr, warum in den friheren GC-Zelllinien-Studien keine VISTA-
Expression gefunden wurde (Oliveira et al., 2016), kdnnte die geringe Positivitats-
rate sein, so dass moglicherweise groflere Patienten-Kohorten untersucht werden

mussen, um Tumorzellpositivitat nachweisen zu kdnnen (Boger et al., 2017).

In einer weiteren Studie konnte VISTA-Expression auf den Tumorzellen bei Kolo-
rektalkarzinomen demonstriert werden. Xie und Mitarbeiter untersuchten 28 Klini-
sche Kolorektalkarzinom-Proben auf VISTA-Proteinexpression. Die VISTA-
Expression war im Vergleich zum paratumoralen und normalen Gewebe intratumo-
ral erhoht. Die Mehrheit der VISTA-exprimierenden Zellen war jedoch CD45-positiv.
Dieses Ergebnis ist im Einklang mit Ergebnissen der initialen Studien, in denen eine
VISTA-Expression lediglich von TIL beschrieben wurde. Nichtsdestotrotz exprimier-
ten auch CD45--Panzytokeratin+-Zellen VISTA. Dieses Ergebnis indiziert, dass die
Kolorektalkarzinom-Tumorzellen selbst VISTA exprimieren kdnnen. Diese Studie ist
die erste Demonstration einer eindeutigen VISTA-Expression in den Tumorzellen
eines Teils der Patienten. Dieses Ergebnis weist gleichzeitig darauf hin, dass wahr-
scheinlich nur bestimmte Tumorzellen VISTA exprimieren (Xie et al., 2018). Diese
Beobachtungen kénnten auch mit dem Einfluss der verschiedenen Immunzellen in
der Mikroumgebung der Tumorzellen oder mit z. B. hypoxischen Bedingungen in

bestimmten Tumorbereichen assoziiert sein.

In den letzten Jahren wurde VISTA-Expression von Tumorzellen dann zunehmend
bei verschiedenen Tumorentitaten nachgewiesen: z. B. beim Ovarialkarzinom (Liao
et al., 2018), beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Villarroel-Espindola et al.,
2018), beim Melanom (Edwards et al., 2019), beim Mammakarzinom (Zong et al.,

2020a) oder beim hepatozellularen Karzinom (Zhang et al., 2018). Letztere ist
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gleichzeitig die erste Studie, die Uber vergleichbar hohe Expression in Immun-
(16,9%) und Tumorzellen (16,4%) berichtet (Zhang et al., 2018).

Zusammenfassend ist VISTA-Expression bei Tumorerkrankungen haufig vor allem
innerhalb der Tumormikroumgebung zu beobachten. Die initiale Hypothese, dass
VISTA nur auf den TIL exprimiert ist, wird zwar durch mehrere Arbeiten gestitzt,
jedoch scheinen Immunzellen innerhalb der Tumormikroumgebung VISTA vor allem
mit starkerer Intensitat zu exprimieren als Tumorzellen. Es kdnnte auch maglich
sein, dass myeloische hamatologische Tumorzellen, aufgrund der VISTA-
Expression bereits in ihren Ursprungszellen VISTA-Positivitat haufiger und in star-
kerer Intensitat aufweisen als solide Tumoren. Des Weiteren weisen einige der vor-
gestellten Studien darauf hin, dass die bisher untersuchten Tumorentitaten, in de-
nen keine VISTA-Expression der Tumorzellen selbst gezeigt wurde, (z. B. beim
Harnblasenkarzinom (LeMercier et al., 2014) bei einer gréReren Probenanzahl mit
verschiedenen Tumorzelltypen/Tumorzelllinien eine VISTA-Expression aufweisen
konnten.“ (Fuchs, 2020)

11.2 Tabelle 23: Isolierte CTC-Kandidaten-Zellen

Tabelle 23: Isolierte CTC-Kandidaten-Zellen

Gepickte CD45 CD41 PD-L1 Keratine/TROP-2 Patient:in
Zelle

001 negativ  negativ 1+ 1+ 24
002 negativ | negativ 1+ 1+ 24
003 negativ | negativ 1+ 1+ 28
004 negativ  negativ 1+ 1+ 28
005 negativ  negativ negativ | negativ 4
006 negativ  negativ negativ  negativ 4
007 negativ  negativ negativ  negativ )
008 negativ  negativ negativ | negativ 5
009 negativ  negativ negativ. 1+ 5
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Gepickte CD45 CD41 PD-L1 Keratine/TROP-2 Patient:in
Zelle

010 negativ  negativ 1+ 1+ 5
011 negativ | negativ 1+ 1+ 42
012 negativ | negativ negativ.  negativ 42
013 negativ  negativ negativ | negativ 42
014 negativ  negativ 1+ 1+ 42
015 negativ | negativ 1+ 1+ 42
016 negativ | negativ 1+ 1+ 42
017 negativ  negativ 1+ 1+ 42
018 negativ | negativ negativ  negativ 42
019 negativ | negativ negativ.  negativ 42
020 negativ  negativ 1+ 1+ 42
021 negativ  negativ 1+ 1+ 42
022 negativ | negativ 1+ 1+ 36
023 negativ | negativ 1+ 1+ 36
024 negativ  negativ 1+ 1+ 64
025 negativ | negativ 1+ 1+ 64
026 negativ | negativ negativ | negativ 44
027 negativ  negativ 1+ 1+ 44
028 negativ  negativ 1+ 1+ 44
029 negativ  negativ 1+ 1+ 44
030 negativ  negativ 1+ 1+ 44
031 negativ  negativ 1+ 1+ 60
032 negativ  negativ negativ. 1+ 52
033 negativ | negativ 1+ 3+ 62
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Gepickte CD45 CD41 PD-L1 Keratine/TROP-2 Patient:in
Zelle

034 negativ  negativ 1+ 3+ 62
035 negativ | negativ 1+ 3+ 62
036 negativ | negativ 1+ negativ 62
037 negativ  negativ 1+ negativ 62
038 negativ  negativ negativ 3+ 62
039 negativ | negativ 1+ 2+ 62
040 negativ | negativ negativ.  negativ 63
041 negativ  negativ 1+ 1+ 63
042 negativ | neg.evtl 1+ 1+ 48

1+

043 negativ  negativ 1+ 1+ 48
044 negativ  negativ 1+ 1+ 48
045 negativ | negativ 1+ 1+ 48
046 negativ | negativ 1+ 1+ 48
047 negativ  negativ 1+ 1+ 55
048* negativ  negativ 1+ 2+ 36
049* negativ  negativ 1+ 2+ 36
050" negativ  negativ 38
051* negativ  negativ 39
052* negativ | negativ 39
053* negativ  negativ negativ | 2+ 43

*Zellen wurden durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation angereichert.
Die nicht mit *-gekennzeichneten Zellen stammen aus der Anreicherung mit Parsortix.
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