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Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom wird bei 75 % der Patientinnen erst in einem fortgeschrittenen
Stadium (FIGO Stadium III und IV) diagnostiziert, da es keine Frithsymptome zeigt und
sensitive  Tumormarker bislang nicht verfigbar sind. In diesen spéten
Krankheitsstadien hat sich der Tumor bereits im Peritoneum ausgebreitet, welches eine
umfangreiche chirurgische Behandlung und eine aggressive Chemotherapie notwendig
macht. Bislang fehlen Parameter, die ein Wiederauftreten der Krebserkrankung und das
Ansprechen auf die Chemotherapie anzeigen. Ziel ist es, den Therapieerfolg zum
Zeitpunkt der Diagnose zu prognostizieren. So kann die Therapie der einzelnen
Patientinnen auf die Aggressivitat und Resistenz des Tumors hin angepasst werden. Der
Nachweis und die molekulare Charakterisierung von im Blut zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) konnte hierbei einen wichtigen Beitrag leisten und helfen, den
Mechanismus der intraperitonealen Ausbreitung sowie der Fernmetastasierung des
Ovarialkarzinoms besser zu verstehen.

In dieser Arbeit wurden CTCs im Blut von Patientinnen mit Ovarialkarzinom durch
Dichtegradientenzentrifugation sowie auf einer EpCAM (epitheliales Zelladh#sions-
molekiil)-basierenden Zellseparation angereichert. Der CTC Nachweis erfolgte iiber
epithelspezifische Zytokeratinproteine (CK 5/7/8/18). Zum Zeitpunkt der Operation
wurden in 3,6 % (5 von 139) der Proben CTCs nachgewiesen, wihrend sechs Monate
nach Therapie in keiner (0 von 56) der Proben CTCs detektiert wurden. Die niedrigen
Detektionsraten sowie die Expressionsergebnisse der Markerantigene von Primartumor,
Metastasen und Asziteszellen deuten darauf hin, dass die CTCs die Protein-Expression
der epithelialen Marker verlieren und somit der Detektion entgehen kénnen. Daher
wurde in dieser Arbeit erfolgreich eine neue Methode fir den Nachweis von CTCs
etabliert, indem auf die EpCAM-basierende Anreicherung verzichtet wurde. Mit Hilfe
der optimierten Nachweismethode wurden die CTCs durch mehrere Markerantigene
(Zytokeratin 5/7/8/18, EpCAM, HER-2, EGFR, EMA) detektiert. Aufgrund der deutlich
verbesserten Sensitivitdt erhohten sich die Detektionsraten auf 26,3 % (30 von 112) fiir
die Proben zum Zeitpunkt der Operation und auf 7,6 % (6 von 79) fiir die Proben sechs
Monate nach Therapie.

Es zeigte sich, dass zum Zeitpunkt der Operation der positive CTC-Status signifikant
mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen korrelierte (p-Wert: 0,006), was die
klinische Relevanz der CTCs fiir die Fernmetastasierung des Ovarialkarzinoms belegte.

In Blutproben, die sechs Monate nach der Therapie abgenommen wurden, war der
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positive CTC-Status signifikant mit einem kiirzeren krankheitsfreien Uberleben
assoziiert (p-Wert 0,0001).

Fiur die Untersuchung genetischer Aberrationen wurden Fluoreszenz in situ
Hybridisierungs-Analysen (FISH-Analysen) fiir die Chromosomenbereiche 3q26 und
8q24 durchgefiihrt. Diese Abschnitte eignen sich besonders, da in therapieresistenten
Tumoren fiir diese Bereiche hiufig ein chromosomaler Zugewinn vorliegt. Anhand der
FISH-Analysen konnte gezeigt werden, dass die immunzytochemisch detektierten Zellen
genetische Aberrationen aufwiesen, was den malignen Ursprung dieser Zellen
bestétigte. AuBBerdem wurden Zellen mit chromosomalem Zugewinn identifiziert, welche
die Markerproteine nicht exprimierten. Somit zeigte sich, dass eine Subpopulation der
CTCs die epithelialen Marker nicht exprimieren.

Aufgrund der hohen Anzahl von CTCs einer Probe konnten diese beziiglich der
Expression der Markerproteine untersucht werden. Es zeigte sich, dass die CTCs nicht
alle Markerproteine exprimierten und heterogen bezliglich der Proteinexpression waren.
Uber 90 % der CTCs dieser Probe waren negativ fir EpCAM, wihrend der kleinere
Anteil EpCAM schwach exprimierte. Der Phénotyp der Zellen der Metastasen mit
geringer EpCAM-Expression entsprach dem Grofteil der CTCs und belegte somit die
Hypothese, dass die EpCAM-Expression der CTCs beim Ovarialkarzinom nicht stabil ist.
In dieser Arbeit wurden vergleichende Studien im Mausmodell durchgefithrt. Im Blut
von SCID-Mé&usen, die nach Xenotransplantation von Zellen der Ovarialkarzinom-
zelllinie SK-OV-3 Tumore im Peritoneum gebildet hatten, konnten ebenfalls CTCs
nachgewiesen werden. Diese waren genau wie die CTCs der humanen Proben heterogen
bezuglich des chromosomalen Bereiches 3q26 und groBtenteils negativ fiir EpCAM. Dies
spiegelte sich auch in den peritonealen Tumoren wider, die fast vollstédndig kein EpCAM
exprimierten.

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass die CTCs sehr heterogen beziiglich
chromosomalen Verdnderungen und der Proteinexpression sind. Vergleichend mit Zellen
des Primartumors, scheinen die epithelialen Marker, insbesondere EpCAM, in CTCs
vermindert vorzuliegen. In dieser Arbeit konnten somit erstmalig die CTCs des
Ovarialkarzinoms genotypisch als auch phéanotypisch vergleichend mit Priméartumor,
Metastasen und Asziteszellen charakterisiert und ihre klinische Relevanz untersucht
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen maligeblich dazu bei, das Wissen uber die
Bedeutung sowie die klinische Relevanz der CTCs und die Disseminierung beim

Ovarialkarzinom zu erhohen.

- II1 -



Abkiirzungsverzeichnis

AB-Serum
APAAP
ATP

bp

CA 125
ca.
CD45
CK
CTC
Cy3
DAB
DAPI
ddNTPs
DMEM
DMF
DMSO
DNA
dNTPs
DPBS
DTC
dUTPs
EDTA
EGF
EGFR
EMA
EMT
EpCAM
evtl.
FDA
FGF-b
FIGO
FISH
FKS

g

G

G1

G2

G3

h

HE
HER-2
HRP
ICC
IST

LB

humanes Serum der Blutgruppe AB
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
Adenosintriphosphat

Basenpaare (base pairs)

Cancer-Antigen 125

circa

cluster of differentiation 45, Leukozytenantigen
Zytokeratin

zirkulierende Tumorzelle (circulating tumor cell)

Cyanine Dye 3

3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

4' 6-Diamidin-2-phenylindol
Didesoxyribonukleosidtriphosphate

Dulbecco’s Modified Fagle's Medium

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxids

Desoxyribonukleinsiure (desoxyribonucleic acid )
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Dulbeccos'’s phosphate buffered saline

disseminierte Tumorzelle (disseminated tumor cell)
Desoxyuridintriphosphat

Ethylendiamintetraacetat

epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor)
epitheliale Membranantigen

Epitheliale-Mesenchymale Transition (epithelial-mesenchymal transition)
epitheliale Zelladhisionsmolekiil (epithelial cell adhesion molecule)
eventuell

Food and Drug Administration

fibroblast growth factor-basic

Feéderation Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
Fluoreszenz in situ Hybridisierung

fetales Kalberserum,

Gramm

Grading

hoch differenzierte Tumore

maBig differenzierte Tumore

gering beziehungsweise undifferenzierte Tumore

Stunde

Héamatoxylin-Eosin

epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 (epidermal growth factor receptor 2)
Meerrettichperoxidase

Immunzytochemie (immuncytochemistry)

Insulin, Selen, Transferrin

lysogeny broth

-IV-



LMP
LOH

mOsm
MRD
MUC-1

NCBI
ng

nm

oD
OVCAD
PAC
PBS
PCR
PFA
PSA
p-Wert
rpm

RT-PCR

SCID
SPSS
SSC

TAE
TB
TBST
TEC
TMAC
TNM

Tris
UKE

Xg
Zent.

niedrigem malignen Potential

Verlust der Heterozygositit (Loss of Heterzygosity)
Metastasen-Status

Molar

Mikrogramm

Minuten

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Mikromolar

Mikrometer

Milliosmol

minimale residuale Krebserkrankung (minimal residual disease)
Mucin 1, entspricht EMA

Normal

Lymphknoten-Status (Nodes)

National Center for Biotechnology Information
Nanogramm

Nanometer

optischen Dichte

Ovarian Cancer Diagnosis

P1 abgeleitetes artifizielles Chromosomen (PI-derived artificial chromosome)
phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Paraformaldehyd

prostataspezifische Antigen
Wahrscheinlichkeits-Wert (probability)
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
Sekunde

severe combined immunodeficiency

Statistical Package for the Social Sciences
saline-sodium citrate

Tumor-Status

Tris-Acetat-EDTA

Terrific Broth

Tris-Buffered Saline mit Tween 20

Tris, EDTA, Citrat

Tetramethylammoniumchlorid

Tumor-, Lymphknoten-, Metastasen-Status
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Units

Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Volt

Mehrfaches der Gravitation

Zentromer



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen

1.2 Eierstockkrebs
1.2.1 Epidemiologie
1.2.2 Histologische Klassifikation des Eierstockkrebses
1.2.3 Diagnostik, Therapie und Prognose

1.2.4 Ursprung des Ovarialkarzinoms

1.3 Metastasierung
1.3.1 Metastatische Kaskade
1.3.2 Minimale residuale Krebserkrankung
1.3.3 Metastasierung beim Ovarialkarzinom

1.3.4 Methoden zur Detektion von zirkulierenden Tumorzellen
1.4 Die OVCAD-(Ovarian Cancer Diagnosis) Studie

1.5 Aufgabenstellung

2 Material

2.1 Patientenproben

2.2 SCID-Xenograft-Mausproben
2.3 Zelllinien

2.4 Chemikalien und Bioreagenzien
2.5 Kiuflich erworbene Kits

2.6 Antikérper und Streptavidin

2.7 Enzyme
2.7.1 Restriktionsendonukleasen

2.7.2 Polymerase Kettenreaktion
2.8 PAC-Klone und FISH- Sonden
2.9 Oligonukleotide

2.10 Puffer, Losungen und Medien
2.10.1 Allgemeine Puffer und Losungen
2.10.2 Puffer und Losungen fir die Immunzytologie
2.10.3 Puffer und Losungen fir Immunhistochemie
2.10.4 Puffer und Losungen fir FISH-Analysen
2.10.5 Puffer und Lésungen fiir molekularbiologische Methoden
2.10.6 Nahrmedien fiir Bakterien
2.10.7 Zellkulturmedien fur eukaryotische Zellen

-VI-

BwWw R RN

10
12

14

15

17

17
18
18
18
21
21

22
22
22

23
23

23
24
24
26
26
27
28
28



2.10.8 Dichtegradientenmedien

2.11 Laborgeréte
2.11.1 Allgemeine Laborgerite
2.11.2 Zentrifugen und Zubehor
2.11.3 Mikroskope und Zubehor

2.12 Verbrauchsmaterial

2.13 Verwendete Programme und Datenbanken

3 Methoden

3.1 Anreicherung und Detektion von zirkulierenden Tumorzellen aus peripherem Blut
3.1.1 Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen aus peripherem Blut von
Ovarialkarzinompatientinnen durch Dichtegradientenzentrifugation
3.1.2 Automatisierte immunmagnetische Anreicherung von CTCs durch das CellSearch™ Profile
Kitunter Verwendung des CellTracks® AutoPrep Systems
3.1.3 Isolierung von SK-OV-3 CTCs aus dem Blut von SCID-Xenograft-Mausen durch Ficoll-
Paque™ Plus Dichtegradientzentrifugation
3.1.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauerzdhlkammer
3.1.5 Anfertigung von Zytospinpraparaten
3.1.6 Immunzytochemisches Protokoll zur Detektion von CTCs unter Verwendung von anti-
Zytokeratin Antikérpern
3.1.7 Immunzytochemisches Protokoll zur Detektion von CTCs unter Verwendung eines
Antikorpercocktails
3.1.8 Immunzytochemisches Protokoll zur Detektion von SK-OV-3 CTCs der SCID-Xenograft-
Maus-Proben unter Verwendung von HER-2- und EpCAM-Antikérpern

3.1.9 Auswertungsprotokoll der immunzytochemischen Detektion von CTCs aus peripherem Blut

3.2 Immunzytochemische Charakterisierung der CTCs aus peripherem Blut und Asziteszellen
3.2.1 Immunzytochemische Fluoreszenzdoppelfarbung zur Charakterisierung der CTCs
3.2.2 Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Farbung

3.3 Immunhistologische Analysen von Diinnschnitten aus in Paraffin eingebettetem Gewebe
3.3.1 Anfertigung von Mikrotomschnitten
3.3.2 Deparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte
3.3.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten
3.3.4 Vorbehandlung der Gewebeschnitte fiir die Immunhistochemie
3.3.5 Nachweis der Antikoérperbindung unter Verwendung des DAKO REAL™ Detection System
Kits
3.3.6 Nachweis der Antikoérperbindung unter Verwendung des DAKO REAL™ EnVision™
Detection System Kits

3.3.7 Protokoll zur Zellkernfarbung mittels Mayers Hamalaunlésung

3.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung
3.4.1 Isolierung der PAC-DNA zur Herstellung der FISH-Sonden

- VII -

29

29
29
30
31

31

32

33

33

33

34

35
36
37

37

39

41
42

43
43
44

46
46
47
47
47

49

50
51

51
51



3.4.2 Fluoreszenzmarkierung der FISH-Sonden

3.4.3 FISH an Zytospinpriaparaten fir die Chromosomenbereiche 3¢q26 und 8q24

3.4.4 FISH an Paraffingewebeschnitten von Karzinomgewebe fiir den Chromosomenbereich 3q26
und 8q24

3.4.5 Protokoll zur Auswertung der FISH-Analysen

3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Isolierung genomischer DNA
3.5.2 Bestimmung der DNA Konzentration mittels NanoDrop ND-1000-Spektrometer
3.5.3 Amplifikation von DNA durch Polymerase Kettenreaktion
3.5.4 Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsduren
3.5.5 Restriktionsspaltung von DNA
3.5.6 DNA Sequenzierung
3.5.7 Aufreinigung von DNA

3.6 Zellkulturmethoden
3.6.1 Kultivierung von Tumorzelllinien und Asziteszellen

3.6.2 Kryokonservieren und Auftauen von Zellen

3.7 Statistische Auswertung

4 Ergebnisse

4.1 Darstellung der Verfahren zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen im Blut von
Ovarialkarzinompatientinnen
4.1.1 Etablierung eines zweistufigen Protokolls aus Dichtegradienten-zentrifugation und
immunmagnetischer Zellseparation
4.1.2 Optimierung des Protokolls zur immunzytochemischen Detektion von Zytokeratin

exprimierenden Zellen durch Antigendemaskierung

4.2 Anwendung des optimierten Protokolls zur Detektion von CTCs in Blutproben eines

Patientenkollektives mit rezidiviertem Ovarialkarzinom

4.3 Detektion von CTCs in Blutproben der OVCAD-Studie von Patientinnen mit primédrem
Ovarialkarzinom
4.3.1 Analyse der Blutproben der OVCAD-Studie von Patientinnen mit primédrem Ovarialkarzinom
4.3.2 Statistische Auswertung des CTC Nachweises in Korrelation mit klinischen Daten und dem

Therapieverlauf

53
53

55
57

58
58
58
59
60
60
61
63

64
64
65

66

67

67

67

69

70

72
72

73

4.4 Analyse der Protein-Expression der epithelialen Proteine EpCAM und Zytokeratin von priméren und

kultivierten Asziteszellen des Ovarialkarzinoms

76

4.5 Verwendung eines SCID-Maus-Xenograft-Modells zur Untersuchung des Phénotyps der himatogen

disseminierten CTCs beim Ovarialkarzinom
4.5.1 Immunzytochemische Detektion von SK-OV-3 CTCs aus dem Blut von SCID-Xenograft-
Maéusen
4.5.2 Bestitigung des Nachweises von SK-OV-3 CTCs im Blut der SCID-Xenograft-Méduse durch

Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-Analysen

- VIII -

79

79

81



4.6 Detektion von CTCs in Blutproben der OVCAD-Studie von Patientinnen mit primédrem
Ovarialkarzinom durch Verwendung eines modifizierten Detektionsprotokolls 85
4.6.1 Optimierung des Protokolls zur immunzytochemischen Detektion der CTCs durch
Verwendung eines Antikorpercocktails 86
4.6.2 Analyse von Blutproben der OVCAD-Studie unter Verwendung des modifizierten Protokolls 88

4.6.3 Statistische Auswertung des CTC Nachweises unter Verwendung des modifizierten

Protokolls in Korrelation mit klinischen Daten und dem Therapieverlauf 90
4.6.4 Detektion von nicht klar einzuordnenden fraglichen Zellen und ihre klinische Bedeutung 95
4.7 Nachweis von chromosomalen Zugewinnen in CTCs durch FISH-Analysen 97
4.7.1 Evaluierung der FISH-Sonden durch Analysen an Leukozyten von gesunden Spendern 98
4.7.2 FISH-Analysen an immunzytochemisch durch den Antikérpercocktail detektierten CTC
positiven Proben der OVCAD-Studie 100
4.7.3 Bestitigung von immunzytochemisch schwach positiv detektierten CTCs aus den Blutproben
einer Patientin beider Zeitpunkte Q und H durch FISH-Analysen 101
4.7.4 FISH-Analyse einer Probe mit immunzytochemisch als fraglich klassifizierten Zellen 103

4.8 Analysen der chromosomalen Aberrationen der Bereiche 3926 und 8q24 der CTCs der Probe
B151@) im Vergleich zum Primértumor 104

4.9 Analysen der Antigenexpression und chromosomalen Aberrationen der CTCs der Probe HO71@Q

im Vergleich zum Primértumor, Metastasen und Asziteszellen 106
4.9.1 Immunzytochemische Charakterisierung der CTCs 107
4.9.2 Vergleich der Protein-Expression von EpCAM und Zytokeratin von Primartumor, Milz-
und Lebermetastase 109
4.9.3 Vergleichende FISH-Analysen der Bereiche 3q26 und 8924 zwischen CTCs, Primértumor,
Milz- und Lebermetastasen und Asziteszellen 110

4.9.4 Nachweis einer tumorspezifischen Mutation des p53-Gens aus genomischer DNA der

Blutprobe HO71Q 114

& Diskussion 118
8.1 Bedeutung der himatogenen Disseminierung beim Ovarialkarzinom 119
6.2 Diskussion der Methoden zum Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen 120

5.2.1 Urspriingliches, zweistufiges Protokoll mit EpCAM und Zytokeratin als Detektionsmarker 120

5.2.2 Modifiziertes einstufiges Protokoll zur Detektion von CTCs durch Verwendung eines

Antikoérpercocktails 122
5.3 Diskussion der Detektionsrate von CTCs im peripheren Blut beim Ovarialkarzinom 123
5.4 Prognostische Bedeutung von CTCs im peripheren Blut beim Ovarialkarzinom 126
5.5 Bedeutung der Detektion von nicht klar einzuordnenden fraglichen Zellen 128
5.6 Phénotypische und genotypische Heterogenitét der CTCs beim Ovarialkarzinom 130

5.6.1 Heterogenitét der Expression der Markerproteine zur Detektion der CTCs 130

5.6.2 Heterogenitéat von chromosomalen Zugewinnen in CTCs 132

-IX-



5.7 Diskussion des Fallbeispiels HO71 zur Untersuchung der himatogenen Disseminierung des

Ovarialkarzinoms 134
5.8 Mogliche himatogene Disseminierungswege beim Ovarialkarzinom 136
5.9 Ausblick 137
6 Literaturverzeichnis 139
7 Abbildungsverzeichnis 145
8 Tabellenverzeichnis 147
9 Anhang 149
9.1 p53-Sequenz der PCR-Amplifikate 149
9.2 Aligment der Sequenz von Exon 8 des p53-Gens 150
9.3 Klinische Daten des Patientenkollektives der OVCAD-Studie 150
10 Danksagung 152
11 Eidesstattliche Versicherung 153



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen

Krebserkrankungen sind nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die hé&ufigste
Todesursache in den westlichen Industrieldandern. Jedes Jahr werden in Europa etwa
3 Millionen Krebsfille neu diagnostiziert und etwa 1,7 Millionen Menschen versterben
jahrlich an den Folgen der Krebserkrankung. Solide Tumore, die von epithelialen
Geweben abstammen, reprasentieren den Hauptanteil mit ungefahr 2,7 Millionen neu
diagnostizierten Krebsfillen in Europa pro Jahr (Ferlay et al, 2010). Krebs bezeichnet
eine Gruppe von bosartigen Erkrankungen, die aus unkontrollierten Teilungen von
Zellen resultieren. Die Zellen dieser entstandenen Tumore haben die Fahigkeit erlangt,
der Wachstumskontrolle des Organismus zu entgehen. Komplexe Basisprozesse wie
Zellteilung, Apoptose und Zellmigration sind fehlreguliert. Maligne Tumore wachsen
invasiv, indem sie die normalen Gewebebarrieren iiberwinden und in umliegende
Gewebe eindringen. Weiterhin sind sie in der Lage, in entfernte Organe zu streuen, sie

metastasieren (Wagener und Miiller, 1999).

1.2 Eierstockkrebs

1.2.1 Epidemiologie

Eierstockkrebs ist die finft hdufigste Krebstodesursache und die haufigste Todesursache
bei gynédkologischen Malignomen. In Deutschland erkranken jdhrlich ungefiahr 9.600
Frauen neu an einem malignen Tumor der Eierstocke. Das Lebenszeitrisiko einer Frau
an Eierstockkrebs zu erkranken, liegt etwa bei 1,8 % (Robert-Koch-Institut und
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2008).

1.2.2 Histologische Klassifikation des Eierstockkrebses

Die histologische Klassifikation von Ovarialtumoren durch die Weltgesundheits-
organisation (World Health Organization, WHO) basiert auf der Histogenese der
Eierstocke (Scully, 1975). Aufgrund ihrer Abstammung werden die Neoplasien des Ovars
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1 Einleitung

in epitheliale, Stroma- und Keimzelltumore Kklassifiziert. Des Weiteren erfolgt eine
Einteilung aller Neoplasien in gut- (benigne) und bésartige (maligne) Tumore sowie
Borderline-Tumore (Tumore mit niedrigem malignen Potential (LMP)) (Kaku et al,
2003; Kaufmann et al, 2006). Aus histologischer Sicht sind Ovarialtumore sehr
heterogen. Etwa zweidrittel aller Ovarialneoplasien sind epithelialen Ursprungs. Die
epithelialen Tumore, die Karzinome, machen mit etwa 85-90 % den Hauptanteil der
malignen Ovarialtumore aus. Aufgrund der vorherrschenden Differenzierung der
Tumorzellen werden die Tumore weiter unterteilt (Soslow, 2008). Die vier haufigsten
histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms sind serdse, muzintse, endometrioide

und Klarzellkarzinome (siehe Tabelle 1.1) (Seidman et al, 2004; Kaufmann et al, 2006).

Tabelle 1.1: Histologische Subtypen des Ovarialkarzinoms.

Histologische Subtypen Histologische Ahnlichkeit Haufigkeit
Seroser Tumor Tubenepithel 50-85 %
Muzinéser Tumor Endozervix 3-20 %
Endometrioider Tumor Endometrium 8-19 %
Klarzelliger (= hellzelliger) Tumor  Mesonephroid ca. 5%
Transitionalzelliger Tumor Urothel sehr selten
Undifferenzierter Tumor keine 5-30 %

Die Vielfalt im Erscheinungsbild ist Ausdruck der verschiedenen Differenzierungs-
potenzen des Zolomepithels, von dem das Oberflichenepithel des Ovars abstammt
(Auersperg et al, 2001). Mit etwa 50-85 % der Ovarialkarzinome kommen serdse
Tumore am héufigsten vor (Seidman et al, 2004). Serése Ovarialtumore sind
gekennzeichnet durch zystische Hohlrdume, die von einem serdsen Epithel ausgekleidet
und mit gelblicher Flussigkeit gefiillt sind. Sie zeichnen sich durch eine frithzeitige
Ausdehnung tUber das ganze Abdomen sowie durch eine frihe lymphatische
Metastasierung aus (Meerpohl und Arbeitsgemeinschaft fiir Gynikologische Onkologie,
1993). Nach histopathologischem Grading unterscheiden sich die Tumore in hoch
differenzierte (G1), maBig differenzierte (G2) wund gering beziehungsweise
undifferenzierte (G3) Tumore. Ovarialkarzinome werden mittels TNM- (Tumor-,
Lymphknoten-, Metastasen-Status) und FIGO- (Fédération Internationale de
Gynécologie et d'Obstétrique) Klassifikation eingeteilt (Pecorelli et al, 1999). Die FIGO-
Klassifikation ist eine klinische Stadieneinteilung gynédkologischer Tumore basierend
auf Lokalisation und Ausdehnung. Eine Ubersicht zur Stadieneinteilung gibt

Tabelle 1.2.
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Tabelle 1.2: Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms (TNM-Klassifikation und FIGO-Stadium).

TX: Priméartumor kann nicht beurteilt werden; T0: kein Primartumor; T1: Tumor begrenzt auf Ovarien;
T2: Tumor befillt ein Ovar oder beide Ovarien und breitet sich im Becken aus; T3: Tumor beféllt ein Ovar
oder beide Ovarien, mit mikroskopisch nachgewiesenen Peritonealmetastasen aullerhalb des Beckens;
MX: Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden; MO: Keine Fernmetastasen; M1: Fernmetastasen;
NX: Regionédre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden; NO: Keine regionédre Lymphknotenmetastasen;
N1: Regionidre Lymphknotenmetastasen (Verdndert nach Kaufmann et al, 2006).

TMN- FIGO-

Klassifikation Stadium Befundsituation

T1, NO, MO I Tumor begrenzt auf Ovarien

T1a, NO, MO IA Tumor auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt, kein Tumor auf der Oberfliche
des Ovars

T1b, NO, MO 1B Tumor auf beide Ovarien begrenzt, Kapsel intakt, kein Tumor auf der
Oberfléache beider Ovarien

T1c, NO, MO IC Tumor begrenzt auf ein Ovar oder beide Ovarien mit Kapselruptur, Tumor an
Ovaroberflache oder maligne Zellen im Aszites oder bei Peritonealspiilung

T2, NO, MO II Tumor befillt ein Ovar oder beide Ovarien und breitet sich im Becken aus

T2a, NO, MO ITA Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder Tube(n)

T2b, NO, MO 1IB Ausbreitung auf andere Beckengewebe

T2¢c, NO, MO IIC Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne Zellen im Aszites oder bei
Peritonealspiillung

T3, NO, MO; 111 Tumor befillt ein Ovar oder beide Ovarien, mit mikroskopisch nachgewiesenen

oder jedes T, Peritonealmetastasen aullerhalb des Beckens und/oder regioniren

N1, MO Lymphknotenmetastasen

T3a, NO, MO IIIA Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens

T3b, NO, MO I1IB Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, grofite
Ausdehnung <2 cm

T3c, NO, MO; IIIC Peritonealmetastasen jenseits des Beckens oder N1, groffite Ausdehnung > 2 cm

oder jedes T, und/oder regiondre Lymphknotenmetastasen

N1, MO

jedes T und v Fernmetastasen (ausgenommen Peritonealmetastasen)

N, M1

1.2.3 Diagnostik, Therapie und Prognose

Es gibt bislang keine effektive Screening-Methode, um das Ovarialkarzinom in einem
frithen Krankheitsstadium diagnostizieren zu kénnen (Joyner und Runowicz, 2009).
Gerade bei dem Ovarialkarzinom ist die Wirksamkeit klassischer Diagnoseverfahren
sehr eingeschrankt. Zwar wird seit einigen Jahren als Tumormarker das Glycoprotein
CA 125 (Cancer-Antigen 125) im Serum der Patientinnen zur Diagnose herangezogen,

doch ist dessen Aussagekraft limitiert (Nossov et al, 2008). Der Marker CA 125 ist zwar
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hilfreich fir die Kontrolle des Therapieansprechens aber zu unspezifisch fir die
Frithdiagnose (van der Burg et al, 1992). Da die Erkrankung im frithen Stadium in der
Regel keine Beschwerden verursacht und eine effektive Screnning-Methode zur
Diagnose frither Krankheitsstadien nicht existiert, wird das Ovarialkarzinom meist
diagnostiziert, wenn die Erkrankung nicht mehr auf die Ovarien beschrankt ist. Erst in
spaten Krankheitsstadien, wenn der Bauchumfang der Patientinnen infolge des Tumor-
wachstums sowie durch das hiufige Vorkommen von reichlich Aszitesfliissigkeit (Erguss
in der freien Bauchhohle) zunimmt und daraus folgend Beschwerden auftreten, wird das
Ovarialkarzinom diagnostiziert. Bei etwa 75 % der Betroffenen erfolgt die Diagnose erst
in einem sehr spiten Stadium (FIGO III und IV) (Marsden et al, 2000). Diese spit
diagnostizierten Patientinnen haben eine schlechte Krankheitsprognose, etwa 75 %
versterben innerhalb fiinf Jahre nach Diagnosestellung. Bei 25 % der Patientinnen tritt
ein Rezidiv der Erkrankung innerhalb von sechs Monaten nach Beendigung der
Therapie auf (Bast, 2003). Wird die Erkrankung dagegen im frithen Krankheitsstadium
FIGO I diagnostiziert, konnen mehr als 90 % nach erfolgter Therapie geheilt werden
(Bast, 2003). Die Standardbehandlung beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom ist eine
primire Operation mit dem Ziel einer vollstdndigen Tumorresektion. Ein postoperativer
Tumorrest ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren beim fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom (du Bois et al, 2009). AnschlieBend folgt eine Platinum und Paclitaxel
basierte Chemotherapie (Marsden et al, 2000).

1.2.4 Ursprung des Ovarialkarzinoms

Der Ursprung des Ovarialkarzinoms wird zurzeit stark diskutiert. Nach einem neuen
Model nach Kurman et al. kénnen Ovarialkarzinome nach histologischen Aspekten in
zwel Gruppen eingeteilt werden. Die Gruppen unterscheiden sich deutlich in ihrer
Aggressivitat. Die erste Gruppe umfasst endometrioide, muzinose, Klarzell- und gut
differenzierte serose Karzinome. Diese Tumore zeichnen sich durch genetische Stabilitit
aus. Sie entwickeln sich stufenweise und haben eine niedrige Wachstumsrate. Zu der
zweiten Gruppe zdhlen mafBig und schlecht differenzierte serose Karzinome. Sie
reprisentieren mit etwa 75 % den Hauptanteil aller Ovarialkarzinome und sind fir 90 %
der Todesfille verantwortlich. Sie sind genetisch instabil und haben ein schnelles

Tumorwachstum (Piek et al, 2004; Kurman et al., 2008).
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Diese der zweiten Gruppe zugehorigen serdsen Karzinome des Ovars werden fast immer
im spaten, weit fortgeschrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert. In diesen spéten
Krankheitsstadien hat sich das Karzinom bereits tber benachbarte peritoneale
Oberflachen ausgebreitet, und das Karzinom hat das Becken befallen einschlieBlich
ovariellen Oberflachen, dem distalen Tubenepithel und der peritonealen Auskleidung.
Serdse Ovarial-, Tuben- und Peritonealkarzinome sind sich in ihrer Morphologie und
ihrem klinischen Verhalten sehr dhnlich. Entwicklungsbiologisch stammen die Gewebe
alle vom mesodermalen Zdlomepithel ab. In weit fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung ist der Ursprung schwer auszumachen, da gewdéhnlich die Eierstocke,
Eileiter als auch die Abdominalhéhle vom Tumor befallen sind. Es existieren drei
Hypothesen bezliglich des Ursprungs dieser Tumore. Ursprungsort kénnten demnach
das Oberflachenepithel der Ovarien, das Epithel der Eileiter oder das sekundire Miiller-
System sein (Piek et al, 2004).

Nach der traditionellen Theorie entsteht das Ovarialkarzinom aus dem Oberflachen-
epithel des Ovars oder aus Inklusionszysten (Feeley und Wells, 2001). Diese Theorie
wird von einigen Studien gestiitzt, in welchen spezifische genetische Lisionen des
Oberflichenepithels der Ovarien im Mausmodel Karzinome induzierten (Orsulic et al,
2002; Flesken-Nikitin et al, 2003). Auch morphologische und genetische Analysen
deuten darauf hin, dass das Oberflichenepithel der Ovarien Entstehungsort dieser
Ovarialtumore sein kénnte (Auersperg et al,, 1997; Shih Ie und Kurman, 2004).

Das Oberflachenepithel der Ovarien ist ein modifiziertes Mesothel, welches die Ovarien
umschlieBt. Sowohl feinstrukturell als auch histochemisch unterscheidet sich das
ovarielle Oberflachenepithel nicht vom Peritonealepithel. Entwicklungsgeschichtlich
leiten sich beide vom Zolomepithel (Miiller-Epithel, Mesothel) ab, aus dem auch das
Epithel von Tube und Uterus hervorgeht (Auersperg et al, 2001). Aufgrund der
gemeinsamen Abstammung vom Zolomepithel bilden die epithelialen Ovarialtumore mit
den Tumoren des pelvinen Peritoneums, der EKileiter und des Uterus eine
histogenetische Einheit (Miiller-Tumore) (Kaufmann et al, 2006). Neuste Studien
deuten allerdings darauf hin, dass die Ovarien vielfach nicht der Entstehungsort seroser
Ovarialkarzinome sind (Dubeau, 2008). Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die
distalen Eileiter oder genauer die Epithelzellen des Fimbrientrichters Ursprungsort
zahlreicher schlecht differenzierter seroser Ovarial-, Tuben- und Peritonealkarzinome

sind (Piek et al, 2004; Crum et al, 2007; Dubeau, 2008).
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1.3 Metastasierung

Unter Metastasierung wird die Streuung von Tumorzellen des Primartumors und die
Bildung von Tochtertumoren (Metastasen) an entfernten Stellen des Korpers
verstanden. Etwa 90 % der durch Krebs hervorgerufenen Todesursachen basieren auf
der metastatischen Streuung des Primirtumors (Mehlen und Puisieux, 2006).
Krebsmetastasen entstehen, wenn sich Zellen von einem priméren oder metastatischen
Tumor ablésen, in den Blutkreislauf oder das Lymphsystem eintreten und an anderen
distanten Stellen im Koérper zu wachsen beginnen. Die Metastasierung kann hdmatogen,
iiber den Blutweg oder lymphogen mit dem Lymphstrom erfolgen (Pantel et al, 2009).
Weiterhin kénnen Metastasen direkt innerhalb von Kérperhshlen (zum Beispiel in der
Peritonealhéhle) oder durch Implantation (Verschleppung von Tumorzellen zum Beispiel

bei chirurgischen Eingriffen) entstehen (Shimizu et al, 2004; Naora und Montell, 2005).

1.3.1 Metastatische Kaskade

Das traditionelle Metastasierungsmodell geht davon aus, dass nur wenige Zellen die
Fahigkeit zu metastasieren besitzen und diese in spiten Stadien der Erkrankung
entstehen (Fidler, 2003). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass sich die Zellen der
Metastasen genetisch als auch phéanotypisch von den Zellen des zugehérigen Primér-
tumors unterscheiden. Dies ldsst den Schluss zu, dass Subpopulationen des
Primirtumors in einem spaten Krankheitsverlauf metastatische Eigenschaften erlangen
kénnen (Fidler und Kripke, 1977; Pantel und Brakenhoff, 2004). Neuere Studien deuten
allerdings darauf hin, dass die meisten Zellen des Primartumors einen metastatischen
Phinotyp besitzen und die Streuung friih in der Tumorgenese stattfindet (Bernards und
Weinberg, 2002). Die Entstehung der distanten Metastasen erfordert einige funktionale
Ereignisse, zu denen Tumorzellinvasion, das Uberleben von zirkulierenden Tumorzellen
(circulating tumor cells, CTCs) im Blutsystem sowie die Ansiedlung (Homing) der
Tumorzellen an distanten Orten mit folgendem Tumorwachstum zdhlen (Wikman et al,
2008). Um zu metastasieren, miissen Zellen des Priméartumors invasive und
migratorische Kigenschaften besitzen beziehungsweise diese erlangen. Durch
Aktivierung oder Sekretierung verschiedener Proteasen wird die Basalmembran und die
Extrazelluldre Matrix zerstort, so dass die Tumorzellen entweder ins Blutsystem oder

Lymphsystem gelangen kénnen (Ahmad und Hart, 1996; Maheswaran und Haber, 2010).

-6-



1 Einleitung

Um im Lymph- oder Blutsystem tiberleben zu kénnen, miissen disseminierte Zellen in
der Lage sein, grofen Scherkriften in der Zirkulation standzuhalten und sowohl dem
Immunsystem als auch dem programmierten Zelltod (Apoptose) zu entgehen. Apoptose
wird normalerweise durch den Verlust des Zell-Zell Kontaktes und der Zell-Matrix
Interaktionen induziert (Mehlen und Puisieux, 2006). Es wird vermutet, dass die Zellen
in der Zirkulation ihren epithelialen Phéanotyp verlieren und mesenchymal
differenzieren. Dieser Prozess wird als Epitheliale-Mesenchymale Transition (epithelial-
mesenchymal transition, EMT) bezeichnet. In der Embryonalentwicklung ist die EMT
ein wichtiger physiologischer Vorgang. Wahrend der EMT durchlaufen die epithelialen
Zellen mehrere biochemische Verdnderungen, wodurch diese einen mesenchymalen
Phénotyp erlangen. Durch diese Verdnderung werden die Zellen invasiver, sie erlangen
migratorische Fahigkeiten und kénnen der Apoptose entgehen (Kalluri und Weinberg,

2009).

Priméartumor

Lymphknoten-
metastase

héamatogene
Disseminierung

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der metastatiaschen Kaskade. Zellen des Primértumors, die
genetische Verdnderungen tragen, haben invasive und migratorische Fahigkeiten erlangt. Somit kénnen sie
die Basalmembran zerstéren und ins umliegende Stroma eindringen. Diese Tumorzellen kénnen die
Extrazellulire Matrix sowie GefiBwinde zerstéren und entweder ins Blutsystem (blaue Pfeile) oder
Lymphsystem (rote Pfeile) eindringen. Durch die himatogene Disseminierung gelangen Tumorzellen an
distante Orte und Fernmetastasen konnen entstehen. Weiterhin kénnen auch Tumorzellen der Metastasen
ins Blutsystem gelangen (schwarze Pfeile), wodurch weitere Fernmetastasen entstehen kénnen. Lymphogen
disseminierte Tumorzellen gelangen in Lymphknoten wund nach Proliferationen bilden sich
Lymphknotenmetastasen. Zellen der Lymphknotenmetastase kénnen dariiber hinaus in distante Organe
disseminieren und Fernmetastasen bilden (verandert nach Pantel und Brakenhoff, 2004).
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Es existieren zwei Modelle zur metastatischen Streuung von Tumorzellen (siehe
Abbildung 1.1) (Pantel und Brakenhoff, 2004). Im ersten Modell disseminieren
Tumorzellen in frithen Krankheitsstadien sowohl himatogen als auch lymphogen. Nach
Zellteilungen entstehen Lymphknotenmetastasen, widhrend hdmatogen disseminierte
Zellen sterben oder in einem inaktiven ,schlafenden (dormand) Zustand verbleiben. In
spateren Krankheitsstadien metastasieren die Zellen der Lymphknotenmetastasen
héamatogen und es entstehen Fernmetastasen. In diesem spiten Krankheitsstadium
kann die hdmatogene Disseminierung vom Primartumor, den Lymphknotenmetastasen
und Fernmetastasen erfolgen. Diese Theorie stiitzt sich auf die Tatsache, dass das
Vorkommen von Fernmetastasen haufig mit dem Vorhandensein von Lymphknoten-
metastasen korreliert, wie es zum Beispiel bei Kopf-Hals Karzinome der Fall ist
(Leemans et al, 1993). Das zweite Modell besagt, dass Tumorzellen in einer hohen
Frequenz direkt und hauptsichlich hdmatogen disseminieren, ohne zwingend vorher
Lymphknotenmetastasen gebildet zu haben. Dieses Modell scheint fir die
Metastasierung bei Brustkrebs am wahrscheinlichsten zuzutreffen, da 20-30 % der
Brustkrebspatientinnen ohne Tumorbefall der Lymphknoten, Fernmetastasen im

Verlauf der Erkrankung entwickeln (Braun et a/., 2000).

1.3.2 Minimale residuale Krebserkrankung

Die minimale residuale Krebserkrankung (minimal residual disease, MRD) ist als das
Vorhandensein von Krebszellen, die nach Entfernung des prim&aren Tumors durch
Routinediagnostik nicht detektierbar sind, definiert (Pantel et al, 2008). Diese
Tumorzellen werden im Allgemeinen im Knochenmark disseminierte Tumorzellen
(disseminated tumor cells, DTCs) und im Blutsystem CTCs genannt (Pantel und
Brakenhoff, 2004; Pantel et al, 2008). Der Begriff DTCs wird zudem noch allgemeiner
verwendet und beschreibt sowohl Tumorzellen, die sich im Knochenmark, Lymphsystem
als auch im Blutsystem befinden.

Die Disseminierung von Tumorzellen in das Knochenmark ist heutzutage weitestgehend
als ein unabhingiger prognostischer Marker bestéitigt (Vogel et al, 2002; Wolfle et al,
2006; Wikman et al, 2008). In letzter Zeit wird zusitzlich die klinische Signifikanz von
disseminierten Tumorzellen im peripheren Blut untersucht (Cristofanilli et al, 2005;
Muller et al, 2006). Vor etwa 150 Jahren wurden erstmals epitheliale Tumorzellen im

Blut einer Brustkrebspatientin identifiziert (Ashworth et al, 1869). Seitdem konnte
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gezeigt werden, dass CTCs ein entscheidendes Bindeglied zwischen Primartumor und
metastatischer Erkrankung ist (Maheswaran und Haber, 2010). Der Mechanismus, der
dazu fihrt, dass Krebszellen in die Blutzirkulation gelangen, ist bis zum heutigen
Zeitpunkt noch nicht vollstdndig geklart. Es wird aber vermutet, dass ihr
Vorhandensein Voraussetzung fir die Entstehung von hdmatogenen Metastasen ist
(Pantel und Brakenhoff, 2004). Daher liegt es nahe, dass die Identifikation der CTCs ein
Biomarker fiir den metastatischen Krankheitsverlauf sein kénnte (Attard und de Bono,
2011). Eine signifikante Assoziation zwischen CTC Anzahl und Gesamtiiberleben konnte
bereits fiir mehrere Tumorentititen (Brust-, Prostata- und Kolorektalkrebs) gezeigt
werden (Cristofanilli, 2006; Cohen et al, 2008; de Bono et al,, 2008).

Der Nachweis von CTCs im Blut ist von besonderer Bedeutung, da das Blut einen
dynamischen Prozess widerspiegelt. Patel et al konnten zeigen, dass die Uberlebenszeit
von CTCs im Blut von bis zu 24 Stunden relativ kurz ist, vergleichend mit DTCs, die
mehrere Jahre iiberleben kénnen (Patel et al, 2002). Die Detektion der CTCs legt somit
die Vermutung nahe, dass ein permanenter Zufluss von Tumorzellen in das Blutsystem
stattfindet. Klinische Studien konnten in den letzten Jahren zeigen, dass CTCs am
hiufigsten bei fortgeschrittener Krebserkrankung nachgewiesen werden (Riethdorf et
al, 2007; Maestro et al, 2009; Miller et al, 2010). Weiterhin wurde der prognostische
Wert von CTCs bei nicht metastasierten Brustkrebspatientinnen anhand einer
Langzeitstudie von Wulfing et al evaluiert. Bei etwa 50 % der Patientinnen konnten
CTCs nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Prasenz und die Anzahl
von HER-2 positiven CTCs mit einem signifikant verkiirzten krankheitsfreien Uberleben
und Gesamtiiberleben korreliert (Wulfing et al, 2006).

Zuséatzlich zur prognostischen Relevanz koénnte der Nachweis von CTCs auch eine
Beurteilung von Therapieerfolg als auch einen friithzeitigen Nachweis der
Tumorneubildung ermdglichen. Somit konnte die Detektion von CTCs eine
vielversprechende neue Diagnostikmethode werden, um bei Patienten mit einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium den Krankheitsverlauf und Therapieerfolg
verfolgen zu konnen. Eine Rezidiverkrankung koénnte somit frithzeitig diagnostiziert
werden (Cristofanilli und Mendelsohn, 2006; Hayes et al,, 2006).

In einer Studie von Schmidt et al. wurde im peripheren Blut von Prostatakrebspatienten
PSA-positive CTCs isoliert und unter Verwendung von Antikérpern immun-
phénotypisch charakterisiert. Es wurden in der Studie zwei Hauptpopulationen von
Zellen aus dem Blut von Prostakrebspatienten identifiziert. Zum einen wurden in 35%

der untersuchten Blutproben rundgeformte Zellaggregate potentieller Krebszellen
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entdeckt, welche Proliferations-assoziierte, nicht aber Apoptose-assoziierte Proteine
exprimierten. Weiterhin wurden in fast jeder Probe eine grofle Anzahl zirkulierender
dysmorpher Zellkluster nachgewiesen, die positiv fur die Expression von Apoptose-
assozierten Proteinen waren. Die Studie zeigte, dass die CTCs einen heterogenen
Phénotyp besitzen und nur eine Subpopulation die Eigenschaften zur metastatischen
Streuung haben (Schmidt et al, 2004). In einer weiteren Studie von Schmidt et al
wurden die detektierten CTCs von Prostatakrebspatienten und verschieden Foci des
Primértumors mittels Mikrosattelitenanalysen untersucht und verglichen. Durch die
Ergebnisse konnte die Hypothese unterstiitzt werden, dass bei Prostatakrebs die CTCs
von distinkten Focr des Primértumors stammen. Aullerdem zeigte die Studie, dass die
GroBe des Tumorfokus nicht in Relation zur Disseminierung von Tumorzellen steht.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der Heterozygositit (Loss of
Heterzygosity, LOH) der Gene PTEN und BECAI mit hoher Wahrscheinlichkeit sowohl
mit dem Auftreten von CTCs im peripheren Blut von Prostatapatienten als auch mit
einem frithen biochemischem Rezidiv assoziiert waren (Schmidt et al, 2006). Somit
lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die molekulare Charakterisierung von CTCs
im peripheren Blut von Patienten, die an soliden Tumoren leiden, das Potential hat,
spezifische Krebsdiagnostik fir die Therapieprognose zu werden.

Da CTCs sehr heterogen sind, konnte eine genaue molekulare Charakterisierung dieser
Zellen zur Identifikation von diagnostisch und therapeutisch relevanten Zielstrukturen
fithren (Klein et al, 2002; Fehm et al., 2009; Swennenhuis et al, 2009). Das kénnte neue
und individuelle Therapieformen ermoglichen. Weiterhin kénnte die Entwicklung der
Einzelzelltechnologie ein Profiling der Zellen ermoglichen, wodurch die Therapieform
angepasst werden konnte (Eliane et al, 2008). Die aktuelle CTC-Forschung fokussiert
sich auf die Identifikation von neuen diagnostischen und therapeutischen Biomarkern,

die von diesen Zellen synthetisiert werden (Diamandis et al., 2011).

1.3.3 Metastasierung beim Ovarialkarzinom

Die Metastasierung beim Ovarialkarzinom unterscheidet sich stark im Vergleich zu
Karzinomen anderer Organe (Chambers et al, 2002; Pantel und Brakenhoff, 2004).

Ovarialkarzinome breiten sich hauptsédchlich mit der Zirkulation der Peritoneal-
fliissigkeit in der Peritonealhohle aus (siehe Abbildung 1.2). Weiterhin kann sich das

Ovarialkarzinom direkt durch Ausweitung in benachbarte Organe wie Uterus und
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Eileiter ausbreiten (Naora und Montell, 2005). Die Peritonealhéhle ist die grofite
Korperhohle, in der sich die Bauchorgane wie unter anderem die Ovarien, der Uterus,
die Leber und der Darm befinden. Ausgekleidet wird die Peritonealhéhle von
mesothelialen Zellen des Peritoneums (Feki et al, 2009). Der komplexe Mechanismus
der intraperitonealen Disseminierung ist noch nicht vollstdndig geklart. Er beinhaltet
das Ablésen der Zellen vom Primértumor, Migration und Implantation (Tan et al., 2006).
Tumorzellen, die sich vom Primartumor abgelést haben, konnen innerhalb der
peritonealen Hohle durch die peritoneale Flussigkeit transportiert werden. Diese
Streuung in der Bauchhéhle ist haufig mit einer Aszitesbildung (Erguss in der freien
Bauchhéohle) assoziiert (Naora und Montell, 2005). Carmignani et al konnten zeigen,
dass sich die abgelosten Zellen nicht umgehend anheften, sondern passiv in der
Peritonealfliissigkeit durch Hydrodynamik zu distanten Bereichen gelangen
(Carmignani et al, 2003; Feki et al, 2009). Hat sich der Tumor intraperitoneal
ausgebreitet, wird dieses als Peritonealkarzinose bezeichnet. Tumorzellnester sind
hiufig am Bauchnetz (Omentum), Diaphragma, auf dem Peritoneum des Douglas-
Raumes und im kleinen Becken zu finden. Weiterhin finden sich Tumorabsiedlungen
unter anderem an der Oberfliche von Darm, Leber und Magen (Naora und Montell,
2005; Kaufmann et al., 2006) (siehe Abbildung 1.2). Die Letalitat des Ovarialkarzinoms
basiert zumeist auf der Ausbreitung der Tumorzellen in der Peritonealhdhle. Die
Peritonealkarzinose fiihrt zur Kachexie (Abmagerung), zum Ileus (Darmverschluss) und
schlieBlich zum Tode der Patientinnen (Gynikologie und Geburtshilfe, Breckwoldt
Kaufmann). AuBerdem erfolgt h#ufig eine lymphogene Metastasierung iiber die
Lymphbahnen in die pelvinen und abdominalen Lymphknoten (Morice et al, 2003). In
spaten Krankheitsstadien (FIGO III und IV) sind in etwa 65 % der Falle
Lymphknotenmetastasen vorhanden (Tsuruchi et al, 1993; Carnino et al, 1996).
Hématogene Fernmetastasen sind beim Ovarialkarzinom zwar moglich, aber selten. Bis
zum heutigen Zeitpunkt gibt es nur wenige Arbeiten, die den CTC-Status beim
Ovarialkarzinom untersucht haben. Aufgrund unterschiedlicher Methoden und
Patientenkollektiven variierten die CTC-positiven Detektionsraten zwischen 7 % bis
100 % (Marth et al, 2002; Judson et al, 2003; He et al, 2008; Ntouroupi et al, 2008;
Wimberger et al, 2009; Aktas et al., 2011).
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—— Bauchnetz

paraaortale
Lymphknoten

pelvine

Eileiter
Uterus

Abbildung 1.2 : Metastatische Streuung des Ovarialkarzinoms. In frithen Stadien ist der Tumor (als gelbe
Masse dargestellt) auf ein oder beide Ovarien begrenzt, wobei die Kapsel intakt ist. Sobald diese zerstort ist,
streut der Tumor auBlerhalb der Grenzen der Ovarien. Dies kann direkt durch Ausdehnung und Invasion in
benachbarte Gewebe wie Uterus und Eileiter erfolgen. AuBlerdem kénnen Tumorzellen, die sich vom Tumor
abgelost haben und durch die Peritonealfliissigkeit transportiert werden, an entfernte Gewebe gelangen,
wodurch peritoneale Metastasen entstehen (veriindert nach Naora und Montell, 2005).

1.3.4 Methoden zur Detektion von zirkulierenden Tumorzellen

Zum Nachweis von bis zu einer CTC in einer Million hdmatopoetischer Zellen sind hoch
sensitive Assays erforderlich. Es werden hauptséachlich zwei methodische Ansdtze zum
Nachweis von CTCs angewandt. Zum einen werden immunologische Assays unter
Verwendung von monoklonalen Antikérpern gegen Epithel-spezifische Proteine
durchgefithrt. Zum anderen werden Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-basierte
Methoden verwendet, mit deren Hilfe gewebsspezifische Transkripte nachgewiesen
werden (Pantel et al, 2008). Aufgrund der geringen Anzahl von CTCs benétigen die
meisten Verfahren zusatzlich zur Detektionsmethode einen Voranreicherungsschritt.
Héaufig basiert diese Anreicherung auf einer Dichtegradientenzentrifugation und/oder
einer immunmagentischen Zellseparation. Aufgrund unterschiedlicher Schwebedichten
konnen durch eine Dichtegradientenzentrifugation mononukledre Zellen und die
moglicherweise vorhandenen CTCs von anderen Blutzellen abgetrennt werden. Haufig

verwendete Dichtemedien sind Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) (Pantel und
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Brakenhoff, 2004) und OncoQuick (Greiner Bio-one)(Gertler et al, 2003). Weiterhin
wurde von Griwatz et al ein Dichtegradient basierend auf den Dichtemedien
PolymorphPrep und NycoPrep (Axis-Shild PoC AS) entwickelt, wodurch eine 20-fache
Anreicherung der CTCs aus Blut erreicht wurde (Griwatz et al, 1995). Eine weitere
Methode ist die immunmagnetische Zellseparation, bei der Antikoérper verwendet
werden, die mit magnetischen Partikeln fusioniert sind. Mit Hilfe eines magnetischen
Feldes werden Zellen, die von diesen Antikérpern gebunden werden, von den ibrigen
Zellen separiert. Bei der ,,Positiv-Anreicherung werden Antikorper eingesetzt, die sich
gegen tumorspezifische oder epitheliale Antigene richten und somit zu einer
Anreicherung von CTCs fihren. Dagegen werden in einer ,Negativ“-Anreicherung
Antikérper verwendet, die das Leukozytenantigen CD45 (Cluster of differentiation 45)
binden. Dadurch werden CD45 exprimierende Leukozyten von den moglicherweise
vorhandenen CTCs abgetrennt (Wikman et al, 2008; Aktas et al, 2011). Zur Detektion
von CTCs durch Immunzytochemie (immuncytochemistry, ICC) werden Antikérper
bendtigt, welche sich gegen Epitope richten, die ausschlieBlich von CTCs und nicht von
héamatopoetischer Zellen exprimiert werden. Aufgrund des Fehlens von allgemeinen
tumorspezifischen Antigenen werden CTCs gewohnlich durch epithel-spezifische
Antigene detektiert. Haufig werden gegen verschiedene Zytokeratine gerichtete
Antikorper verwendet, da Zytokeratine von Zellen epithelialen Ursprungs, aber nicht
von hamatopoetischen Zellen exprimiert werden. Weiterhin werden in einigen Arbeiten
Antikorper eingesetzt, die das epitheliale Zelladhasionsmolekiil (epithelial cell adhesion
molecule, EpCAM) oder epitheliale Wachstumsfaktorrezeptoren binden (Riethdorf und
Pantel, 2010). Das bekannteste und einzige FDA (Food and Drug Administration)
verifizierte System zum Nachweis von CTCs ist das CellSearch™ System (Veridex, LLC)
(Allard et al, 2004). Durch die weitestgehend automatisierte Aufarbeitung garantiert
das CellSearch™ System eine standardisierte und optimierte Isolierung von CTCs. In
diesem System werden CTCs durch mit Ferrofluid gekoppelte, gegen EpCAM gerichtete
Antikorper angereichert. Fir gewohnlich wird EpCAM sowohl von normalen als auch
malignen Epithelzellen exprimiert. Die CTCs werden anschlieBend durch eine anti-
Zytokeratin Farbung mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern detektiert. Zusatzlich
werden Leukozyten durch fluoreszenzmarkierte CD45 Antikorper visualisiert. In einer
Multicenter-Studie, die Blutproben von metastasierten Brustkrebspatientinnen auf das
Vorhandensein von CTCs untersuchten, konnten Riethdorf et al zeigen, dass das
CellSeach™ System CTCs mit einer hohen Spezifitit und Sensitivitiat detektiert
(Riethdorf et al, 2007). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde zusitzlich zu den bereits
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beschriebenen Methoden eine Vielzahl an Verfahren zum Nachweis von CTCs
entwickelt, wie PCR-basierte Assays (Zieglschmid et al., 2005), der CTC-Chip (Nagrath
et al, 2007) oder der EPISPOT (Alix-Panabieres et al, 2007). Es existiert allerdings
weiterhin ein Bedarf an der Entwicklung von spezifischen und sensitiven Assays zum

Nachweis von CTCs.

1.4 Die OVCAD-(Ovarian Cancer Diagnosis) Studie

Diese Arbeit wurde im Rahmen eines Teilprojektes der europdischen Studie OVCAD
(Ovarian Cancer Diagnosis) durchgefithrt. Die OVCAD-Studie befasste sich mit der
frihzeitigen Diagnose von minimaler residualer Krebserkrankung des Ovarialkarzinoms
und der Identifizierung von Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnose, die nicht von der
Standardtherapie profitieren. Die Studie umfasste elf akademische und vier industrielle
Partner-Gruppen aus Belgien, Deutschland, Frankreich, Israel, den Niederlanden und
Deutschland. Die Projekt-Koordination dieses grof3ten EU-Projekts zur Krebsdiagnostik
erfolgte an der Universitiatsklinik fur Frauenheilkunde der Medizinischen Universitit
Wien unter der Leitung von Prof. Dr. Robert Zeillinger.

Die OVCAD-Studie hatte zum einen das Ziel, jene Patientinnen zum Zeitpunkt des
ersten chirurgischen Eingriffes identifizieren zu kénnen, bei denen die Standardtherapie
versagt. Es sollten molekulare Marker identifiziert werden, die zum Zeitpunkt der
Diagnose des Ovarialkarzinoms Aussagen tber den zukunftigen Therapieerfolg
zulassen. Die Standardtherapie umfasst ein chirurgisches Entfernen des Tumors, gefolgt
von einer Platin-basierten Chemotherapie. Bei 25 % aller Patientinnen versagt die
Therapie und viele sterben innerhalb der folgenden fiinf Jahre. Tatséchlich bestehen
Zweifel, ob fir diese Frauen die Standardtherapie uberhaupt einen Nutzen bringt.
Durch Identifizierung von molekularen Markern sollte eine bessere Typisierung von
Tumoren des Ovarialkarzinoms erfolgen. Somit sollten die Patientinnen, die statt der
Standardtherapie eine alternative Therapie bendtigen, bereits zum Zeitpunkt der ersten
Diagnose identifiziert werden. Infolgedessen konnten diesen Patientinnen die
physischen und psychischen Belastungen der Standardtherapie erspart bleiben.
Aullerdem war die Entwicklung molekularer Methoden, die es ermdéglichen, minimale
residuale Krebserkrankungen bei Ovarialkarzinompatientinnen zu identifizieren,
Forschungsinhalt der Studie. Durch die Identifizierung von minimalen residualen

Krebserkrankungen ist es moglich, frithzeitig einzugreifen, wenn die Standardtherapie
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versagt. Weiterhin sollte durch die Studie ein besseres Verstindnis fur den
Mechanismus der minimalen residualen Krebserkrankung als auch des Therapie-
versagens erlangt werden. Somit konnten Ansatzpunkte fir neue Therapien
identifiziert, charakterisiert und Beitrdge zur Entwicklung neuer Therapien geleistet
werden. Um diese Ziele zu erforschen, wurden molekulare Marker und deren Muster bei
uber 200 Ovarialkarzinompatientinnen untersucht. Hierfiir wurden Gewebeproben, Blut
und Aszitesfliissigkeit zum Zeitpunkt der Diagnose auf molekulare Marker hin
analysiert. Sechs Monate nach Ende der Standardtherapie wurden wiederholt Analysen
durchgefiihrt. Es sollten Marker bestimmt werden, die besonders haufig bei jenen 25 %
der Frauen auftraten, bei denen die Therapie versagte. Somit héatte man zukinftig
bereits zum Zeitpunkt der Diagnose Hinweise auf ein Versagen der Standardtherapie.
Weiterhin wurden die Ursachen fir das Versagen der Therapie untersucht, damit neue

Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer Therapien identifiziert werden konnen.

1.5 Aufgabenstellung

Aufgrund der fehlenden Frihsymptomatik und Fritherkennung wird das
Ovarialkarzinom bei 75 % der Patientinnen erst in einem weit fortgeschrittenen
Stadium (FIGO Stadium III und IV) diagnostiziert. In diesen spiaten Krankheitsstadien
sind bereits distante Metastasen im Peritoneum vorhanden, was eine umfangreiche
Operation und eine aggressive Chemotherapie notwendig macht. Es fehlen bislang
Parameter, die den Erfolg dieser beiden Therapieformen anzeigen. Es existiert bislang
keine Moglichkeit, Patientinnen, die eine besonders aggressive Tumorerkrankung haben
und nicht von der Therapie profitieren, zum Zeitpunkt der Diagnose zu identifizieren.
Aufgrund dieser Problematik gibt es einen Bedarf an prognostischen Parametern, die
Aussagen tiber die Aggressivitat, Therapieansprechen und Metastasierungspotential des
Ovarialkarzinoms erlauben. Die Detektion und Charakterisierung der CTCs koénnte
hierbei einen wichtigen Beitrag leisten. Weiterhin sollte untersucht werden, ob der CTC
Nachweis das Potential besitzt, als Indikator fiir minimale residuale Krebserkrankung
ein Wiederauftreten der Erkrankung (Rezidiv) friithzeitig zu diagnostizieren. Durch die
Identifizierung von minimalen residualen Erkrankungen ist es moglich, friihzeitig
einzugreifen, wenn die Standardtherapie versagt.

Im Rahmen des EU-Projektes OVCAD sollte eine spezifische und sensitive

Anreicherungs- und Detektionsmethode etabliert werden, um CTCs im Blut von
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Patientinnen mit Ovarialkarzinom detektieren zu kénnen. Durch die Charakterisierung
der CTCs sollte der maligne Ursprung der Zellen bestétigt werden. Aullerdem kénnten
durch die Charakterisierung der Zellen prognostische und therapeutisch relevante
Eigenschaften identifiziert und das Wissen tiber den Mechanismus der Tumorzell-

dissemminierung beim Ovarialkarzinom erhoht werden.
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2 Material

2.1 Patientenproben

Der Grofiteil der in dieser Arbeit analysierten Blutproben wurden im Rahmen der
europiischen Studie OVCAD (Ovarian Cancer Diagnosis) abgenommen, aufgearbeitet
und zur Verfugung gestellt. In der OVCAD-Studie wurde das Patientenmaterial
(Tumorgewebe, Blut, Aszitesfliissigkeit) von 275 Patientinnen im Zeitraum von 2005 bis

2008 von funf klinischen Zentren entnommen und aufgearbeitet:

e Klinik fiir Gynikologie, Charité- Universititsmedizin Berlin, Deutschland (97
Patientinnen).

e Klinik fiir Geburtshilfe, Gynédkologie und gynékologische Onkologie,
Universitidtskrankenhaus Leuven, Belgien (79 Patientinnen)

e Klinik fiir Gynikologie, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE),
Deutschland (46 Patientinnen).

e Universitatsklinik fur Frauenheilkunde, Medizinische Universitit Wien,
Osterreich (42 Patientinnen).

e Klinik fiir Gynédkologie und Geburtshilfe, Medizinische Universitat Innsbruck,

Osterreich (11 Patientinnen).

Alle Patientinnen waren an einem histologisch gesicherten Ovarialkarzinom der FIGO-
Stadien II-IV erkrankt. Das Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung betrug im
Median 58 Jahre (18 bis 85 Jahre). Alle Patientinnen wurden durch eine Operation
behandelt, der eine Platinum-basierte Chemotherapie folgte. Eine neoadjuvante
Chemotherapie erhielten 49 Patientinnen und 33 Patientinnen bekamen die adjuvante
Chemotherapie in Form einer intraperitonealen Therapie. Klinische Parameter und
Informationen der Patientinnen sind im Ergebnisteil dieser Arbeit in den Tabellen 4.6,
4.7, 4.14 und 4.15 sowie im Anhang in den Tabellen 9.1 und 9.2 dargestellt. Die
Blutproben der rezidivierten Patientinnen wurden auch im Rahmen der OVCAD-Studie
abgenommen und aufgearbeitet. Die Proben wurden von den Zentren Berlin und
Hamburg zur Verfiigung gestellt. Fir die Entnahme des Patientenmaterials fir
Forschungszwecke gaben alle Patientinnen ihr Einverstdndnis und das Vorhaben wurde

durch das jeweilige lokale Ethikkomitee genehmigt.
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2.2 SCID-Xenograft-Mausproben

Die Tierexperimente wurden am Institut fir Anatomie II des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Udo Schumacher durchgefiuhrt.
Es wurden jeweils eine Million Zellen der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3
ins Peritoneum von sechs weiblichen SCID-Mausen (SCID: severe combined immuno-
deficiency) injiziert. Nachdem die SK-OV-3 Zellen im Peritoneum Tumoren gebildet
hatten, wurden den MAusen, bevor diese getotet wurden, Blut abgenommen. Hierfir
wurden die Tiere mit Ketamin/Rompun narkotisiert und das Blut durch eine terminale
Herzpunktion entnommen. AnschlieBend wurden die Tiere getétet (zervikal disloziert),
die Organe und Tumore entnommen und diese in Paraffin eingebettet. Das Blut und
Paraffingewebeschnitte der peritonealen Tumoren wurden freundlicherweise fiur diese

Arbeit zur Verfligung gestellt.

Tabelle 2.1: Tumormasse der SCID-Xenograft-Mause.

Maus Nummer Tumorgewicht [g] Tumorentstehungszeit [Tage]

1 kein Tumor 84

2 0,71 84

3 0,72 84

4 0,43 84

5 0,98 84

6 0,17 84

2.3 Zelllinien

Zelllinie Typ Ursprungsgewebe Literatur
MCF-7 Adenokarzinom der Brust Pleuraerguss (Soule et al, 1973)
MDA-MB-468  Adenokarzinom der Brust Pleuraerguss (Cailleau et al., 1978)
SK-OV-3 Ovariales Adenokarzinom Aszites (Fogh et al., 1977)

2.4 Chemikalien und Bioreagenzien

Chemikalien und Bioreagenzien Hersteller/Vertreiber
AB-Serum Biotest AG, Dreieich
Aceton J.T. Baker, Deventer Niederlande
Bactoagar BD Medical, Le Pont de Claix, Frankreich
Bacto™ Yeast Extract (Hefeextrakt) BD Medical, Le Pont de Claix, Frankreich
Bactotrypton BD Medical, Le Pont de Claix, Frankreich
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
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Chloramphenicol

Citratpuffer (pH 6) 10 x

Dako REAL™ Antibody Diluent

Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Dextransulfat

di-Kaliumhydrogenphoshat (KzHPO41)
Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphoshat-Dihydrat (Na2PO4x 2 H20)
DMEM High Glucose-Medium

(Dulbecco’s Modified Eagle's Medium)

DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp ladder)
Desoxynucleoside Triphoshate Set (ANTPs)
DPBS-Puffer (1x) (Dulbeccos's phosphate buffered saline)
dUTPs (Spektrum orange) (Desoxyuridintriphosphat)
EGF (epidermal growth factor) (0,5 mg/ml)

Eosin G-Losung 0,5 % wéssrig

Essigsiaure 96 %

Ethanol (Molekularbiologie abs.)

Ethanol 99 %

Ethanol 70 %

Ethanol 80 %

Ethanol 96 %

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Eukitt

Fetal Bovine Serum Mycoplex (Fetales Kilber Serum: FKS)

FGF-b (fibroblast growth factor-basic) (50 pg/ml)
FISH Enzyme Reagent

Formaldehyd 37 %

Formamid

Glycerin

Glycerol (60 %)

Glyzergel Mounting Medium

Heat Pretreatment-Lésung

humane Cot 1-DNA

Isopropanol (2-Propanol)

IST (Insulin, Selen, Transferrin) (100 x)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)
Levamisol

L-Glutamine 200 mM (100 x)
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Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Dako, Glostrup Ddnemark
Dako, Glostrup Ddnemark
Dako, Glostrup Ddnemark
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching Osterreich

Roche Applied Science, Penzberg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Abbott Molecular, Des Plaines USA
Strathmann, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Walter-CMP GmbH, Kiel

Walter-CMP GmbH, Kiel

Walter-CMP GmbH, Kiel

Walter-CMP GmbH, Kiel

Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Sigma-Aldrich, St. Louis USA

0. Kindler GmbH, Freiburg

PAA Laboratories GmbH, Pasching Osterreich
Strathmann, Hamburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Dako, Glostrup Ddnemark

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
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Mayers-Hamalaunlésung

Methanol

murine Cot 1-DNA

N,N Dimethylformamid

Naphthol AS-BI Phosphat
Natriumacetat (C2HsNaO2)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3)
Natriumnitrit (NaNO2)

Natronlauge 1 N (NaOH)

Natronlauge 2 N (NaOH)

Neufuchsin

Nonidet P-40

nukleasefreies Wasser

Nycodenz

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillinin Streptomycin (10.000 U/ml)
RPMI 1640-Medium (Roswell Park Memorial Institute)
Salzsdure 1 N (HCI)

Salzsdure 2 N (HCI)

Seakem LE Agarose
Tetramethylammoniumchlorid (TMAC)
Tricin (1 M)

tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Nas-Citrat x 2 H20)
Triton x 100

Trizma base

Trypanblaulésung (0,4 %)
Trypsin-EDTA-Losung (25 %)

Trysin Tablette (1 mg gepuffert)
Tween-20

Vectashield® Mounting Medium with Dapi
Xylene (Xylol)

Xylene Cyanole FF

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer Niederlande
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Qiagen, Hilden

Axis-Shild PoC AS, Oslo Norwegen
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
PAA Laboratories GmbH, Pasching Osterreich
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Lonza, Rockland USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame USA
J.T. Baker, Deventer Niederlande
Sigma-Aldrich, St. Louis USA
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2.5 Kiuflich erworbene Kits
Verwendete kiufliche Systeme (Kits)

Hersteller/Vertreiber

BigDye® Terminator v.1.1. Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

BioPrime DNA Labeling System

Bio-Spin 30 Tris Columns

CellSearch® Profile Kit

DAKO REAL™ Detection System

DAKO REAL™ EnVision™ Detection System
NucleoSeq Saulchen

QIAGEN® Large-Construct Kit

QIAmp® DNA Micro Kit

QIAmp® DNA Mini Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

2.6 Antikorper und Streptavidin

Applied Biosystems, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Hercules USA
Veridex LLC, Warren USA
Dako, Glostrup Ddnemark
Dako, Glostrup Danemark
Macherey-Nagel, Diren
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Ursprungs-
Antigen Klon organismus Firma Verdiinnung
Priméarantikorper des
Antikorpercocktail:
EGFR (528) sc-120 Maus Santa Cruz, Heidelberg 1:400
Epithelial Antigen (EpCAM) Clone Ber- Maus Dako, Glostrup 1:400
EP4 Danemark
humanes epitheliales Clone E29 Maus Dako, Glostrup 1:400
Membranantigen (EMA) Danemark
Mab to Keratin K5+K8 Ks 5+8.22/ Maus Progen, Heidelberg 1:400
C22
NCL-ESA (EpCAM) Epithelial VU-1D9 Maus Novocastra Laboratories, 1:400 (ICC)
Specific Antigen Newcastle Upon Tyne, 1:75 (IHH)
England
PAN Zytokeratine (CK 7/18) A45-BB3- Maus Micromet, Miinchen 1:400
Cy3
ErbB-2 Onkoprotein NCL-CB11 Maus Novocastra Laboratories, 1:400 (ICC)
Newecastle Upon Tyne, 1:40 (ITHH)
England
Weitere Priméirantikorper:
p53 (Ab-6) DO-1 Maus Calbiochem, Merck, 1:2000
Darmstadt
Alexa® Fluor 488 anti-human Clone Maus BioLegend, Biozol, 1:250
CD45 (Cluster of differentiation)  H130 Eching
Calretinin pK Kaninchen Dianova, Hamburg 1:100
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human EpCAM Ziege R & D Systems, 1:100
Wiesbaden

PAN Zytokeratine (CK 7/18) Maus Micromet, Miinchen 1:200

PAN Zytokeratine Maus abcam, Cambridge,

(4,5,6,8,10,13,18) England

PAN Zytokeratine (CK 5/7/19) Maus Millipore, Billerica, USA

Sekundérantikérper:

Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse Ziege Invitrogen GmbH, 1:200

IgG Karlsruhe

Alexa Fluor® 546 donkey anti-goat Affe Invitrogen GmbH, 1:200

IgG Karlsruhe

APAAP-Komplex (Alkalische- Maus Dako, Glostrup 1:100

Phosphatase-Anti-Alkalische- Dénemark

Phosphatase)

Polyclonal Goat Anti-Rabbit Ziege Dako, Glostrup 1:200

Immunoglobulins/AP Déanemark

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Kaninchen Dako, Glostrup 1:20

Immunoglobulins Déanemark

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Kaninchen Dako, Glostrup 1:200

Immunoglobulins/Biotinylated Danemark

Streptavidin:

Streptavidin Alexa Fluor® 488 Invitrogen GmbH, 1:1000
Karlsruhe

Streptavidin Alexa Fluor® 594 Invitrogen GmbH, 1:1000
Karlsruhe

2.7 Enzyme

2.7.1 Restriktionsendonukleasen
Enzym Puffer T [°C] Schnittstelle (5' — 3" Hersteller/Vertreiber
New England BioLabs GmbH
BstNI NEB2/ BSA 60 CCW |GG (Frankfurt)
2.7.2 Polymerase Kettenreaktion
Enzym Puffer Magnesium  Hersteller/Vertreiber

AmpliTaq Gold® DNA  GeneAmp® PCR Gold MgClz Solution
Polymerase Buffer (25mM)

Applied Biosystems,
Darmstadt
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2.8 PAC-Klone und FISH- Sonden

Fiir die Herstellung der DNA-Sonden (DNA: desoxyribonucleic acid), wurden artifizielle
Chromosomen verwendet, sogenannte PAC-DNA (PAC: Pl-derived artificial
chromosome), die komplementiare DNA fiir diese chromosomalen Bereiche enthielt. Zur
Herstellung der 3q26-Sonde wurde der Klon RP11-250A4 verwendet und fir die 8q24-
Sonde der Klon RP11-240b13. Die Bakterienklone, die die PAC-DNA enthielten, wurden
freundlicherweise von Dr. Heinz-Ulrich G. Weier, Universitit Kalifornien zur Verfigung
gestellt. Die Referenzsonde vom Zentromer des Chromosomens 7 Spektrum Aqua

markiert, wurde von der Firma Kreatech (Amsterdam, Niederland) bezogen.

2.9 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MW
Operon (Ebersberg) mit dem Reinheitsgrad HPSF (High Purity Salt Free) synthetisiert.
Die Sequenzen der p53-Amplifikate sind im Anhang aufgefiihrt.

Annealing Amplikon

Oligonukleodide Sequenz (5' — 3 Temperatur [°C] [bp]

p53 Exon 5/6 forward (sense) CACTTGTGCCCTGACTTTC 58 477
reverse (antisense) ACTGACAACCACCCTTAACC

p53 Exon 7 forward (sense) CTGCTTGCCACAGGTCTC 58 267
reverse (antisense) TGGAAGAAATCGGTAAGAGG

p53 Exon 8/9 forward (sense) TTAGGCTCCAGAAAGGACAAG 58 560
reverse (antisense) CAGGAGCCATTGTCTTTGAG

p53 Exon 8

kleines Fragment forward (sense) TGATTTCCTTACTGCCTCTTGC 58 132

reverse (antisense) CGGAGATTCTCTTCCTCTGTG

2.10 Pufter, Losungen und Medien

Die benutzten Puffer, Losungen sowie ihre Zusammensetzungen sind nachfolgend
aufgefiihrt. Puffer als Bestandteile kauflich erworbener Kits, kauflich erworbene Puffer
und Losungen sowie Puffer fir Restriktionsendonukleasen und Polymerasen werden

nicht berticksichtigt.
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2.10.1 Allgemeine Puffer und Lésungen

Allgemeine Puffer und Losungen:

1 % FKS-PBS-Losung 1 ml FKS
ad 100 ml 1 x PBS-Puffer

1x PBS 9¢g NaCl (0,154 M)
1,43 g NaeHPO4 x 2 H20 (0,008 M)
0,27 g KHzPO4 (0,002 M)
ad 11l destilliertes Wasser

pH 7,4 einstellen

8 % PFA-PBS-Lésung 8¢g PFA
ad 100 ml 1 x PBS-Puffer
pH 7,4 einstellen mit NaOH

2.10.2 Puffer und Losungen fiir die Immunzytologie

Puffer und Lésungen fiir Immunzytologie:

10 % AB-Serum-PBS-Lésung 10 ml AB-Serum
ad 100 ml 1 x PBS-Puffer

APAAP-Substrat-Lésungen:
Loésung 1 78,8 ml destilliertes Wasser
4,2 ml Tris-Puffer (1 M, pH 9,5)
200 pl Levamisol-Losung (0,625 M)
Loésung 2 415wl Natriumnitrit-Lésung (0,56 M)
166 ul 5 % Neufuchsin-Loésung
Loésung 3 42 mg Naphthol AS-BI Phosphat
500 pl Dimethylformamid (DMF)
DAPI-Lésung (0,5 pg/ml) 5 ul DAPI-Stammlésung (100 pug/ml)
ad 1 ml 1 x PBS-Puffer
DAPI-Stammlésung (100 pg/ml) 1 mg DAPI

ad 10 ml destilliertes Wasser
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0,1 % Essigsédure 1 ml Essigsaure
ad 11l destilliertes Wasser
Levamisol-Losung (0,625 M) 15¢g Levamisol

ad 10 ml destilliertes Wasser

aliquotieren und bei -20 °C lagern

Mayers-Himalaun-Losung (1:5) 50 ml Mayers-Hédmalaunlésung
ad 250 ml  destilliertes Wasser
filtriert
0,1 % Natriumhydrogencarbonat-Losung lg Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3)
ad 11 destilliertes Wasser
Natriumnitrit-Lésung (0,56 M) 3,87 ¢ Natriumnitrit (NaNOz)

ad 100 ml destilliertes Wasser

aliquotieren und bei -20 °C lagern

5 % Neufuchsin-Lésung 5¢g Neufuchsin
ad 100 ml 2 N Salzséaure (HCI)

filtrieren, aliquotieren und bei -20 °C lagern

4 % PFA-PBS -Lésung 4g PFA
ad 100 ml 1 x PBS-Puffer
pH 7,4 einstellen mit NaOH

Tris-EDTA-Puffer 1,21¢g Trizma base (10 mM)
0,37g EDTA (1 mM)
0,5 ml Tween-20 (0,05 %)
ad 11 destilliertes Wasser

pH 9,0 einstellen mit HCI

1 M Tris-Puffer 121,1¢g Trizma base
(Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) ad 11 destilliertes Wasser
pH 9,5 einstellen mit HCI

0,2 % Triton x 100-PBS-Lésung 200 pl Triton x 100
ad 100 ml 1 x PBS-Puffer
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2.10.3 Puffer und Lésungen fiir Immunhistochemie

Puffer und Lésungen fiir Immunhistochemie:

TBST-Puffer (TBST: Tris-Buffered Saline mit
Tween 20)

TEC-Puffer (TEC: Tris, EDTA, Citrat)

60,5 g
87,7¢g
5 ml

ad 11

25¢g
5¢g

3,2¢g
ad 11

Trizma base (0,5 M)
NaCl (1,5 M)
Tween-20 (0,5 %)
destilliertes Wasser

pH 7,6 einstellen mit HCI

Trizma base (0,02 M)
EDTA (0,017 M)
Nag-Citrat x 2 H20 (0,3 M)
destilliertes Wasser

pH 7,8 einstellen mit HCI

2.10.4 Puffer und Lésungen fir FISH-Analysen

Puffer und Lésungen fiir FISH-Analysen:

FISH-Fixierungspuffer
(2 % Formaldehyd in Methanol)

50 % Formamid / 2 x SSC-Puffer
(50 % Formamid; 0,3 M NaCl; 0,03 M

Natriumcitrat) (SSC: saline-sodium citrate)

Hybridisierungspuffer
(0,6 M NaCl; 0,06 M Natriumcitrat;
20 % Dextransulfat; 50 % Formamid)

2 x SSC-0,3 % NP-40-Puffer
(0,3 M NaCl; 0,03 M Natriumcitrat;
0,3 % Nonidet P-40)

5,4 ml
ad 100 ml

500 ml

100 ml
ad 11l

2g
5 ml
2 ml
ad 10 ml

100 ml
3 ml
ad11l
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37% Formaldehyd
Methanol

Formamid

20 x SSC-Puffer
destilliertes Wasser

pH 7,2 einstellen

Dextransulfat
Formamid
20 x SSC-Puffer

destilliertes Wasser

aliquotieren und bei -20 °C lagern

20 x SSC-Puffer
Nonidet P-40
destilliertes Wasser

pH 7,0 einstellen
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20 x SSC-Puffer 175,3 g Natriumeclorid (NaCl) (3 M)
(3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat) 88,2 ¢g Nas-Citrat x 2 H20 (0,3 M)
ad11l destilliertes Wasser

pH 7,0 einstellen

autoklavieren
2 x SSC-Puffer 100 ml 20 x SSC-Puffer
(0,3 M NaCl; 0,03 M Natriumcitrat) ad 11 destilliertes Wasser

pH 7,0 einstellen

0,1 x SSC-Puffer 5 ml 20 x SSC-Puffer
(0,015 M NaCl; 0,0015 M Natriumcitrat) ad11 destilliertes Wasser
pH 7,0 einstellen

2.10.5 Puffer und Lésungen fiir molekularbiologische Methoden

Puffer und Lésungen fiir molekularbiologische Methoden:

DNA-Beladungspuffer 6 ml Glycerol (60 % )
0,37¢g EDTA (100 mM)
15 mg Bromphenolblau (0,15 %)
15 mg Xylene Cyanol FF(0,15 %)

ad 10 ml destilliertes Wasser

3 M Natriumacetat 2,46 g Natriumacetat, pH 5.2
ad 10 ml destilliertes Wasser

pH 5,2 einstellen

50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA) 242 g Trizma base (2 M)
18,6 g EDTA (50 mM)
ad 11 destilliertes Wasser

pH 8,5 einstellen mit Essigsaure
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2.10.6 Nahrmedien fiir Bakterien

N&ihrmedien fiir Bakterien:

TB-Medium (Chloramphenicol) (TB: teriffic broth)

TB-Lésung 1 12 ¢ Bactotrypton (1,2 %)
24 ¢ Hefeextrakt (2,4 %)
4 ml Glycerin (0,4 %)

ad 900 ml destilliertes Wasser
autoklavieren
TB-Losung 2 2,3lg KH>PO4 (0,017 M)
12,564 g K2HPO4 (0,072 M)
ad 100 ml destilliertes Wasser
pH 7,2, autoklavieren
TB-Lésung 1 und 2 nach dem Autoklavieren vereinen

Chloramphenicol (25 pg/ml)

LB-Chloramphenicol Agar-Platten 10g Bactotrypton (1,0 %)
(LB: Iysogeny broth) 5g Hefeextrakt (0,5 %)
15¢g Bactoagar (1,5 %)
10g NaCl (1,0 %)
ad 11 destilliertes Wasser
autoklavieren

Chloramphenicol (25 pg/ml)

2.10.7 Zellkulturmedien fiir eukaryotische Zellen

Zellkulturmedien fiir eukaryotische Zellen:

Zellkulturmedium 1 90% DMEM-Medium
10% FKS
2 mM Glutamin (200 mM)
200 U/ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)

Zellkulturmedium 2 90% RPMI 1640- Medium
10% FKS
2 mM L-Glutamin (200 mM)
200 U/ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
1 fach IST (100 x)
50 ng/ml  EGF (0,5 mg/ml)
10 ng/ml  FGF-b (50 pg/ml)

Einfriermedium 90% Zellkulturmedium 1 oder 2

10% DMSO
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2.10.8 Dichtegradientenmedien

Dichtegradientenmedien

Hersteller/Vertreiber

Ficoll-Paque™ Plus

NycoPrep (Dichte 1,069 g/ml)
130 g Nycodenz (13 %)

5,8 g NaCl (0,1 M)

5 ml 1 M 7ricin (0,005 M))
ad 11 destiliertes Wasser

pH 7,4 einstellen, Dichte Giberpriifen

PolymorphPrep (Dichte 1,113 g/ml)

GE Heathcare, Uppsala Schweden

Axis-Shild PoC AS, Oslo Norwegen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis USA

Axis-Shild PoC AS, Oslo Norwegen

2.11 Laborgerite

2.11.1 Allgemeine Laborgerite

Allgemeine Laborgerite

Hersteller/Vertreiber

Analysenwaage CPA224S-OCE
Automatic-Sarpette®

Bio imaging system, GeneGenius

CellSearch® System, CellTracks® AutoPrep®
System

COz2-Zellkulturinkubator HERAcell® 150
Dampfkochtopf Decloaking Chamber™
Eisbereiter FM-120 DE

Flektrophorese power supply consort e 143
Elektrophoresekammer ComPhor L Mini/Midi
FISH- Thermoblock, MdJ Research PTC-200
Gefrierschrank -20 °C

GeneAmp® PCR System 9700

Genetic Analyser 3130

Geriertruhe -80 °C, KLT 4785

Heizblock HBT 130

Laborautoklav Varioklav 75 S

Magnetic Cell Separator

Magnetrithrer MR 3000

Mastercycler gradient

Sartorius AG, Gottingen
Sarstedt, Numbrecht
Syngene, Cambridge UK
Veridex LCC, Raritan USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
Biocare Medical, Concord USA
Hoshizaki, Amsterdam, Niederlande
Sigma-Aldrich, St. Louis USA
Bioplastics, Landgraaf Niederlande
Biozym, Hessisch Oldendorf

Liebherr, Kirchdorf

Applied Biosystem, Kalifornien USA
Applied Biosystem, Kalifornien USA
Kryotec-Kryosafe GmbH, Hamburg
HLC Biotech, Bovenden

H+P Labortechnik AG, Oberschleifheim
Immunicon, Huntingdon Valley
Heidolph, Schwabach

Eppendorf AG, Hamburg
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Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific, Waltham

HERAsafe®

Mikrobiologischer Brutschrank, Function Line Heraeus Holding GmbH, Hanau

Mikrowelle 800 Severin, Sundern

Paraffinstreckbad Medax, Neumitinster

pH-Meter inoLab pH /evel/ 1 WTW, Weilheim

Pipetten (2,5 pl, 10 pl, 200 pl, 1000 pl) Eppendorf AG, Hamburg

Pipetus Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Prazisionswaage BP 610 Sartorius AG, Goéttingen

Reinstwasser-System Ultra Clear SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH,
Barsbiittel

Scanner Epson 1680 EPSON Deutschland GmbH, Meerbusch

Schlittenmikrotom SM2000 R Leica, Nussloch

Spektralphotometer NanoDrop ND-1000 Peqlab, Erlangen

Stickstoff-Gefrierbehilter LS 4800 Taylor-Wharton, Theodore, USA

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia USA

Wairmeschrank, Tissue Drying Oven TDO 66 Medite, Burgdorf

Wasserbad 1002 und 1003 GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel

Wasserbad HI 1210 Leica, Nussloch

Zahlkammer, Neubauer improved Optik Labor, Fried

2.11.2 Zentrifugen und Zubehor

Zentrifugen und Zubehor Hersteller/Vertreiber
Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Holding GmbH, Hanau
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus Holding GmbH, Hanau
Zentrifuge Sorvall RC-5C Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
Zentrifuge Rotofix 32 Hettich, Tuttlingen
Zytozentrifuge Rotofix 32 Hettich, Tuttlingen
Zytospin Aufhidngung 1660 Hettich, Tuttlingen
Zytospin-Rotor 1626 Hettich, Tuttlingen
Zytospin-Trichter 1666 Hettich, Tuttlingen
Zytospin-Vorrichtung 1662 Hettich, Tuttlingen
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2.11.3 Mikroskope und Zubehor

Mikroskope und Zubehor

Hersteller/Vertreiber

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging, MetaSystem

Filterblock DAPI: Set 01

Filterblock Alexa Fluor 488: MC-2B
Filterblock Spektrum orange: MC-4
Filterblock Spektrum aqua: Aqua

10 x Objektiv: Fluar

40 x Objektiv: Plan-Neofluar

63 x Ol Objektiv: Plan-Neofluar

100 x Ol Objektiv: Plan-Neofluar
Software isis: in situ imaging system

Fluoreszenzmikroskop DM LB

Fluoreszenz Einrichtung Systemmikroskop DM LB

Filterblock DAPI: A

Filterblock Alexa Fluor 488: 13

Filterblock Alexa Fluor 594: N2.1

Filterblock Cy-3: +Y3

10 x Objektiv: HC PL Fluotar 506505

20 x Objektiv: HC PL Fluotar 506003

40 x Objektiv: Pl Fluotar 506004

100 x Ol Objektiv: PL Fluotar 506009

Kamera: KAPPA DX 30 color camera System

Kappa ImageBase Sofware
Lichtmikroskop Axiostar plus
Lichtmikroskop Wilovert S

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

AHF Analysentechnik AG, Tubingen
AHF Analysentechnik AG, Tubingen
AHF Analysentechnik AG, Tubingen
Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Kappa, Gleichen

Kappa, Gleichen

Carl Zeiss, Oberkochen

Hund, Wetzlar

2.12 Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders beschrieben, wurde das Verbrauchsmaterial, wie Pipettenspitzen,

Pasteurpipetten, Falconréhrchen und Reaktionsgefille von den Firmen Eppendorf

(Hamburg), Sarstedt (Niimbrecht) und Greiner Bio-One ( Frickenhausen) und VWR

(Darmstadt) bezogen.
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Verbrauchsmaterial Hersteller/Vertreiber
Aluminiumfolie Universal, Bristol England
Antifect N Liquid Schiillke und Mayr, Norderstedt
Dako-Pen Dako, Glostrup Ddnemark
Deckgliaschen 24 x 32 mm Carl Roth GmBH, Karlsruhe
Farbekammer Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Handschuhe Nitrile Nitra-Tex Ansell, Briissel, Belgien
Handschuhe Peha-soft satin Powderfree Hartmann, Heidenheim
Objekttrager SuperFrost/ Plus Assistent Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim
S-Monovette EDTA KE/ 7,5 ml Sarstedt (Niumbrecht)
Sterillium Bode, Hamburg

2.13 Verwendete Programme und Datenbanken

Programme:
o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 19.0)
Statistikprogramm.
e EndNote X1, Literaturverwaltungsprogramm.
e Sequence Analysis Tool (Applied Biosystems), Auswertungssoftware fiir
Sequenzierungen.

¢  FinchTV (www.geospiza.com/finchtv/) Software zur Visualisierung von

Sequenzierungsdateien.

o ClustalWV2.0 (www.ebi.ac.uk/clustalw/) Onlinetool zur Erstellung von

Alignmentsequenzen zwischen einer oder mehrerer Proben und einer
Referenzsequenz.

e  Primer3plus (www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)

Software zum Design von Primern.
o  NEBcutter V2.0 (tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) Onlinetool zur Suche von
Restriktionsspaltstellen in DNA Sequenzen.
Datenbanken:

e NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Literatur, DNA, RNA, Proteindatenbanken,

BLAST Tools zum Sequenzabgleich und vieles mehr.
e TARC TP53 Datenbank (www-p53.iarc.fr) P53-Datenbank mit Mutationslisten,

Fallregistern und vieles mehr.
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3 Methoden

3.1 Anreicherung und Detektion von zirkulierenden Tumorzellen aus peripherem Blut

3.1.1 Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen aus peripherem Blut von

Ovarialkarzinompatientinnen durch Dichtegradientenzentrifugation

Zum Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) in
Blutproben  erfolgte eine  Aufkonzentrierung  dieser Zellen iber eine
Dichtegradientenzentrifugation, die von Griwatz und Brandt entwickelt und beschrieben
wurde (Griwatz et al, 1995; Brandt und Griwatz, 1996).

Pro Patientin wurden zwischen 15 und 30 ml EDTA-Blut aufgearbeitet. Die
Aufarbeitung der Blutproben der OVCAD-Studie (Ovarian Cancer Diagnosis) wurde
durch die klinischen Zentren der Studie in Berlin und Hamburg (Deutschland), Wien
und Innsbruck (Osterreich) sowie Leuven (Belgien) nach einem standardisierten
Protokoll durchgefiihrt. Die Monozytenphase mit den moglichen CTCs des Gradienten
wurde mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert, in PBS-Puffer (phosphate buffered saline)
resuspendiert und fur weitere Analysen fiir diese Arbeit zur Verfigung gestellt. Im
Institut fuar Tumorbiologie wurden sowohl alle Blutproben von Patientinnen des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) als auch Blutproben von gesunden
Spendern zur Optimierung des Gradientenprotokolls aufgearbeitet. Aullerdem wurden
durch diese Methode Asziteszellen aus Aszitesfliissigkeit isoliert. Es wurde fir jeweils
5ml Blut ein Gradient in einem 15 ml Falconrohrchen angefertigt, so dass pro
Patientenprobe zwischen drei und sechs Dichtegradienten entstanden. Um einen
Zellverlust durch unspezifische Bindung der Zellen an der Oberfliche der 15 ml
Falconréhrchen zu verhindern, wurden diese mit einer 1% igen FKS-PBS-Losung
(FKS: fetales Kilberserum) vorinkubiert. Nach Entleeren der FKS-PBS-Loésung wurden
in jedes Rohrchen vorsichtig 3 ml PolymorphPrep (Dichte: 1,113 g/ml, Osmolaritit:
460 mOsm) gegeben und dann mit 3 ml NycoPrep (Dichte: 1,068 g/ml, Osmolaritit:
335 mOsm) {iberschichtet. AnschlieBend wurde jeder Gradient mit 5ml Blut
tberschichtet und bei Raumtemperatur fir 20 min bei 450 x g zentrifugiert. Durch
diesen Zentrifugationsschritt bildet der Gradient separate Schichten unterschiedlicher

Dichte aus (siehe Abbildung 3.1). Wichtig ist hierbei, dass die Zentrifugation langsam
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startet und ohne einen aktiven Bremsvorgang langsam endet, da eine Durchwirbelung
die Trennung der verschiedenen Zellfraktionen zerstort. Die oberste Schicht, bestehend
aus Blutplasma, wurde vorsichtig abgenommen. Unter dem Plasma liegt eine Schicht, in
der sich hauptsichlich Monozyten befinden. Wie Griwatz et al. zeigen konnten, befinden
sich in dieser Schicht moglicherweise CTCs. Diese Monozytenfraktion wurde vorsichtig
abgenommen und die Zellen mit 4 % PFA fixiert. Hierfur wurde zur Monozytenfraktion
das gleiche Volumen einer 8% igen PFA-PBS-Losung tropfenweise unter leichtem
Schiitteln zugegeben und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen durch Zentrifugation fur 10 min bei 400 x g pelletiert und in 30 ml
PBS-Puffer aufgenommen. Diese wurden dann bis zur Verwendung fiir weitere Analysen
bei 4°C gelagert. Von Blutproben, die in anderen OVCAD-Zentren aufgearbeitet
wurden, wurden die fixierten und in PBS-Puffer aufgenommenen Monozytenfraktionen
an das Institut fir Tumorbiologie verschickt und freundlicherweise fiir weitere Analysen

zur Verfugung gestellt.

Blutplasma {
Monozytenfraktion

und evtl. CTCs

Lymphozytenfraktion {

Granulozyten und
Erythrozyten

Abbildung 3.1: Auftrennung von Blutproben durch Dichtegradientenzentrifugation. Nach dem
Zentrifugationsschritt haben sich die Zellbestandteile aufgetrennt und die Monozytenfraktion, die
moglicherweise CTCs enthilt, kann separat abgenommen und fiir weitere Analysen verwendet werden.

3.1.2 Automatisierte immunmagnetische Anreicherung von CTCs durch das
CellSearch™ Profile Kit unter Verwendung des CellTracks® AutoPrep Systems

Das CellSearch™ Profile Kit ist entwickelt worden, um unter Verwendung des

CellTracks® AutoPrep Systems CTCs epithelialen Ursprungs aus Blutproben

-34-



3 Methoden

anzureichern. Dieses CellTracks® AutoPrep System garantiert durch die weitestgehend
automatisierte Aufarbeitung eine standardisierte und optimierte Isolierung von CTCs.
Das CellSearch™ Profile Kit enthilt ein CaptureReagenz auf Ferrofluidbasis. Das
Ferrofluidreagenz besteht aus Nanopartikeln mit einem magnetischen Kern, der von
einer polymeren Schicht von Antikérpern mit Bindungsspezifitat fiir das epitheliale
Zelladhisionsmolekiil (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) Antigen umgeben ist.

Die Durchfithrung wurde weitestgehend nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Da
das CellSearch™ Profile Kit urspriinglich fir die Aufarbeitung von Vollblutproben
bestimmt ist, musste die Durchfihrung etwas variiert werden. Die durch
Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen fixierten und in PBS-Puffer aufgenommenen
Zellen wurden durch eine 10 miniitige Zentrifugation bei 400 x g pelletiert. Das
Zellpellet wurde in 3,5 ml Dilution-Puffer (Veridex, Profile-Ki) aufgenommen und in ein
Reaktionsgefal3 des Profile-Kits tberfihrt. Bis zu acht Proben konnen parallel im
CellTrack® AutoPrep System automatisch aufgearbeitet werden. Da das System
tblicherweise Vollblut aufarbeitet und es aufgrund der fehlenden Erythrozyten der
Proben zu Fehlermeldungen des Systems kommt, wurden diese als Kontrollen gestartet
und somit das Problem umgangen. Nachdem die Aufarbeitung im System abgeschlossen
wurde, wurden die Reaktionsgefalle mit den aufkonzentrierten moglichen CTCs aus dem
Gerat genommen und zur weiteren Aufkonzentrierung in einen Magneten gestellt und
fir 10 min inkubiert. Zellen, die von Ferrofluid gekoppelten Antikérpern gebunden
wurden, wurden vom Magneten zuriick gehalten, wahrend der Uberstand durch
Invertieren verworfen wurde. Die Zellen wurden in der restlichen Flissigkeit
resuspendiert und die Zellsuspension auf zwei Objekttrager verteilt aufgetragen. Die
Losung wurde tber Nacht getrocknet und anschlieBend wurden die Objekttrager
entweder immunzytochemisch gefarbt oder in Alufolie luftdicht verpackt und bei -80 °C

gelagert.

3.1.3 Isolierung von SK-OV-3 CTCs aus dem Blut von SCID-Xenograft-Mausen
durch Ficoll-Paque™ Plus Dichtegradientzentrifugation

Nach Xenotransplantation von Zellen der Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 in SCID-
Miuse (SCID: severe combined immunodeficiency) wurde deren Blut auf CTCs hin
untersucht. Zur Isolierung von mononukleédren Zellen und den moéglichen CTCs aus

Blutproben der SCID-Xenograft Méause wurde eine  Ficoll-Paque™  Plus
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Dichtegradientenzentrifugation durchgefihrt. Hierfir wurde Ficoll-Paque™ Plus
verwendet, welches eine Dichte von 1,077 g/ml besitzt. Durch die Ficoll-Paque™ Plus
Dichtegradientenzentrifugation koénnen mononukledre Zellen und epitheliale
Tumorzellen, die sich in der gleichen Fraktion des Dichtegradienten anreichern, von
Erythrozyten, Granulozyten und Blutplasma getrennt werden (Rosenberg et al, 2002)
(siehe Abbildung 3.2).

Blutplasma

e | mononukleare Zellen und evtl. CTCs

Ficoll-Plaque-Medium
/ Granulozyten/ Erythrozyten

Abbildung 3.2: Auftrennung von Blutproben durch Ficoll-Paque™ Plus Dichtegradientenzentrifugation
(Abbildung Handbuch GE-Healthcare Ficoll-Paque™). Nach dem Zentrifugationsschritt haben sich die
Zellbestandteile aufgetrennt. Die mononukleéaren Zellen, moglicherweise auch CTCs, befinden sich in einer
separaten Fraktion und kénnen isoliert abgenommen und fiur weitere Analysen verwendet werden.

Es wurden zwischen 100 ul und 700 ul Blut der Méause aufgearbeitet. Das Blut wurde
mit PBS-Puffer auf 2 ml aufgefillt. In 15 ml Falconréhrchen wurden pro Blutprobe 5 ml
Ficoll-Paque™ Plus gegeben und anschlieBend vorsichtig mit dem in PBS-Puffer
verdinnten Blut tberschichtet. Nach einer 30 miniitigen Zentrifugation bei 4 °C und
400 x g wurde die Interphase, die die mononuklearen Zellen und moéglicherweise CTCs
enthielt, abgenommen und in ein neues 15 ml Falconr6hren tuberfiihrt. Die
Zellsuspension wurde mit PBS-Puffer auf 15 ml aufgefiillt und die Zellen durch
Zentrifugation bei 400 x g fir 10 min pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 2 ml
PBS-Puffer aufgenommen, die Zellzahl bestimmt (siehe Kapitel 3.1.4) und
Zytospinpriparate angefertigt (siehe Kapitel 3.1.5).

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauerzihlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauerzidhlkammer verwendet. Hierbei
handelt es sich um einen Objekttriager, in den ein Gitternetz eingeidtzt ist. Mit

aufgelegtem Deckglédschen ergibt sich ein Raum mit genau definiertem Volumen, in den
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Flussigkeit durch Kapillarkrafte eingesogen wird. Zur Bestimmung der Anzahl und der
Vitalitat der Zellen wurden 10 pl der Suspension entnommen und mit 10 ul Trypanblau-
Losung vermischt. Trypanblau ist ein anionischer Azofarbstoff, der an Zellproteine
bindet. Dieser Vitalfarbstoff ist nicht membrangéngig und farbt daher nur tote Zellen,
bei denen die Membranintegritédt nicht mehr gegeben ist, blau an, wiahrend vitale Zellen
nicht gefarbt werden. AnschlieBend wurden 10 pl der mit Trypanblau versetzten
Zellsuspension in die Neubauerzahlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop wurde
anschlieBend die Anzahl der Zellen in vier GroBquadraten der Zahlkammer bestimmt

und deren Gesamtzahl pro Volumen mit nachfolgender Formel ausgerechnet:

Gesamtanzahl der Zellen = Anzahl der gezdhlten Zellen /2 * 104 * Volumen der Suspension (ml)

3.1.5 Anfertigung von Zytospinpriaparaten

Um Zellen analysieren zu kénnen, wurden diese durch die Anfertigung von Zytospins
auf Objekttriager gebracht. Pro Patientenprobe wurden drei Objekttrager mit jeweils
200.000 Zellen angefertigt. Hierfir wurden Objekttrager in Zytospinvorrichtungen
gelegt und spezielle Trichter auf diesen fixiert. In die Trichter wurden Zellsuspensionen
mit der gewiinschten Anzahl an Zellen gegeben und die Vorrichtungen in eine
Zytospinzentrifuge (Rotofix 32, Hettich) gestellt. Durch Zentrifugation fiir 3 min bei
160 x g wurden die Zellen auf die Objekttrager gebracht, und der Uberstand wurde
anschlieBend verworfen. Die fertigen Zytospinpraparate wurden tiber Nacht getrocknet
und am néchsten Tag immunzytochemisch gefiarbt oder in Alufolie luftdicht verpackt

und bei -80 °C gelagert.

3.1.6 Immunzytochemisches Protokoll zur Detektion von CTCs unter

Verwendung von anti-Zytokeratin Antikérpern

Zur Detektion der CTCs wurde eine immunzytochemische Farbung durchgefiihrt (siehe
Abbildung 3.3). Nach Anreicherung der CTCs aus peripherem Blut durch
Dichtegradientenzentrifugation und nachfolgender immunmagnetischer Zellseparation
wurde die erhaltene Zellsuspension auf zwei Objekttrager verteilt und tber Nacht
getrocknet. Die Zellareale wurden mit einem Fettstift (Dako Pen) umrandet und fiir

10 min mit PBS-Puffer rehydriert. Die Objekttrager wurden in Objekttragerkivetten
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mit kochendem Tris-EDTA-Puffer (Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, EDTA:
Ethylendiamintetraacetat) gestellt und fiir 5 min inkubiert, um die Antigene fiir
nachfolgende Antikérperbindungen zugénglich zu machen. Diese sogenannte
Antigendemaskierung ist notwendig, da die Zellen sowohl durch PFA nach der
Dichtegradientenzentrifugation als auch 1im Veridex System wahrend der
immunmagnetischen Zellseparation fixiert wurden. Durch die Durchfithrung dieses
Antigendemaskierungsschrittes kann ein wesentlich intensiveres Fluoreszenzsignal zur
Detektion von Zytokeratin-positiven Zellen erreicht werden. In die Kiivette mit
kochendem Tris-EDTA-Puffer wurde nach der Inkubation zur Abkiihlung kaltes Wasser
zugefiigt. Die abgekiihlten Objekttriager wurden aus der Kivette genommen, in eine
Farbekammer gelegt und das Zellareal sofort mit PBS-Puffer bedeckt. Fiir eine bessere
Zuganglichkeit der Antikorper fir intrazelluldre Antigen erfolgte anschliefend eine
Permeabilisierung der Zellen fir 10 min mit einer 0,2 % igen Triton-X100-PBS-Losung.
Nach drei Waschschritten fur jeweils 2 min mit PBS-Puffer wurde fur 20 min mit 10 %
AB-Serum-PBS-Lésung (AB-Serum: humanes Serum der Blutgruppe AB) blockiert, um
unspezifische Proteinwechselwirkungen zu verhindern. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation der Antikérperléosung in 10 % AB-Serum-PBS-Losung fiir 45 min. Die
Antikorperlésung enthielt den Pan-Zytokeratin (CK 7/18) Antikérper A45-BB3-Cy3
(1:300) (Cy3: Cyanine Dye 3), einen Oyster 647 markierten Zytokeratin 5/8 Antikorper
(1:500) und zur Identifizierung von Leukozyten den CD45 bindenden Antikérper CD45-
Alexa Fluor 488 (1:150). Nach der Antikérperinkubation wurde die Zellen fiir 2 min mit
PBS Puffer gewaschen und anschlieBend wurde zur Zellkernfarbung eine DAPI-Loésung
(DAPI: 4',6-Diamidin-2-phenylindol) auf die Zellen gegeben und fiir 2 min inkubiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS-Puffer fiir jeweils 2 min wurden die Zellen
in PBS-Puffer eingedeckelt. Hierfiir wurde vorsichtig ein Deckgléschen auf das Zellareal

gelegt und dieses mit Nagellack luftdicht verschlossen.
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der immunzytochemischen Farbung zur Detektion von CTCs
unter Verwendung von anti-Zytokeratin Antikérpern. Zur Detektion von CTCs wurden der Cy3 markierte
anti-pan-Zytokeratin (CK 7/18) Antikérper A45-BB3-Cy3 und der Oyster 647 markierte anti-Zytokeratin 5/8
verwendet. Zur Detektion von Leukozyten wurden gegen CD45 gerichtete Alexa Fluor 488 markierte
Antikorper verwendet.

3.1.7 Immunzytochemisches Protokoll zur Detektion von CTCs wunter

Verwendung eines Antikorpercocktails

Nach der Anreicherung durch Dichtegradientenzentrifugation wurde nach der
modifizierten Methode zur Identifizierung der CTCs direkt eine immunzytochemische
Farbung durchgefiihrt. Im Unterschied zum zuvor verwendeten Protokoll wurde
zusitzlich zu den gegen Zytokeratin (CK 5/7/8/18) gerichteten Antikoérpern, Antikérper,
die EpCAM, den humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (human epidermal
growth factor receptor 2, HER-2), das epitheliale Membranantigen (epithelial membrane
antigen, EMA) und den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor
receptor, EGFR) binden, verwendet (sieche Abbildung 3.4).

Pro Patientenprobe wurden, wenn moglich, 600.000 Zellen immunzytochemisch
analysiert. Es wurden pro Probe dreimal jeweils 200.000 Zellen durch die Anfertigung
eines Zytospins auf einen Objekttrager gebracht. Nachdem die Flache des Zytospins mit
einem Fettstift (Dako Pen) umrandet wurde, wurden die Zellen fiir 10 min in PBS-Puffer
inkubiert. Fiir eine bessere Zugénglichkeit der Antikorper fiur intrazellulare Antigene
erfolgte anschliefend eine Permeabilisierung der Zellen fiir 10 min mit einer 0,2% igen
Trition-X100-PBS Losung. Nach drei Waschschritten fiir jeweils 2 min mit PBS-Puffer
wurde fiir 20 min mit AB-Serum-PBS-Lésung (10 %) blockiert, um unspezifische
Proteinwechselwirkungen zu verhindern. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation des
Primarantikorpercocktails in AB-Serum-PBS-Lésung (10 %) fiir 45 min. Der
Primérantikoérpercocktail beinhaltete Antikérper, die Pan-Zytokeratine (CK 5/7/8/18),
EpCAM, HER-2, EMA und EGFR erkannten. Nach drei Waschschritten mit PBS-Puffer
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fir jeweils 10 min erfolgte die Inkubation des sekundiren Antikorpers fiir weitere 45
min in AB-Serum-PBS-Lésung (10 %). Dieser sekundire Antikérper war biotinyliert und
bindete spezifisch die konstanten murinen Antikorperdoméanen der hier verwendeten
priméren Antikorper. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS Puffer fir jeweils 10
min wurden fluoreszenzmarkiertes Streptavidin (Streptavidin Alexa Fluor 594
konjugiert) sowie zur Detektion von Leukozyten gegen CD45 (Cluster of differentiation
45, Leukozytenantigen) gerichtete fluoreszenzmarkierte Antikérper (anti-CD45 Alexa
Fluor 488) in AB-Serum-PBS-Losung (10 %) auf die Objekttriger gegeben und fiir 45
min inkubiert. Das fluoreszenzmarkierte Streptavidin bindet spezifisch an das Biotin
des sekunddren Antikérpers und diente daher zur Visualisierung der
Antikorperbindungen des Priméarantikorpercocktails. Die Streptavidin-Biotin-Bindung
ist eine der stiarksten bekannten nichtkovalenten biologischen Bindungen und eignet
sich daher als immunhistologisches Detektionssystem. Nach weiteren zwei
Waschschritten mit PBS-Puffer fir jeweils 10 min wurde fiir die Zellkernfarbung eine
DAPI-Losung zu den Zellen gegeben und fur 5 min inkubiert. Anschliefend wurden die
Zellen wiederum zweimal fiir jeweils 2 min in PBS-Puffer gewaschen und dann in PBS-
Puffer eingedeckelt. Hierfiir wurde vorsichtig ein Deckglidschen auf das Zellareal gelegt

und dieses mit Nagellack luftdicht verschlossen.

Streptavidin,
< »=Alexa Fluor 594 markiert
)\
biotinylierter Sekundarantikorper,
yanti-Maus-IgG Antikérper®

anti-CD45 Antikorper,
W\ Alexa Fluor 488 markiert

muriner
Primarantikorpercocktail

Tumorzelle Leukozyt

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der immunzytochemischen Farbung zur Detektion von CTCs
unter Verwendung eines Antikérpercocktails. Zur Detektion der CTCs wurde ein Antikérpercocktail
verwendet, der murine Antikorper gegen verschiedene Tumorantigene enthielt. AnschlieBend wurde ein
biotinylierter Sekundéarantikorper zugegeben, der die konstante Antikérperdoméne der primiren Antikérper
bindet. Zur Visualisierung der Antikérperbindung wurde Alexa Fluor 594 markiertes Streptavidin
verwendet, welches spezifisch ans Biotin des Sekundirantikérpers bindet. Zur Detektion von Leukozyten
wurde ein gegen CD45 gerichteter Alexa Fluor 488 markierter Antikorper verwendet.
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3.1.8 Immunzytochemisches Protokoll zur Detektion von SK-OV-3 CTCs der
SCID-Xenograft-Maus-Proben unter Verwendung von HER-2- und EpCAM-
Antikorpern

Zur Detektion von SK-OV-3 CTCs in Mausblutproben wurden immunzytochemische
Farbungen gegen HER-2 sowie Doppelfarbungen gegen HER-2 und EpCAM
durchgefiihrt (sieche Kapitel 3.1.8 und Abbildung 3.5). Da bekannt ist, dass SK-OV-3
Zellen HER-2 im hohen MaBe iiberexprimieren (Hung et al, 1992; Yu et al, 1993),
eignet sich dieses Antigen als Marker fiur die Identifizierung der SK-OV-3 CTCs. Das
Farbeprotokoll wurde groBtenteils wie im Kapitel 3.1.7 beschrieben durchgefiihrt, mit

der Ausnahme, dass andere Antikoérperlésungen verwendet wurden.

Sekundérantikorper,
wanti-Ziege-1gG Antikorper®,
Alexa Fluor 594 markiert

Ziege-anti-EpCAM

Antikorper \iltikdrper

A

Abbildung 3.5 Schematische Darstellung der immunzytochemischen Farbung zur Detektion von SK-OV-3
CTCs unter Verwendung von HER-2 und EpCAM Antikorpern. Zur Detektion der SK-OV-3 CTCs wurde ein
muriner anti-HER2 Antikoérper verwendet und zur Visualisierung der Antikérperbindung wurden Alexa 488
markierte sekundire Antikorper eingesetzt, die die konstante Antikérperdomine des murinen
Priméarantikorpers binden. Zur Charakterisierung der Zellen wurde ein aus der Ziege stammender anti-
EpCAM Antikérper verwendet und zur Visualisierung der Antikérperbindung wurden Alexa 594 markierte
sekundire Antikorper benutzt, die die konstante Antikérperdoméne der aus der Ziege stammenden
Antikérper binden.

Fir die HER-2-Farbung wurde 1im ersten Antikorperschritt ein muriner
Primérantikoérper anti-HER-2 (1:400) in 10 % AB-Serum-PBS-Lésung eingesetzt, und im
zweiten Antikorperschritt wurde ein sekundarer Alexa 488 markierter anti-Maus-IgG
Antikérper (1:200 in 10 % AB-PBS-Lésung) verwendet. Fiir die Doppelfiarbung gegen
HER-2 und EpCAM wurde im ersten Antikorperschritt zusitzlich zum anti-HER-2
Antikérper ein aus der Ziege stammender anti-EpCAM Antikérper (1:100 in 10 % AB-
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Serum-PBS-Losung) verwendet und im zweiten Antikérperschritt zusitzlich zu den
sekundiaren Alexa 488 markierten anti-Maus-Antikérpern Alexa 594 markierte
sekundire Antikérper (1:200 AB-Serum-PBS-Losung) benutzt, welche die konstante

Antikorperdoméne der aus der Ziege stammenden Antikérper binden.

3.1.9 Auswertungsprotokoll der immunzytochemischen Detektion von CTCs aus

peripherem Blut

Die immunzytochemische Detektion von CTCs wurde am Fluoreszenzmikroskop (Leica
DMLB) analysiert und ausgewertet. Das gesamte Zytospinareal eines Objekttrigers
wurde zur Detektion von moglichen CTCs systematisch unter Verwendung des
Fluoreszenzkanals fiir Cy3 (Filterblock +Y3, Leica) oder Alexa Fluor 594 (Filterblock
N2.1, Leica) mikroskopiert. Zum Analysieren und Auswerten eines Objekttrigers wurde
im Allgemeinen ein 20 x (HC PL FLUOTAR, Leica) oder 40 x (PL FLUOTAR, Leica)
Objektiv verwendet. Im DAPI-Kanal (Filterblock A, Leica) wurde iberpriift, ob die
Zellen einen intakten Zellkern besitzen. Im Alexa Fluor 488-Kanal (Filterblock I3)
wurde die Leukozyten-Gegenfarbung analysiert. Zuséatzlich wurde die Morphologie der
Zelle im Durchlichtkanal beurteilt. Wenn Zellen vielversprechend und interessant
erschienen, wurden sie unter Verwendung eines 100 x Ol-Objektives genauer betrachtet
und analysiert. Mit Hilfe der Digitalkamera der Firma KAPPA und der Sofware KAPPA

ImageBase wurden die Ergebnisse der Fluoreszenzfarbungen durch Fotos dokumentiert.

Zellen, die als CTCs klassifiziert wurden, mussten folgende Kriterien erfiillen:
e Spezifisches Fluoreszenzsignal im Cy-3- und/oder Alexa Fluor 594-Kanal (CTC-
Farbung)
¢ Kein Fluoreszenzsignal im Alexa Fluor 488-Kanal (Leukozyten-Farbung)
e Intakter Zellkern
e Intakte Zellmorphologie

Leukozyten hatten durch die CD45-Leukozyten-Farbung ein spezifisches Fluoreszenz-
signal im Alexa Fluor 488-Kanal, wihrend ein Signal im Cy3- und Alexa Fluor 594-
Kanal fehlte. Somit konnten diese gut identifiziert werden.

Zusétzlich zu den detektierten CTCs und Leukozyten wurden auch Zellen identifiziert,

die durch fehlende oder nicht eindeutige Kriterien nicht klar als Leukozyt oder CTC
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klassifiziert werden konnten. Diese Zellen wurden als fragliche Zellen bezeichnet. Diese
Zellen hatten zum Beispiel eine auffillige Zellmorphologie mit groBem Zellkern (typische
Kriterien fiir mégliche CTCs), aber weder ein Fluoreszenzsignal im Cy3 und Alexa Fluor
594-Kanal noch im Alexa Fluor 488-Kanal (doppelt negative Zellen). Auch Zellen, die
sowohl im Fluoreszenzkanal Cy3 und Alexa Fluor 594 als auch im Kanal Alexa Fluor
499 ein Signal hatten (doppelt positive Zellen), wurden als fragliche Zellen klassifiziert.
Aullerdem wurden Zellen als fraglich klassifiziert, wenn diese nur eine sehr geringe
Fluoreszenz fir die CTC-Farbung aufwiesen und die Fluoreszenz nicht eindeutig als

spezifisch oder als Hintergrundfluoreszenz zugeordnet werden konnte.

3.2 Immunzytochemische Charakterisierung der CTCs aus peripherem Blut und

Asziteszellen

3.2.1 Immunzytochemische Fluoreszenzdoppelfirbung zur Charakterisierung der
CTCs

Zur genaueren Charakterisierung der CTCs der Probe HO071Q wurden
immunzytochemische Fluoreszenzdoppelfarbungen durchgefiihrt. Es wurde ein direkt
mit Cy3 markierter anti-Zytokeratin Antikérper (A45-BB3-Cy3) und zusétzlich jeweils
ein weiterer muriner Primarantikoérper, der verschiedene Tumorantige bindet,
verwendet (anti-EpCAM, anti-HER-2, anti-EGFR, anti-Vimentin Antikérper). Diese
Antikorper wurden durch Alexa Fluor 488 markierte sekundire anti-Maus-IgG
Antikérper visualisiert (siehe Abbildung 3.6). Das Firbeprotokoll wurde gréftenteils wie
im Kapitel 3.1.7 beschrieben durchgefithrt, mit der Ausnahme, dass andere
Antikorperlosungen verwendet wurden. Im ersten Antikorperschritt wurde ein muriner
Primarantikoérper eingesetzt, der das Tumorantigen von Interesse bindet. Im zweiten
Antikorperschritt wurde der sekundére Alexa 488 markierte anti-Maus-IgG Antikérper
(1:200 in AB-Serum-PBS-Losung) verwendet und nach mehreren Waschschritten im
dritten Antikérperschritt der Cy3 markierte anti-Zytokeratin Antikérper (1:300 in AB-
Serum-PBS-Losung).
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der immunzytochemischen Fluoreszenzdoppelfirbung zur
Charakterisierung von CTCs. Die CTCs wurden durch einen direkt mit Cy3 markierten anti-Zytokeratin
Antikérper (A45-BB3-Cy3) detektiert. Zusitzlich wurde zur Charakterisierung der Zellen ein weiterer
Antikérper (gegen verschiedene Tumorantigene) verwendet. Zur Visualisierung der Antikérperbindung
wurden Alexa 488 markierte sekundidre Antikérper verwendet, die die konstante Antikérperdoméne des
jeweiligen Primérenantikorpers binden.

3.2.2 Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Farbung

Zur genaueren Charakterisierung der CTCs der Probe H071Q wurde zusédtzlich zur
Fluoreszenzfarbung fir das Antigen EpCAM eine weitere Farbemethode durchgefiuhrt.
Anhand der immunzytochemischen Fluoreszenzdoppelfarbung fiir das Antigen EpCAM
konnte nicht sicher geklart werden, ob die EpCAM Expression der CTCs géanzlich bei
allen CTCs verloren gegangen ist, oder ob einige Zellen noch leicht EpCAM exprimieren.
AuBlerdem wurde zur immunzytochemischen Charakterisierung der Asziteszellen die
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Farbung (APAAP-Farbung) fiir
verschiedene Tumorantigene durchgefiihrt. Da Zellen, die aus Aszitesfliissigkeit isoliert
wurden, eine starke Autofluoreszenz aufwiesen, konnten zur Charakterisierung dieser
Zellen keine Fluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt werden. Die APAAP-Farbung ist eine
sehr sensitive durchlichtmikroskopische Farbemethode. Bei dieser Farbung wird im
ersten Schritt ein muriner Primérantikérper verwendet, der das gewiinschte Antigen
bindet. Als Sekundéarantikérper wird dann ein Antikérper verwendet, der dessen
konstante murine Antikérperdoméine bindet. Anschliefend wird der APAAP-Komplex

hinzugegeben, der aus loslichen Immunkomplexen aus alkalischer Phosphatase und
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monoklonalen murinen anti-alkalische-Phosphatase Antikérpern besteht. Der
Sekundarantikorper fungiert als Briicke zwischen Primérantikérper und APAAP-
Komplex, da dieser sowohl die konstante Doméne des murinen Primérantikorpers als
auch den Antikérper des APAAP-Komplexes bindet. Zur Visualisierung der
Antikorperbindungen wird ein Substrat zugegeben, welches durch die alkalische
Phosphatase zu einem Farbstoff umgewandelt wird (siehe Abbildung 3.7). Die alkalische
Phosphatase hydrolisiert Naphtolphosphatester zu Phenolkomponenten und

Phosphaten. Die Phenole reagieren mit Neufuchsin und bilden unlésliche Azofarbstoffe.

Endogene alkalische Phosphatasen werden durch die Zugabe von Levamisol gehemmt.

\\WN; |

Substrat

.

1 alkalische Phosphatase

muriner anti-alkalische
Phosphatase Antikorper

Brickenantikorper,
manti-Maus-IgG Antikorper®

/" muriner Priméarantikorper
(z. B anti-EpCAM)

>

Tumorzelle Leukozyt

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der APAAP-Farbung. Zur Charakterisierung und Detektion der
Zellen wurde ein muriner Primé&rantikérper verwendet. Als Sekundarantikérper wird ein Antikérper
verwendet, der dessen konstante murine Antikérperdoméne bindet. Anschie3end wird der APAAP-Komplex
hinzu gegeben, der aus léslichen Immunkomplexen aus intestinaler alkalischer Phosphatase und
monoklonalen murinen anti-alkalische-Phosphatase Antikérpern besteht. Der Sekundirantikérper fungiert
als Briickenantikorper. Zur Visualisierung der Antikérperbindungen wird ein Substrat durch die alkalische
Phosphatase zu einem Farbstoff umgewandelt.

Die Zellareale der Zytospinpriparate wurden mit einem Fettstift (Dako Pen) umrandet
und die Zellen fir 10 min mit einer 4%igen PFA-PBS-Losung fixiert. Nach
drei Waschschritten fiir jeweils 2 min mit PBS-Puffer wurde fir 20 min mit AB-Serum-

PBS-Lésung (10 %) blockiert, um unspezifische Proteinwechselwirkungen zu verhindern.
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Anschliefend erfolgte die Inkubation des gewiinschten murinen Priméarantikérpers in
AB-Serum-PBS-Losung (10 %) fiir 45 min. Nach drei Waschschritten mit PBS-Puffer fiir
jeweils 2 min erfolgte die Inkubation des sekundiaren Briickenantikorpers fiir weitere
30 min in AB-Serum-PBS-Losung (10 %). Die Objekttriger wurden dreimal fiir jeweils
2 min in PBS-Puffer gewaschen und der APAAP-Komplex in AB-Serum-PBS-Losung
(10 %) fiir 30 min auf die Zellen gegeben. Nach drei weiteren Waschschritten fiir jeweils
2 min mit PBS-Puffer wurde die Farbung entwickelt, indem die Substratlésung fir
20 min auf die Zellen gegeben wurde. Die Substratlésung wurde zuvor angesetzt, indem
4,2 ml Tris-Puffer (1 M, pH 9,5) und 200 pl Levamisol-Lésung (0,625 M) in 78,8 ml H20
verdiinnt wurden (Lésung 1). Es wurden zu 415 pl Natriumnitrit-Losung (0,56 M) 166 pul
Neufuchsin (5 %) gegeben (Lésung 2) und nach einer dreiminiitigen Inkubation zur
Losung 1 gegeben. AnschlieBend wurden Losung 3, bestehend aus 42 mg Naphthol-AS-
Bi-Phosphat gelost in 500 ul N,N-Dimethylformamid, zur vereinten Losung 1 und 2
gegeben. Diese Substratlosung wurde bevor sie auf die Zellen gegeben wurde, filtriert.
Nach der Entwicklung wurden die Zellen dreimal fiir jeweils 3 min in PBS-Puffer
gewaschen. Danach erfolgte die Zellkernfarbung, indem die Objekttrager fur 10 s in
Mayers Hamalaun-Losung (1:5, filtriert) gestellt wurden. AnschlieBend wurden die
Objekttrager einmal kurz in destilliertes Wasser, viermal in 0,1 % ige Essigsidure,
viermal in destilliertes Wasser getaucht und dann fir 30 s in 0,1 % iger
Natriumhydrogencarbonat-Losung inkubiert. Nach drei Waschschritten fiir jeweils
3 min in destilliertem Wasser wurden die Objekttriager eingedeckelt. Hierfiir wurde
Glyzergel Mounting Medium im Wasserbad erwidrmt, auf das Zellareal gegeben und ein

Deckglaschen vorsichtig aufgelegt.

3.8 Immunhistologische Analysen von Diinnschnitten aus in Paraffin eingebettetem

Gewebe

3.3.1 Anfertigung von Mikrotomschnitten

Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde auf -20 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden
mittels Schlittenmikrotom 3-5 um dicke Schichten angefertigt. Diese Gewebeschnitte
wurden mit einer Pinzette oder einem Pinsel aufgenommen und in ein auf 40 °C
erwarmtes Wasserbad uberfiihrt, wodurch sich die Schnitte auf der Wasseroberflache

streckten. Die gestreckten Paraffinschnitte wurden dann moglichst glatt auf einen
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Objekttrager gezogen und zum Trocknen auf eine 37 °C warme Heizplatte gelegt. Die
Schnitte wurden tiber Nacht im Warmeschrank bei 37 °C inkubiert und anschliefend bis

zu weiteren Analysen bei Raumtemperatur gelagert.

3.3.2 Deparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte

Zu Beginn jeder immunhistologischen Farbung an Paraffingewebeschnitten miussen
diese deparaffiniert und rehydriert werden. Hierfiir wurden die Objekttrager mit den
Paraffingewebeschnitten fir mindestens eine Stunde bei 60 °C im Wiarmeschrank
inkubiert. AnschlieBend wurde das Paraffin der Gewebeschnitte entfernt, indem die
Objekttrager zweimal flr jeweils 15 min in Xylol inkubiert wurden. Zur Rehydrierung
wurden die Objekttrager zweimal fur jeweils 10 min in 100% igem Ethanol und
anschlieBend fur jeweils 1 min zweimal in 96% igem Ethanol, zweimal in 80% igem
Ethanol und einmal in 70% igem Ethanol inkubiert und anschlieBend in destilliertes

Wasser gestellt.

3.3.3 Hiamatoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine Ubersichtsfarbung, bei der sich
die Zellkerne blauviolett und das Zytoplasma (basische Strukturen) rot anfirben. Bevor
die Paraffingewebeschnitte gefdrbt werden konnten, mussten diese deparaffiniert und
rehydriert werden (sieche Kapitel 3.3.2). AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte fiir
30 s in Meyers Hamalaun-Losung inkubiert. Das Blduen des Hamalauns erfolgte mittels
Spiilen mit laufendem Leitungswasser fiir 5 min. Die Gewebeschnitte wurden fir 30 s in
Eosin gefarbt, anschlieBend in destilliertem Wasser gewaschen und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 % Ethanol) fiir jeweils 2 min
inkubiert. Nach zweifacher Inkubation fiir 2 min in Xylol wurde Fukitt auf das Gewebe

gegeben und mit einem Deckglaschen eingedeckelt.

3.3.4 Vorbehandlung der Gewebeschnitte fiir die Immunhistochemie

Zu Beginn aller immunhistologischen Farbungen wurden die Paraffingewebeschnitte als

erstes deparaffiniert und rehydriert (sieche Kapitel 3.3.2). Fiir immunhistologische
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Farbungen gegen verschiedene Antigene wurden die Gewebeschnitte unterschiedlich
vorbehandelt um ein optimales Farbeergebnis zu erzielen. Es wurden fir die

unterschiedlichen Antikorper folgende Vorbehandlungsverfahren gewéhlt:

3.3.4.1 Zytokeratin-Firbung (A45-BB3, AE1/AE3, C11)

Zur immunhistochemischen Detektion von Zytokeratin mit den gegen verschiedene
Zytokeratine gerichteten Antikoérpern A45-BB3, AE1/AE3 und C11 wurden die
Gewebeschnitte durch eine Hitzebehandlung vorbehandelt. Hierfiir wurden die
Objekttrager in eine Kiivette mit Citratpuffer (pH 6,0) gestellt und im Dampfkochtopf
fur 5 min auf 125 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Kiivette aus dem Dampfkochtopf
genommen, zum Abkiihlen mit offenem Deckel fiir 10 min stehen gelassen und dann die
Objekttrager kurz in destilliertes Wasser gestellt. Nachdem die Objekttrager dreimal fiir
jeweils 3 min mit TBST-Puffer (TBST: Tris-Buffered Saline mit Tween 20) gewaschen
wurden, wurden die priméren anti-Zytokeratin Antikorper in Dako REAL™ Antibody
Diluent verdinnt, auf die Gewebeschnitte gegeben und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Der A45-BB3 Antikoérper wurde 1:200, die AE1/AE3 Antikérper 1:1000 und der C11
Antikorper 1:200 verdiinnt. AnschlieBend erfolgte die Detektion durch die Verwendung
des DAKO REAL™ Detection System Kits (siehe Kapitel 3.3.5).

3.3.4.2 EpCAM-Farbung

Um eine EpCAM-Farbung durchzufiihren, wurden die Gewebeschnitte enzymatisch
durch Trypsin vorbehandelt. Hierfiir wurde eine Trypsintablette (1 mg Trypsin,
gepuffert) in 1 ml destilliertem Wasser gelést, die Trypsinlésung auf die Gewebeschnitte
gegeben und fir 10 min bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. AnschieBend wurden die
Objekttrager fir 5 min in destilliertem Wasser inkubiert und dreimal fiir jeweils 3 min
in TBST-Puffer gewaschen. Zur Inhibierung von endogenen Peroxidasen wurde eine
H:02-Blockierung fiir 5 min durch Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution
durchgefithrt und anschlieBend wieder dreimal fiir jeweils 3 min in TBST-Puffer
gewaschen. Der anti-EpCAM Antikoérper wurde in Dako REAL™ Antibody Diluent 1:75

verdinnt, auf die Gewebeschnitte gegeben und fiur 60 min inkubiert. Anschliefend
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erfolgte die Detektion durch die Verwendung des DAKO REAL™ EnVision™ Detection
System Kits (siehe Kapitel 3.3.6).

3.3.4.3 HER-2-Farbung

Fir eine HER-2-Farbung wurden die Gewebeschnitte fir 20 min in kochendem
Citratpuffer (pH 6,0) inkubiert. Hierfiir wurden die Objekttriager in eine Kiivette mit
Citratpuffer gestellt, in der Mikrowelle erhitzt und fiir 20 min im kochenden Puffer
inkubiert. AnschlieBend wurde die Kiivette aus der Mikrowelle genommen und zum
Abkiihlen mit offenem Deckel fiir 15 min stehen gelassen. Nachdem die Objekttriager
dreimal fir jeweils 3 min mit TBST-Puffer gewaschen wurden, wurde der anti-HER-2
Antikorper in Dako REAL™ Antibody Diluent 1:40 verdiinnt, auf die Gewebeschnitte
gegeben und fir 60 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Detektion durch die
Verwendung des DAKO REAL™ Detection System Kits (siehe Kapitel 3.3.5).

3.3.4.4 pb63-Féarbung

Fir eine p53-Farbung wurden die Gewebeschnitte fur 20 min in kochendem TEC-Puffer
(pH 7,8) (TEC: Tris, EDTA, Citrat) inkubiert. Hierfiir wurden die Objekttriger in eine
Kuvette mit TEC-Puffer gestellt, in der Mikrowelle erhitzt und fiir 20 min im kochenden
Puffer inkubiert. AnschlieBend wurde die Kiivette aus der Mikrowelle genommen und
zum Abkihlen mit offenem Deckel fir 15 min stehengelassen. Nachdem die
Objekttrager dreimal fiur jeweils 3 min mit TBST-Puffer gewaschen wurden, wurde der
anti-p53 Antikorper in Dako REAL™ Antibody Diluent 1:2000 verdiunnt, auf die
Gewebeschnitte gegeben und fiir 30 min inkubiert. Anschliefend erfolgte die Detektion
durch die Verwendung des DAKO REAL™ Detection System Kits (siehe Kapitel 3.3.5).

3.3.5 Nachweis der Antikoérperbindung unter Verwendung des DAKO REAL™
Detection System Kits

Nach der Inkubation des Primarantikérpers wurden die Objekttrager dreimal fir jeweils
3 min in TBST-Puffer gewaschen. Dann wurden die Gewebeschnitte fiir 10 min mit der

Losung A des Kits inkubiert. Diese Losung A enthélt biotinylierte Ziege-Anti-Maus-1gG
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und Ziege-Anti-Kaninchen-IgG Antikorper, die an den jeweiligen Primé&rantikérper
binden. Nach weiteren drei Waschschritten fiir 3 min in TBST-Puffer wurde eine H203-
Blockierung durchgefiihrt, um endogene Peroxidasen zu inhibieren. Hierfur wurde fir
5min Dako REAL™ Peroxidase-Blocking-Solution auf die Gewebeschnitte gegeben.
Nach weiteren drei Waschschritten fir 3 min in TBST-Puffer wurde Losung B fir
10 min auf den Gewebeschnitten inkubiert. Die Losung B des Kits enthilt an
Streptavidin konjugierte Meerrettichperoxidase (HRP). Dieses Streptavidin bindet an
das Biotin des Sekundarantikérpers der Losung A. AnschlieBend wurde dreimal fir
jeweils 3 min mit TBST-Puffer gewaschen. Zur Entwicklung der Farbung wurde die 3,3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-(DAB) Substratlésung angesetzt. Hierfiir wurde
Dako REAL™ DAB + Chromogen (Lésung C) 1:50 in Dako REAL™ Substrate Buffer
(Lésung D) verdiinnt und fiir 10 min auf den Gewebeschnitten inkubiert. AnschlieBend
wurden die Objekttrager in destilliertes Wasser gestellt, bevor die Héamalaun-

Zellkernfarbung durchgefiihrt wurde (siehe Kapitel 3.3.7).

3.3.6 Nachweis der Antikoérperbindung unter Verwendung des DAKO REAL™
EnVision™ Detection System Kits

Nach der Inkubation des Primirantikérpers (anti-EpCAM) wurden die Objekttriger
dreimal fiir jeweils 3 min in TBST-Puffer gewaschen. Dann wurden die Gewebeschnitte
fir 15 min mit der Losung A des Kits inkubiert. Die Losung A des DAKO REAL™
EnVision™ Detection System Kits enthilt Dextran-Komplexe, die mit Peroxidase-
molekiilen und sekundiren Antikérpern gegen Kaninchen-IgG und Maus-IgG
Antikorpern gekoppelt sind. AnschlieBend wurde dreimal fiur jeweils 3 min mit TBST-
Puffer gewaschen. Zur Entwicklung der Farbung wurde die DAB-Substratlésung
angesetzt, indem Dako REAL™ DAB + Chromogen (Lésung C) 1:50 in Dako REAL™
Substrate Buffer (Lésung B) verdiinnt und fiir 10 min auf den Gewebeschnitten
inkubiert wurde. Anschlieend wurden die Objekttréager in destilliertes Wasser gestellt,

bevor die Hamalaun-Zellkernfarbung durchgefiithrt wurde.
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3.3.7 Protokoll zur Zellkernfirbung mittels Mayers Himalaunl6sung

Die Objekttriager wurden fiir 2 s in Meyers Hamalaun-Lésung inkubiert. Das Blauen des
Hamalauns erfolgte mittels Spiilen mit laufendem Leitungswasser fir 5 min.
AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte dehydriert. Hierfir wurden die Objekttrager
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 % Ethano)) fiir jeweils 2 min
inkubiert. Nach zweifacher Inkubation fiir 2 min in Xylol wurde Fukitt auf das Gewebe

gegeben und mit einem Deckgldschen eingedeckelt.

3.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) beruht auf der Hybridisierung
chromosomaler Desoxyribonukleinsiure (desoxyribonucleic acid, DNA) mit artifiziellen
komplementiaren DNA-Sequenzen, die als Sonden bezeichnet werden. Mit ihrer Hilfe
konnen spezifische Nukleinsduresequenzen in Zellen nachgewiesen werden. Damit
konnen die Anzahl und die Lage bestimmter chromosomaler Bereiche zum Beispiel in
einer Tumorzelle bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden FISH-Analysen fiir den
Chromosomenbereich 3q26 und 8q24 durchgefiihrt. Fur die Herstellung der DNA-
Sonden wurden artifizielle Chromosomen verwendet, sogenannte PAC-DNA (PAC:
PIl-derived artificial chromosome), die komplementire DNA fiir diese chromosomalen
Bereiche enthielt. Zur Herstellung der 3q26-Sonde wurde der Klon RP11-250A4
verwendet und fur die 8q24-Sonde der Klon RP11-240b13. Diese Bakterienklone, die die
PAC-DNA enthielten, wurden freundlicherweise von Heinz-Ulrich G. Weier, Universitit

Kalifornien, zur Verfiigung gestellt.

3.4.1 Isolierung der PAC-DNA zur Herstellung der FISH-Sonden

Die Isolierung der PAC-DNA aus Bakterien erfolgte durch die Verwendung des Large-
Construct Kits (Qiagen). Die Methode basiert auf einer modifizierten Form der
alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly (Birnboim und Doly, 1979), einem Verdau mit
ATP-abhédngiger Endonuklease und anschlieBender Anionenaustauschchromatographie.
Die Durchfihrung erfolgte mit geringen Abweichungen gemé&ll Anleitung des

Herstellers. Ein den PAC enthaltender Bakterienklon wurde von einer LB-Agarplatte
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(LB: Lysogeny Broth) gepickt und in 2 ml TB-Medium (TB: Terrific Broth) mit einem
geeigneten Selektionsantibiotikum (Chloramphenicol 25 pg/ml) angeimpft. Diese
Vorkultur wurde bei 37 °C in einem Schiittelinkubator (300 rpm) fiir ungefihr 8 h
inkubiert. AnschlieBend wurden mit 1 ml dieser Vorkultur 500 ml mit Antibiotikum
versetztem TB-Medium angeimpft und im Schiittelinkubator bei 37 °C und 300 rpm
tber Nacht inkubiert. Die Bakterien wurden durch eine 15 mintitige Zentrifugation bei
6000 x g und 4 °C pelletiert und das Zellpellet in 20 ml P1-Puffer resuspendiert.
Anschliefend wurden 20 ml P2-Puffer hinzugegeben und durch vier- bis sechsmal
Invertieren gemischt. Nach 5 min Inkubation wurden 20 ml P3-Puffer hinzugegeben und
nach vier- bis sechsmaligem Invertieren fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es wurde fir
30 min bei 4 °C und 20.000 x g zentrifugiert und der PAC-DNA beinhaltende Uberstand
durch einen zuvor angefeuchteten Filter filtriert. Zur Préazipitation der DNA wurde zu
dem gereinigten Lysat das 0,6 fache Volumen (ca. 36 ml) Isopropanol gegeben und
gemischt. Der Uberstand wurde nach 30 min Zentrifugation (4 °C, 15.000 x g) verworfen,
das DNA-Pellet in 5 ml 70 % igem Ethanol gewaschen, erneut fiir 15 min bei 15.000 x g
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das an der Luft getrocknete Pellet
wurde in 9,5 ml auf 37 °C vorgewarmten EX-Puffer resuspendiert, bevor 200 ul ATP
(Adenosintriphosphat) abhiéingige Exonuklease und 300 ul ATP-Lésung hinzugegeben
und fiir 1h bei 37°C inkubiert wurde. Die PAC-DNA wurde iiber eine Siaule
aufgereinigt. Hierfur wurde die QIAGEN-tip 500 Siule mit 10 ml QBT-Puffer
equilibriert. Nachdem 10 ml QS-Puffer zur DNA-Losung gegeben wurde, wurde diese auf
die Saule gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen und die
DNA wurde eluiert, indem 15 ml auf 65 °C vorgewarmter QF-Puffer auf die Saule
gegeben wurde. Die DNA des Eluats wurde durch die Zugabe von 10,5 ml Isopropanol
prazipitiert. Nach dem Mischen der Losung wurde jeweils 1 ml der Losung in 1,5 ml
Reaktionsgefdfle aliquotiert und bei 15.000 x g und 4 °C fur 30 min zentrifugiert. Zum
Waschen der DNA wurde jeweils 250 ul 70 % iges Ethanol auf die DNA-Pellets gegeben,
fiir weitere 15 min bei 15.000 x g zentrifugiert und die Ubersténde verworfen. Die DNA-
Pellets wurden fir 5-10 min an der Luft getrocknet und die DNA anschlieend in jeweils
200 pl AE-Puffer aufgenommen. Die Qualitdit und Quantitdit der DNA wurde
spektroskopisch mit Hilfe des NanoDrop Spektrometers bestimmt (siehe Kapitel 3.5.2).
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3.4.2 Fluoreszenzmarkierung der FISH-Sonden

Zur Herstellung der fluoreszenzmarkierten FISH-Sonden wurde die Methode des
Random-Primings unter Verwendung des BioPrime DNA Labeling System (Invitrogen)
gewahlt. Hierfiir wurde 1 pg der isolierten PAC-DNA (siehe Kapitel 3.4.1) in 18 ul
nukleasefreiem Wasser aufgenommen, fir 5 min bei 100°C denaturiert und
anschlieBend sofort auf Eis gekiihlt. Der Markierungsansatz wurde folgendermalen

angesetzt:

Tabelle 3.1: Standardansatz zur Fluoreszenzmarkierung der FISH-Sonden.

Volumen Reagenz

18 ul 1 ng PAC-DNA in H20
5 ul 10 x dNTPs
5ul 0,5 mM dUTPs (fluoreszenzmarkiert Spektrum Orange)
(Desoxyuridintriphosphat)
20 pl 2,5 x random Hexamere
1ul Klenow Fragment der DNA-Polymerase I

Die random Hexanukleotide hybridisieren statistisch zuféllig als Primer an die DNA.
Die Markierung erfolgte durch den Einbau der fluoreszenzmarkierten dUTPs (Abbott
Molecular) bei der Synthese eines neuen Doppelstanges. Nach der Inkubation bei 37 °C
fir 2-6 h wurden nicht gebundene Nukleotide mit Hilfe von Bio-Spin 30 Tris Saulchen
(BioRad) entfernt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Nach
Aufreinigung der DNA durch Ethanolfillung (siehe Kapitel 3.5.7) wurden die
markierten DNA-Sonden in 25 ul Hybridisierungspuffer resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.4.3 FISH an Zytospinpraparaten fiir die Chromosomenbereiche 3q26 und 8q24

Die molekulare Charakterisierung der CTCs diente dem Nachweis agressiver
Tumorzellklone und der Malignitatssicherung. Um die Ergebnisse der Immunzyto-
chemie zu bestiatigen, wurden FISH-Analysen an ausgewidhlten Proben fiir den
Chromosomenbereich 3q26 und 8q24 durchgefiihrt. Hierfir wurden aus den nach
Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen Zellsuspensionen weitere Zytospinpraparate

angefertigt (siehe Kapitel 3.1.5) und zur Identifizierung der CTCs vor der FISH-Analyse
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eine immunzytochemische Farbung durchgefiihrt. Die immunzytochemische Farbung
wurde wie bereits im Kapitel 3.1.7 beschrieben durchgefithrt, mit der Anderung, dass
Alexa Fluor 488 konjugiertes Streptavidin anstelle von Alexa Fluor 594 konjugiertem
Streptavidin eingesetzt wurde. Da aufgrund der mikroskopischen Voraussetzungen die
Anzahl von gleichzeitig anwendbaren Fluoreszenzfarbstoffen limitiert war, wurde keine
Leukozytenfarbung gegen CD45 durchgefihrt. Fur die Identifizierung von CTCs in
Patientenproben wurde 1im Allgemeinen der in Kapitel 3.1.7 beschriebene
Antikorpercocktail verwendet, mit Ausnahme der Patientenprobe H071Q. Die CTCs
dieser Probe wurden zuvor immunzytochemisch charakterisiert, mit dem Ergebnis, dass
die CTCs dieser Probe nur durch anti-Zytokeratin Antikérper detektiert wurden und
nicht durch die tbrigen Antikorper des Antikorpercocktails. Daher wurden fir die
Detektion der CTCs der Probe HO071Q vor der FISH-Analyse nur anti-Zytokeratin
Antikorper verwendet. Zur Identifizierung der SK-OV 3 CTCs, die aus dem Blut der
Mause isoliert wurden, wurde ein gegen HER-2 gerichteter Antikérper verwendet. Zu
Beginn jeder FISH-Analyse wurden die Zellen der Zytospinpraparate fixiert. Hierfir
wurden die Objekttrager fir 3 min in eiskaltem 75% igem Ethanol inkubiert. Dieser
Fixierungsschritt wurde nicht durchgefihrt, wenn die Zellen bereits nach der
Dichtegradientenzentrifugation mit PFA fixiert waren. AnschlieBend wurden die
Objekttrager dreimal fir jeweils 2 min in PBS-Puffer gewaschen. Parallel wurde FISH-
Vorbehandlungspuffer (Spot-Light Tissue Heat Pretreatment Buffer, Invitrogen) in einer
Kivette im Wasserbad auf 97 °C erwarmt. Die Objekttrager wurden fir 10 min darin
inkubiert. Anschlieend wurde die Kivette aus dem Wasserbad genommen und mit
offenem Deckel fir 15 min abgekuhlt. Danach wurden die Objekttriager dreimal fir
jeweils 2 min in PBS-Puffer gewaschen. FISH-Enzympuffer wurde auf 37 °C im
Wiarmeschrank vorgewdrmt und dann auf das Zellareal gegeben und fir 10 min im
Wiarmeschrank bei 37 °C und wassergeséttigter Atmosphédre inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fiir jeweils 2 min in PBS-Puffer wurden die Zellen dehydriert.
Hierfiir wurden die Objekttriager in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %,
100 % Ethanol) fiir jeweils 2 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttriger in
den Wirmeschrank bei 37 °C gelegt, bis diese vollstindig trocken waren. Zur
Vorbereitung der FISH-Probe wurden pro Zytospinpraparat 1 pl humane Cot 1-DNA
(oder murine Cot 1-DNA bei Mausproben), 2 ul 3q26-Sonde (Spektrum orange markiert)
oder 8q24-Sonde (Spektrum orange markiert), 1 ul Zentromer 7-Sonde (Spektrum aqua
markiert) und 6 ul FISH-Hybridisierungspuffer zusammenpipettiert und gut gemischt.

Da die FISH-Sonden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, wurde ab diesem
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Arbeitsschritt wenn moglich Lichteinstrahlung vermieden um die FISH-Probe vor Licht
zu schiitzen. Es wurden jeweils 10 ul dieser FISH-Probe auf ein Zellareal pipettiert und
durch das Auflegen eines Deckgldschens gleichméfBig verteilt. Um ein Austrocknen zu
verhindern, wurden die Deckgldschen durch das Auftragen von Fixogum verschlossen.
Die Objekttrager wurden nun in einen FISH-Thermoblock gelegt und das in Tabelle 3.2
aufgefiihrte FISH-Programm gestartet.

Tabelle 3.2: FISH-Programm.

Temperatur Zeit Schritt
95 °C 3 min Denaturierung
37°C >16h Hybridisierung

Nachdem fir mindestens 16 Stunden der Hybridisierungsschritt bei 37 °C durchgefiihrt
wurde, wurden die Objekttrager aus dem Thermoblock genommen und das Fixogum mit
dem Deckgldaschen vorsichtig entfernt. Die Objekttrager wurden dreimal fir jeweils
10 min in 46 °C warmen 50 % Formamid/ 2 x SSC-Puffer (SSC: saline-sodium citrate),
zweimal fir jeweils 10 min in 46 °C warmen 2 x SSC-Puffer und einmal fir 5 min in
46 °C warmen 0,1 x SSC-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde Vectaschild® Mounting
Medium mit DAPI auf die Zellareale gegeben und die Objekttriger eingedeckelt, indem
vorsichtig ein Deckgldschen auf das Zellareal gelegt wurde und dieses mit Nagellack

luftdicht verschlossen wurde.

3.44 FISH an Paraffingewebeschnitten von Karzinomgewebe fiir den

Chromosomenbereich 3q26 und 8q24

Die Gewebediinnschnitte wurden wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben angefertigt. Zu Beginn
der FISH-Analyse wurden die Gewebeschnitte deparaffiniert und rehydriert (siehe
Kapitel 3.3.2). AnschlieBend wurden zur Fixierung der Gewebeschnitte diese fiir 10 min
in -20 °C kaltem FISH-Fixierungspuffer (2% Formaldehyd in Methanol) inkubiert.
Anschliefend wurden die Objekttriager dreimal fir jeweils 2 min in PBS-Puffer
gewaschen. Zur Vorbehandlung der Gewebeschnitte wurde =zuvor FISH-
Vorbehandlungspuffer (Spot-Light Tissue Heat Pretreatment Buffer, Invitrogen) in einer
Kivette im Wasserbad auf 97 °C erwarmt und die Objekttrager fiir 10 min in diesem
inkubiert. AnschlieBend wurde die Kivette aus dem Wasserbad genommen und zum

Abkiihlen mit offenem Deckel fir 15 min stehengelassen. Danach wurden die
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Objekttrager dreimal fir jeweils 2 min in PBS-Puffer gewaschen. Die FISH-
Enzymlosung wurde auf 37 °C im Warmeschrank vorgewarmt, auf die Gewebeschnitte
gegeben und fir 10 min im Warmeschrank bei 37 °C und wassergeséttigter Atmosphére
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 2 min in PBS-Puffer wurden die
Gewebeschnitte dehydriert. Hierfir wurden die Objekttriager in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 % Ethanol) fiir jeweils 2 min inkubiert.
Anschliefend wurden die Objekttrager in den Warmeschrank bei 37 °C gelegt, bis diese
komplett trocken waren. Zur Vorbereitung der FISH-Probe wurden pro Gewebeschnitt
1 ul humane Cot-DNA, 2 ul 3q26-Sonde (Spektrum orange markiert) oder 8q24-Sonde
(Spektrum orange markiert), 1 ul Zentromer 7-Sonde (Spektrum aqua markiert) und 6 ul
FISH-Hybridisierungspuffer zusammenpipettiert und gut gemischt. Da die FISH-
Sonden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, wurde ab diesem Arbeitsschritt, wenn
moglich, Lichteinstrahlung vermieden und die FISH-Probe vor Licht geschiitzt. Es
wurden jeweils 10 pl dieser FISH-Probe auf einen Gewebeschnitt pipettiert und durch
das Auflegen eines Deckgldschens auf der gesamten Gewebefliche gleichmaBig verteilt.
Um ein Austrocknen zu verhindern, wurden die Deckgldschen durch das Auftragen von
Fixogum verschlossen. Die Objekttridger wurden nun in einen FISH-Thermoblock gelegt
und das in Tabelle 3.2 aufgefiihrte FISH-Programm gestartet.

Nachdem fiir mindestens 16 Stunden der Hybridisierungsschritt bei 37 °C durchgefiihrt
wurde, wurden die Objekttrager aus dem Thermoblock genommen und das Fixogum mit
dem Deckgldaschen vorsichtig entfernt. Zuvor wurde in einer Kiivette im Wasserbad
2 x SSC/NP-40 Puffer auf 72 °C erwarmt. Die Objekttrager wurden fir jeweils 2 min erst
in 72 °C warmen 2 x SSC/NP-40 Puffer, dann in Raumtemperatur-warmen 2 x SSC/NP-
40 Puffer und PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte
dehydriert, indem die Objekttriger in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %,
96 %, 100 % Ethanol) fiir jeweils 2 min inkubiert wurden. Danach wurden die
Objekttrager in den Warmeschrank bei 37 °C gelegt, bis diese komplett trocken waren
und mit Vectaschild® Mounting Medium mit DAPI eingedeckelt. Hierfiir wurde vorsichtig
ein Deckgliaschen auf das Zellareal gelegt und dieses mit Nagellack luftdicht

verschlossen.
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3.4.5 Protokoll zur Auswertung der FISH-Analysen

Die Auswertung der FISH-Analysen erfolgte unter Verwendung des Fluoreszenz-
mikroskops Axiostar plus (Zeiss). Die Tumorareale wurden identifiziert, indem HE-
gefirbte Gewebeschnitte (sieche Kapitel 3.3.3) mikroskopisch beurteilt wurden. Fiir die
Auswertung der FISH-Analysen an Gewebeschnitten wurden im DAPI-Kanal
(Filterblock 1, Zeiss) Zellen gesucht, die vereinzelt lagen und nicht von weiteren Zellen
tberlagert wurden. Nur diese Zellen wurden fiur die Analysen verwendet, da die FISH-
Signale eindeutig einem Zellkern zugeordnet werden konnten. Tumorareale wurden
eindeutig identifiziert, indem parallel HE gefirbte Gewebeschnitte (sieche Kapitel 3.3.3)
des gleichen Paraffinblocks durch Mikroskopieren beurteilt wurden. Auch bei der
Auswertung von FISH-Analysen an Zytospinpriaparaten wurde darauf geachtet, dass
nur vereinzelte Zellen analysiert wurden. Da meistens zuséatzlich zur FISH-Analyse eine
immunzytochemische Firbung durchgefithrt wurde (siehe Kapitel 3.1.7 und 3.1.8),
konnten die CTCs durch Fluoreszenz im Alexa Fluor 488-Kanal (Filterblock MC-2B)
identifiziert werden. Die Hybridisierungssignale fiur die Spektrum orange-markierten
Sonden 3q26 und 8q24 wurden unter Verwendung des entsprechenden
Fluoreszenzkanals (Filterblock MC-4) analysiert. Als Referenzsonde wurde eine
Spektrum aqua-markierte Sonde des Zentromerbereichs von Chromosomen 7 verwendet.
Zur Analyse der Zentromersonde wurde der Fluoreszenzkanal Aqua (Filterblock AQUA)
verwendet. Die Signalauswertung erfolgte bei einer 1000-fachen VergréBerung (100 x Ol
Objektiv Plan-Neofluar). An Gewebeschnitten oder Zelllinien wurden jeweils die FISH-
Signale von 100 Zellen bestimmt und fir beide Sonden der Mittelwert errechnet.
AnschlieBend wurde das Verhéltnis von Signalen der DNA-Sonde zur Referenzsonde
bestimmt. Ein Verhé&ltnis von >1,5 wurde als DNA-Gewinn und < 0,75 als DNA-Verlust
definiert. Die Spezifitit der Sonden wurde an Leukozyten von gesunden Spendern

bestimmt (siehe Kapitel 4.6.1).
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3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung von genomischer DNA sowohl aus Tumorgewebe als auch aus
Zellkulturzellen und Leukozyten wurde entweder das @IAmp® DNA Micro Kit oder das
QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen) verwendet.

Um genomische DNA aus Tumorgewebe zu isolieren, wurde das Gewebe mit dem
Skalpell zerkleinert und entweder etwa 10 mg (QIAmp® DNA Micro Kit) oder bis zu
25 mg (QIAmp® DNA Mini Kit) in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 iiberfithrt. Zur Isolierung
von genomischer DNA aus Leukozyten wurde die Blutprobe zuvor durch
Dichtegradientenzentrifugation (sieche Kapitel 3.1.1) aufgearbeitet, die erhaltene
Leukozyten-Suspension 1in ein 1,5 ml Reaktionsgefal uberfihrt wund durch
Zentrifugation (10 min, 400 x g) pelletiert. Kulturzellen wurden wie im Kapitel 3.6.1
beschrieben geerntet und die Zell-Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tberfiihrt
und durch Zentrifugation (10 min, 400 x g) pelletiert.

Wie im Protokoll des Herstellers beschieben, wurden zu dem Gewebe oder den Zellen
180 ul ATL-Puffer und 20 ul Proteinase K (Qiagen) gegeben und tiber Nacht im
Thermoblock bei 56 °C inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Aufarbeitung genau
nach Angaben des Herstellers. Zur Elution der genomischen DNA wurde zwischen 20 ul
und 50 pl nukleasefreies Wasser verwendet. Die Qualitdt und Quantitat der DNA-Probe
wurde durch Messungen am NanoDrop ND-1000-Spektrometer bestimmt (sieche Kapitel
3.5.2). Bis zur Verwendung wurde die genomische DNA bei -20 °C gelagert.

3.5.2 Bestimmung der DNA Konzentration mittels NanoDrop ND-1000-

Spektrometer

Die Konzentration von Nukleinsduren kann durch die Absorption bei 260 nm bestimmt
werden. Fir die Absorption sind dabei die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich.
Die Reinheit einer Nukleinsdurelosung ldasst sich durch das Verhaltnis der Absorption
bei 260 nm zu 280 nm abschitzen. Basierend auf der Absorption der aromatischen
Aminoséurereste liegt das Absorptionsmaximum fiir Proteine bei 280 nm. Das

Verhiltnis der optischen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm ODa260/OD2so sollte zwischen
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1.8 und 2.0 betragen, wobei ein Wert von 1,8 einer reinen DNA-Losung entspricht. Die
Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren wurde mit dem NanoDrop-1000-
Spektrometer (PeqLab) nach Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Fiir jede
Messung wurde 1 pl DNA-Lésung verwendet.

3.5.3 Amplifikation von DNA durch Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ermdéglicht die
spezifische Vervielfialtigung von DNA-Fragmenten (Mullis et al, 1986). Dabei werden
Oligonukleotide (Primer) mit bekannter Sequenz eingesetzt, die das zu amplifizierende
DNA-Segment flankieren. Die PCR lasst sich in drei grundsétzliche Reaktionsschritte
unterteilen. Zunéchst wird der DNA-Doppelstrang bei 94°C aufgetrennt
(Denaturierung). Im néchsten Schritt (4Annealing) wird die Temperatur erniedrigt und
die spezifischen Primer binden entsprechend ihrer Sequenz an den komplementéren
Bereich auf dem DNA-Strang. Wird nun die Temperatur auf 72°C erhoht, erfolgt die
sogenannte Elongationsphase, in der eine hitzestabile DNA-Polymerase in Gegenwart
von freien Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) die Komplementérstrange
synthetisiert. Durch eine zyklische Wiederholung dieser drei Reaktionsschritte kommt
es zu einer exponentiellen Amplifikation des gewilinschten DNA-Fragmentes. Um
unspezifische Bindungen der Primer zu minimieren wurde Tetramethyl-
ammoniumchlorid (TMAC) zum Ansatz gegeben. Es wurden verschiedene Bereiche des
p53-Gens (Exon 5/6, Exon 7, Exon 8/9) amplifiziert. Folgender Standard PCR-Ansatz
wurde unter sterilen Bedingungen (Sicherheitswerkbank HERAsafe, Thermo Fisher

Scientific) zusammenpipettiert:

Tabelle 3.3: Standard PCR-Ansatz (20ul).

Volumen Reagenz
2 ul PCR Gold Puffer (10 x)
1,6 ul MgCls (25 mM)
1,6 ul dNTPs (2,5 mM)
1pl TMAC (2 mM)
0,2 pl Primer vorwarts (10 pM)
0,2 ul Primer rickwirts (10 uM)
0,2 ul Polymerase (5 U/ul)
5,2 ul nukleasefreies Wasser
8ul Template DNA (5ng/ul)
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Die Reaktion wurde im Thermozykler mit folgendem PCR-Programm durchgefiihrt:

Tabelle 3.4: PCR Programm zur Amplifikation von DNA-Bereiche des p53-Gens.

Temperatur Zeit Schritt
95 °C 10 min primére Denaturierung
95 °C 30 sec Denaturierung

35 Zyklen { 61°C 30 sec Annealing
72 °C 45 sec Elongation
72 °C 7 min terminale Elongation
4°C ) Kiithlung

3.5.4 Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsduren

Nukleinsduren koénnen durch eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese in
Abhéangigkeit von ihrer GroBe aufgetrennt werden. Fir die Herstellung von 1-2 % igen
Agarose-Gelen (abhingig von der GroBe der Nukleinsduren) wurde die Agarose in
1 x TAE-Puffer (TAE: Tris-Acetat-EDTA) in der Mikrowelle geschmolzen, nach kurzem
Abkiihlen mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in die Gelapparatur gegossen. Zur
Aussparung der Geltaschen wurde ein geeigneter Gelkamm verwendet. Nachdem das
Gel durch Abkiihlung fest geworden war, wurde der Kamm entfernt und das Gel in der
Elektrophoreseapparatur mit 1 x TAE-Puffer tuberschichtet. Die DNA-Proben wurden
mit 6 x DNA-Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen geladen. Um die GroBle der
DNA-Fragmente bestimmen zu koénnen, wurden 5 pul eines geeigneten DNA-
GroBenstandards mit auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei ungefihr 100 V etwa fir 25 min. Nach der Auftrennung wurde das Gel mit
Hilfe eines Transilluminators analysiert. Hierfiir wurde das in die DNA eingelagerte
Ethidiumbromid zur Fluoreszenz angeregt (Anregungswellenlinge 234 nm) und die
DNA-Banden des Gels am Geldokumentationssystem (Syngene, Cambridge USA)

visualisiert und dokumentiert.

3.5.5 Restriktionsspaltung von DNA

DNA kann mittels spezifischer Restriktionsendonukleasen gespalten werden.
Restriktionsendonukleasen erkennen eine spezifische DNA-Sequenz und spalten die

Phosphodiesterbindungen beider Stringe des DNA-Molekiils hydrolytisch. Zum
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Nachweis von mutierter Tumor-DNA der CTCs isoliert aus der Blutprobe HO71Q, wurde
eine Restriktionsspaltung mit der Restriktionsendonuklease BstN I durchgefiihrt. Durch
Sequenzierung der Tumor-DNA der Patientin HO71 konnte eine Mutation im po3-Gen
festgestellt werden. Die Restriktionsendonuklease BstN1 erkennt und spaltet
unmutierte Leukozyten-DNA, wéahrend die mutierte DNA-Sequenz der vom Tumor
stammenden Zellen nicht gespalten wird. Nach der Isolierung von genomischer DNA
aus der Blutprobe HO071Q wurde das Exons 8/9 des p&3-Gens durch eine PCR
amplifiziert. Durch die Restriktionsspaltung des Restriktionsenzyms BstN I wurde nicht
mutierte Leukozyten-DNA gespalten und konnte somit nicht fir eine folgende
Amplifikation als Template dienen. Somit wurde selektiv mutierte, vom Tumor
stammende DNA amplifiziert und die spezifische Mutation konnte durch Sequenzierung
der DNA nachgewiesen werden. Das Restriktionsenzym BstN I, der NEBuffer 2 und
Purified BSA wurde von der Firma New FEngland BiolLabs bezogen. Der 60 ul

Restriktionsansatz setzte sich folgendermaflen zusammen:

Tabelle 3.5: Restriktionsansatz des Restriktionsenzyms BstN 1.

Volumen Reagenz
52,4 ul PCR-Amplifikat p53 Exon 8/9
(aufgereinigt NucleoSE) Saulchen, siche Kapitel 3.5.7.3)
6 ul NEBuffer 2 (10 x)
0,6 ul Purified BSA (100 x)
1l Restriktionsenzym BsN I (10.000 Units/ml)

Der Restriktionsansatz wurde iber Nacht bei 60 °C im Heizblock inkubiert. Der Erfolg
der Restriktionsspaltung wurde anhand eines analytischen DNA-Gels durch
Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.5.4) iiberpriift. Nach Aufreinigung der DNA wurde
die DNA-Konzentration anschlieBend mittels NanoDrop Spektrometers (siehe Kapitel
3.5.2) bestimmt.

3.5.6 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung mit BigDye Terminatoren basiert auf einer modifizierten Form der
enzymatischen Didesoxynukleotid-Methode (Sanger et al, 1977). Jede DNA-Probe wird
nur einer einzigen Sequenzierungsreaktion unterworfen, die alle vier unmarkierten

dNTPs enthéalt. Der Abbruch der enzymatischen Synthese erfolgt durch den Einbau
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eines der vier Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs), die unterschiedlich
fluoreszenzmarkiert sind. Alle so entstandenen Oligonukleotide kénnen in einem
Sequenziergel anhand ihrer unterschiedlichen Fluoreszenz identifiziert und so die DNA-
Sequenz direkt abgelesen werden. Die DNA Sequenzierung wurde unter Verwendung
des BigDye® Terminator V.1.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Applied

Biosystem) durchgefiihrt. Der Ansatz setzte sich folgendermafien zusammen:

Tabelle 3.6: Standard DNA-Sequenzieransatz.

Volumen Reagenz

x ul TemplateDNA (ca. 10 ng PCR Produkt)

3ul 5 x Sequenzierungs-Puffer

2 ul BigDye-Terminator Ready Reaction Mix ABI V1.1
(Polymerase, dNTPs, ddNTPs, Puffer 2,5 x)

1ul Primer (10 uM)

mit ddH20 auf 20 pl auffillen

Die Reaktion wurde 1im Thermozykler mit folgendem Sequenzierprogramm

durchgefiihrt:

Tabelle 3.7: Temperaturprogramm fiir die Sequenzierung.

Temperatur Zeit Schritt

96 °C 30 sec Denaturierung
25 Zyklen 50 °C 15 sec Annealing

60 °C 4 min Elongation

4°C ) Kihlung

Der Sequenzieransatz wurde anschliefend mit 80 ul ddH:20 auf ein Volumen von 100 ul
aufgefiillt sowie mit 300 ul 96 % Ethanol (Raumtemperatur) gefillt. Es folgte eine
30 miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 15.000 x g. Der Uberstand wurde vorsichtig
entfernt und die DNA mit 250 ul 70 % Ethanol (Raumtemperatur) gewaschen. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (15.000 x g, 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand
erneut verworfen und die DNA mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet.
Die kapillarelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem
Applied Biosystem 3130 Genetic Analyzer unter Verwendung des Polymers POP7 und

36 cm langen Kapillaren (Applied Biosystems). Die Auswertung der Sequenzanalysen
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erfolgte mittels der Sequence Analysis Software V3.07 (Applied Biosystems), FinchTV
V1.4 und dem Online Aligment Tool ClustelW. Die Referenzsequenzen wurden aus der

NCBI (National Center for Biotechnology Information) Datenbank bezogen.

3.5.7 Aufreinigung von DNA

3.56.7.1 Aufreinigung von DNA durch Ethanol-Fallung

Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde mit einem Zehntel Volumenteil 3 M
Natriumacetat (pH 5.2) und drei Volumenteilen 96 % igem Ethanol oder alternativ
einem Volumenteil Isopropanol versetzt und kurz vermischt. Die Zugabe der Salzl6sung
mit leicht saurem pH-Wert gewédhrleistet eine quantitative Fallung der DNA, wahrend
der Alkohol die Dehydratisierung und Zusammenlagerung der DNA-Molekiile bewirkt.
Die DNA bildet unter diesen Bedingungen einen unléslichen Niederschlag. Durch eine
Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 15.000 x g und 4 °C wurde das DNA-Prazipitat
pelletiert. Das Nukleinsdurepellet wurde mit 200 pl 70 %igem eiskalten Ethanol durch
eine Zentrifugation fir 10 min bei 15.000 x g und 4 °C gewaschen, wodurch die
mitgefallten Salze groBtenteils entfernt wurden. Das Nukleinsdurepellet wurde an der
Luft getrocknet und anschliefend in einer geeigneten Menge nukleasefreiem Wasser

aufgenommen.

3.5.7.2 Aufreinigung von DNA durch Extraktion aus Agarosegelen

Die DNA-Probe wurde durch Gelelektrophorese im Agarosegel aufgetrennt (siehe
Kapitel 3.5.4), die DNA-Bande der richtigen GroéBe aus dem Gel ausgeschnitten und in
ein 2 ml Reaktionsgefdll tberfihrt. Die DNA wurde aus dem Gel mit Hilfe des
QIAquick® Gel Extraction Kits (Qiagen) extrahiert. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde
gewogen und das dreifache Volumen QG-Puffer zum einfachen Volumen des Gelstlicks
gegeben. Das Gel wurde durch eine zehnminitige Inkubation bei 50 °C und
gelegentlichem Vortexen im QG-Puffer aufgelost. AnschlieBend wurde ein Gelvolumen
Isopropanol ins Reaktionsgefall gegeben und nach Mischen wurden bis zu 800 ul der
Losung auf eine @QIlAquick Spin Saule, welches auf ein Sammelgefall gestellt wurde,
gegeben. Nach einer 1 mintitigen Zentrifugation bei 15.000 x g wurde der Durchlauf
verworfen, die restliche Menge der Losung auf die gleiche Sdule gegeben und wiederholt

zentrifugiert. Nachdem der Durchlauf verworfen wurde, wurden zum Waschen der Sdule
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750 ul PE-Puffer auf die Sdule gegeben und nach der 1 minutigen Zentrifugation der
Durchlauf verworfen. Um den restlichen Waschpuffer zu entfernen wurde die leere
Séaule fur 1 min bei 15.000 x g zentrifugiert. Anschlieend wurde die Sidule in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal gestellt und die DNA durch 30-50 ul nukleasefreies Wasser eluiert.
Hierfir wurde das Wasser auf die Saule gegeben, kurz inkubiert und durch
Zentrifugation ins Reaktionsgefall tberfihrt. Die Qualitdit und Quantitiat der DNA
wurde durch das NanoDrop Spektrometerbestimmt (siehe Kapitel 3.5.2).

3.56.7.3 Aufreinigung von DNA durch NucleoSEE) Sdulchen

Das Hydratgel der NucleoSE@)Saulchen wurde tiber Nacht oder mindestens fiir 30 min
in 600 ul destilliertem Wasser hydriert. Uberschiissiges Wasser wurde durch eine
2 mintitige Zentrifugation bei 750 x g in ein Sammelgefal3 iberfihrt und verworfen.
Anschlieend wurden 300 ul destilliertes Wasser auf die Saule gegeben, wieder fir 2 min
bei 750 x g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die aufzureinigende DNA-Losung
wurde auf die Saule gegeben und durch Zentrifugieren (4-6 min, 750 x g) in ein 1,5 ml

Reaktionsgefall tiberfihrt.

3.6 Zellkulturmethoden

3.6.1 Kultivierung von Tumorzelllinien und Asziteszellen

Alle  Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Sicherheitswerkbank (HERAsafe, Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Die Zelllinien
und Asziteszellen wurden in sterilen Kulturflaschen der Firma Nunc kultiviert. Die
Kultivierung der Tumorzelllinien erfolgte mit supplementiertem DMEM-Medium
(DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Zellkulturmedium 1) in Heral50-
Brutschrianken (Kendro) bei 37°C in wassergesittigter Atmosphire und 10 % CO2. Die
Kultivierung von Asziteszellen erfolgte mit supplementiertem RPMI 1640-Medium
(PPMI: Roswell Park Memorial Institute) (Zellkulturmedium 2) in Heral50-
Brutschrinken (Kendro) bei 37°C in wassergesittigter Atmosphére, 5 % CO: und
10 % Oz. Die Zellen wurden abhingig von ihrer Zellteilungsrate ein bis zweimal
wochentlich unter sterilen Bedingungen bei einer Konfluenz von etwa 80 % passagiert.

Hierzu wurden die adharent wachsenden Zellen mit 37 °C warmen PBS-Puffer
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gewaschen und eine 37 °C warme Trypsin/EDTA-Lésung (0,05%/0,02%) auf die Zellen in
der Kulturflasche gegeben. Durch eine 2-5 minitige Inkubation der Trypsin/EDTA-
Losung in Verbindung mit Klopfen auf das Kulturgefall wurden die Zellen vom Boden
der Zellkulturflasche gelést. Das EDTA komplexiert Calcium und Magnesium, so dass
die Verbindung der Zellen zum Gefiallboden geschwicht wird. Das Trypsin spaltet die
Adhéisionsproteine. Da EDTA in hohen Konzentrationen zytotoxisch wirkt und Trypsin
die Zellmembranen auflésen kann, wird zu der Zellsuspension sofort nach dem Ablésen
der Zellen FKS-haltiges Medium zugegeben, da dieses Calcium- und Magnesiumionen
sowie trypsininhibierende Serumproteine enthéilt. Der Vorgang wurde durch Zugabe von
vorgewarmtem Medium gestoppt und die resuspendierten Zellen in ein 15 ml
Falconréhrchen tberfiihrt und durch Zentrifugation fiir 3 min bei 400 x g pelletiert. Die
Zellen wurden in Zellkulturmedium aufgenommen und in einer Dichte von 20-30 % in

Zellkulturflaschen ausgeséit und weiter kultiviert.

3.6.2 Kryokonservieren und Auftauen von Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Zellen wurden diese kryokonserviert.
Eukaryotische Zellen kénnen durch Einfrieren in fliissigem Stickstoff (-196°C) fiir lange
Zeit gelagert und anschlieBend wieder in Kultur genommen werden. Um die Bildung von
Eiskristallen zu verhindern, wird den Zellen durch Zugabe des stark hygroskopischen
Dimethylsulfoxids (DMSO) langsam das Wasser entzogen. Zur Kryokonservierung
wurden die Zellen trypsiniert und nach einer Zentrifugation (3 min, 400 x g) in
Einfriermedium resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurde 1ml in ein
Kryoréhrchen (Nunc) iiberfithrt und dieses in eine Einfrierbox aus Styropor gestellt.
Zunichst wurde diese Einfrierbox fir 2 h bei -20 °C, dann tuber Nacht bei -80 °C
eingefroren und schlieBlich wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert. Nach dem
Auftauen eines solchen Zellaliquots im 37 °C Wasserbad wurde die Zellsuspension
moglichst schnell in 10 ml serumhaltigem Medium fiir den entsprechenden Zelltyp
aufgenommen und zentrifugiert (3 min, 400 x g). Der Uberstand wurde entfernt, die
Zellen im entsprechenden Zellkulturmedium aufgenommen, in eine Kulturflasche

uberfuhrt und kultiviert.
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3.7 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Computer-Programms SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, Version 19.0) durchgefiihrt. Eine mégliche
Korrelation zwischen den einzelnen Faktoren wurde mittels Chi>-Test und dem Fisher-
Exakt-Test ermittelt. Als statistisch signifikant wurden p-Werte unter 0,05 beurteilt.
Der Chi?-Test wird zur Uberpriifung von Héaufigkeitsverteilungen eingesetzt, also bei
Variablen mit nominalem Skalenniveau. Durch den Chi2-Test wird die Unabhangigkeit
von zwel Alternativmerkmalen geprift. Der Fisher-Exakt-Test entspricht im
Anwendungsgebiet dem Chi?-Test. Er ist ein Signifikanztest auf Unabhangigkeit,
welcher auch bei einer geringen Anzahl von Beobachtungen zuverlidssige Resultate
liefert. Zur Beurteilung, ob die Detektion von CTCs prognostische Aussagekraft in
Hinsicht auf das Gesamtiiberleben oder das krankheitsfreie Uberleben hat, wurden
Kaplan-Meier-Analysen durchgefiihrt. Die Signifikanzen wurden durch Log RankTests
bestimmt wobe1l auch hier p-Werte von unter 0,05 als statistisch signifikant beurteilt
wurden. Der Log Rank-Test ist ein nichtparametrischer Test zum Vergleich von

Uberlebensraten in zwei oder mehr unverbundenen Stichproben.
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4 Ergebnisse

4.1 Darstellung der Verfahren zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen im Blut von

Ovarialkarzinompatientinnen

4.1.1 Etablierung eines zweistufigen Protokolls aus Dichtegradienten-

zentrifugation und immunmagnetischer Zellseparation

Die Anzahl von zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) im Blut ist
sehr gering ist, daher bendétigt ihre Detektion eine effektive, sensitive und spezifische
Anreicherungsmethode. Das Verhéaltnis zwischen CTCs und Leukozyten kann bis zu
1:108 betragen (Pantel et al., 2009). Aus diesem Grund wurde ein kombiniertes Protokoll,
bestehend aus einer Dichtegradientenzentrifugation und einer immunmagnetischen
Zellseparation, etabliert. Die Dichtegradientenzentrifugation wurde von Griwatz et al.
entwickelt und trennt die =zellularen Bestandteile des Blutes aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dichten auf (siehe Kapitel 3.1.1 und Abbildung 4.1). Es konnte gezeigt
werden, dass sich die CTCs in der separaten Monozytenfraktion befinden. Der Gradient
erreichte eine 20-fache Anreicherung der CTCs, und die Wiederfindungsrate betrug
zwischen 70-90 % (Griwatz et al, 1995). Hierauf basierend wurde ein Protokoll fiir den
Nachweis von CTCs im peripheren Blut von Ovarialkarzinompatientinnen etabliert.
Hierfir wurden ,,spiking“Experimente durchgefiihrt, in denen eine definierte Anzahl
Zellen einer Karzinomzelllinie (MCF-7 oder SK-OV-3) in Blutproben von gesunden
Spendern gegeben wurde. Zur Visualisierung dieser Karzinomzellen wurden
anschlieBend immunzytochemische Farbungen mit fluoreszenzmarkierten, gegen
Zytokeratin (CK 7/18) gerichteten Antikérpern (A45-BB3-Cy3) durchgefithrt und ihre
Anzahl am Fluoreszenzmikroskop bestimmt (siehe Kapitel 3.1.6). Anhand dieses
Modellsystems fiir CTCs in Blutproben von Karzinompatienten wurde die
Anreicherungsmethode etabliert und die Wiederfindungsrate der Karzinomzellen
bestimmt. Fir eine effektive Anreicherung der CTCs war die exakte Einhaltung des
Gradientenprotokolls unerlisslich (siehe Kapitel 3.1.1). Um eine optimale Anreicherung
zu gewihrleisten, mussten die Dichtemedien einen pH-Wert von genau 7,4 aufweisen.
Des Weiteren war es von entscheidender Bedeutung, die Arbeitsschritte bei
Raumtemperatur (22 °C) durchzufiihren sowie eine Durchwirbelung des Gradienten zu

vermeiden.
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Nach Etablierung der Dichtegradientenzentrifugation konnte eine Wiederfindungsrate
von etwa 80 % erreicht werden, welches der Wiederfindungsrate von Griwatz et al
entspricht. Um eine Aussage beziiglich der Verteilung der Karzinomzellen im
Gradienten geben zu konnen, wurden zusétzlich zur Monozytenphase, die die
Karzinomzellen enthalten sollte, weitere Phasen des Gradientens auf Vorhandensein
von Karzinomzellen analysiert. In Tabelle 4.1 sind typische Verteilungsergebnisse der
Karzinomzellen exemplarisch an vier Gradientenversuchen gezeigt. In der
Monozytenphase konnten zwischen 73,3 % und 95 % der Karzinomzellen detektiert
werden. In der Plasmaphase befanden sich in keinem Fall Karzinomzellen. Ein geringer
Anteil der Karzinomzellen wurde in einer der sich unter der Monozytenphase
befindenden Phasen, der Mittelphase (ca. 5 %) und Lymphozytenphase (ca. 7 %),
nachgewiesen. Somit zeigte sich, dass die Monozytenphase den Hauptanteil der
Karzinomzellen enthielt und sich die Methode zur Anreicherung von CTCs eignet.

Tabelle 4.1: Detektionsrate von Karzinomzellen und ihre Verteilung im Dichtegradienten. In den Versuchen
1 und 2 wurden MCF-7 Zellen verwendet, in den Versuchen 3 und 4 SK-OV-3 Zellen.

Phase Versuch 1 (MCF-7) Versuch 2 MCF-7) Versuch 3 (SK-OV-3) Versuch 4 (SK-OV-3)
Plasma 0 % 0 % 0 % 0%
Monozyten 86,3 % 95 % 80 % 73,3 %

Mittel 0 % 3% 6,6 % 10 %
Lymphozyten 13 % 0 % 3,3 % 10 %

Zur weiteren Anreicherung wurde nach der Dichtegradientenzentrifugation eine EpCAM
(epitheliale Zelladhisionsmolekiil, epithelial cell adhesion molecule) basierte
immunmagnetische Zellseparation mit Hilfe des CellSearch™ Profile Kits unter
Verwendung des CellTracks® AutoPrep Systems durchgefiihrt. Das CellTrack® AutoPrep
System garantiert durch die weitestgehend automatisierte Aufarbeitung eine
standardisierte und optimierte Isolierung von CTCs (siehe Kapitel 3.1.2 und
Abbildung 4.1). Zur Identifizierung der CTCs wurde eine immunzytochemische Firbung
unter Verwendung von fluoreszenzmarkierten, gegen Zytokeratin (CK 5/7/8/18)
gerichteten Antikorpern durchgefihrt. Zuséatzlich wurden zur Visualisierung von
Leukozyten fluoreszenzmarkierte, gegen das Leukozytenantigen CD45 (Cluster of
differentiation 45) gerichtete Antikérper verwendet (siehe Kapitel 3.1.6 und
Abbildung 4.1).
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1) Dichtegradientenzentrifugation 2) immunmagnetische Zellseparation 3) Immunzytochemie

Abbildung 4.1: Detektionsmethode von CTCs.

1) Anreicherung der Tumorzellen aus dem Blut durch Dichtegradientenzentrifugation. Die méglichen
Tumorzellen befinden sich in der Monozytenphase des Gradienten. 2) Weitere Anreicherung durch eine
immunmagnetische Zellseparation. In diesem System werden gegen EpCAM (exprimiert von Tumorzellen)
gerichtete Antikorper verwendet, die mit magnetischen Partikeln gekoppelt sind. Nach Anlegen eines
magnetischen Feldes kénnen dadurch EpCAM positive Zellen angereichert werden. 3) Zur Identifizierung
der CTCs wurden Antikérper gegen Zytokeratin (CK 5/7/8/18) verwendet und zur Detektion von Leukozyten
gegen CD45 gerichtete Antikorper.

Wurde die immunmagnetische Zellseparation separat durchgefiihrt, konnten in
»spiking”- Experimenten zwischen 70 % und 90 % der Zellen nachgewiesen werden.
Nach der Durchfithrung der gesamten Anreicherungsmethode bestehend aus
Dichtegradientenzentrifugation, immunmagnetischer Zellseparation und immunzyto-

chemischer Detektion konnten etwa 60 % der Karzinomzellen detektiert werden.

4.1.2 Optimierung des Protokolls zur immunzytochemischen Detektion von

Zytokeratin exprimierenden Zellen durch Antigendemaskierung

Es zeigte sich, dass die Intensitdt des Fluoreszenzsignals der immunzytochemischen
Farbung nach der Durchfiihrung der Anreicherungsschritte deutlich reduziert war. Eine
mogliche Ursache kénnte in der Fixierung der Proben liegen. Im Aufarbeitungsprotokoll
der EU-Studie OVCAD (Ovarian Cancer Diagnosis) wurden die Monozytenfraktionen
mit den méglichen CTCs in Suspension mit Paraformaldehyd fixiert (sieche Kapitel
3.1.1). Diese Fixierung war notwendig, da das Blut in verschiedenen klinischen Zentren
aufgearbeitet wurde, und somit Versand und Lagerung moglich waren. Durch die
Fixierung werden Proteine mittels Methylenbriicken quervernetzt. Dadurch kann die
Konformation von Antigenen so verdndert werden, dass die Epitope fir die Antikorper
nicht mehr zuginglich sind, und somit das Detektionssignal abnimmt (siehe Abbildung

4.2 B). Um diese Problematik zu umgehen, wurde ein Antigendemaskierungsschritt
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durchgefiihrt, indem die Objekttrager mit den fixierten Zellen in Tris-EDTA-Puffer
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Ethylendiamintetraacetat-Puffer) (pH 9,0) gekocht
wurden (siehe Kapitel 3.1.6). Durch diese Behandlung wurden die Quervernetzungen

gelost, so dass die Epitope fiir die Antikorper zugénglich wurden.

Abbildung 4.2: Optimierung der immunzytochemischen anti- Zytokeratin- Faorbung durch Antigen-
demaskierung. Zellen der Zytokeratin exprimierenden Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wurden durch den
fluoreszenzmarkierten pan-Zytokeratin-Antikorper A45-BB3-Cy3 (CK 7/18) detektiert. Die Zellen der
Farbungen B und C wurden entsprechend dem Protokoll der OVCAD-Studie vorfixiert. Als Positiv-Kontrolle
wurden nicht vorbehandelte MCF-7 Zellen verwendet. A: nicht vorfixierte MCF-7 Zellen; B: vorfixierte
MCF-7 Zellen ohne Antigendemaskierung behandelt; C: vorfixierte MCF-7 Zellen mit Antigendemaskierung
behandelt. Vergréflerung 400 x.

Wie aus Abbildung 4.2 ersichtlich wird, konnte die antikérperbasierte Detektion von
Zytokeratin (CK 7/18) an vorfixierten MCF-7 Zellen durch die Antigendemaskierung
verbessert werden. Durch die Antigendemaskierung war das Fluoreszenzsignal deutlich
intensiver im Vergleich zur Farbung an vorfixierten MCF-7 Zellen, bei denen keine

Antigendemaskierung durchgefiihrt wurde (siehe Abbildung 4.2 B und C).

4.2 Anwendung des optimierten Protokolls zur Detektion von CTCs in Blutproben eines

Patientenkollektives mit rezidiviertem Ovarialkarzinom

Zur Evaluierung des optimierten Anreicherungsprotokolls wurden Blutproben von
Patientinnen mit rezidivierter Erkrankung des Ovarialkarzinoms untersucht. Da die
Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins von CTCs bei rezidivierten Erkrankungen
hoéher als beil primiren Karzinomerkrankungen ist, eigneten sich diese Blutproben zur
Uberpriifung des Protokolls (Engel et al, 1999; Poveda et al, 2011). Unter Verwendung
des optimierten Protokolls wurden Blutproben (15-30 ml) von 49 Patientinnen mit einer

Rezidiverkrankung aufgearbeitet und analysiert.
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Tabelle 4.2: Detektionsrate von CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit rezidivierter Ovarial-
karzinomerkrankung.

CTC negative CTC positive Proben mit
Proben Proben Zellkluster
49 (100 %) 41 (83,7 %) 8 (16,3 %) 1(2 %)

Gesamtzahl

In acht (16,3%) von 49 Blutproben wurden CTCs (Zytokeratin positive und CD45
negative Zellen) detektiert (siehe Tabelle 4.2 und Abbildung 4.3.1). In einer Probe wurde
zusitzlich ein zirkulierender Zellkluster nachgewiesen (siehe Tabelle 4.3 und Abbildung
4.3.2). Die Anzahl der detektierten CTCs lag zwischen einer und 15 Zellen pro Blutprobe
(mittlere Anzahl 3,6 Zellen pro Blutprobe) (siche Tabelle 4.3).

1) CTC 2) Zellkluster

A A

Abbildung 4.3: CTC (1) und Zellkluster (2) isoliert aus dem Blut von rezidivierten Ovarialkarzinom-
patientinnen. A: Zytokeratin-Farbung der CTCs; B: CD45-Farbung der Leukozyten; C: DNA-Farbung durch
DAPI; D: Durchlicht. Rote Pfeile: CTC; griine Pfeile: Leukozyt. VergroBerung: 1) CTC 1000 x und
2) Zellkluster: 400 x.

Tabelle 4.3: Anzahl der detektierten CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit rezidivierter
Ovarialkarzinomerkrankung.

Anzahl der

Probe detektierten CTCs
H023 1

H024 6

K001 15

R002 3 + 1 Zellkluster
0640 1

0891 1

0494 1

0478 1
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4.3 Detektion von CTCs in Blutproben der OVCAD-Studie von Patientinnen mit

primdrem Ovarialkarzinom

4.3.1 Analyse der Blutproben der OVCAD-Studie von Patientinnen mit primédrem

Ovarialkarzinom

Nach der Evaluierung der optimierten Methode wurden Blutproben der OVCAD-Studie
von Patientinnen mit primirem Ovarialkarzinom aufgearbeitet und analysiert. Es
wurden zum einen Blutproben analysiert, die vor der Operation abgenommen wurden
(Zeitpunkt Q) und zum anderen Blutproben, die sechs Monate nach Beendigung der

Chemotherapie abgenommen wurden (Zeitpunkt H).

Tabelle 4.4: Detektionsrate von CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit primdrem Ovarialkarzinom.
Blutproben des Zeitpunktes Q wurden vor der Operation abgenommen, Blutproben des Zeitpunktes H
sechs Monate nach Chemotherapie.

Zeitpunkt analysiert negativ positiv
Zeit Q (vor Operation) 139 (100 %) 134 (96,4 %) 5 (3,6 %)
Zeit H (6 Monate nach Therapie) 56 (100 %) 56 (100 %) 0 (0,0 %)

Es wurden 139 Blutproben des Zeitpunktes Q analysiert und in fiinf Proben (3,6 %)
CTCs detektiert (siehe Tabelle 4.4 und Abbildung 4.4.1). Es wurde zwischen einer und
funf CTCs pro Probe detektiert. Die mittlere Anzahl der identifizierten CTCs betrug 1,8
Zellen pro Blutprobe. In einer Probe konnte zusatzlich ein Zellkluster detektiert werden
(siehe Tabelle 4.5 und Abbildung 4.4.2). In keiner der 56 analysierten Proben des
Zeitpunktes H konnten CTCs detektiert werden (siehe Tabelle 4.4).

A: Zytokeratin B: CD45 C: DAPI (Zellkern) _D: Durchlicht

1) CTC w

2) Zellkluster

Abbildung 4.4: CTC (1) und Zellkluster (2) isoliert aus dem Blut von Patientinnen mit primirem
Ovarialkarzinom (Probe L063Q). A: Zytokeratin-Farbung der CTCs; B: CD45-Farbung der Leukozyten;
C: DNA-Farbung durch DAPT; D: Durchlicht. VergroBerung 400 x.
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Tabelle 4.5: Anzahl der detektierten CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit primidrem Ovarial-
karzinom und klinische Daten.

FIGO TNM Anzahl der
Probe Klassifikation Klassifikation Grading Histologie detektierten CTCs
pT: 3c; pN: N1; G2- maBig seroser
L063Q IIIC pM: MO differenziert Tumor 5 + Zellkluster
pT: 3c; pN: NX;  G3- schlecht seroser
B095Q I1IB pM: MX differenziert Tumor 1
pT: 3c; pN: N1;  G3- schlecht seroser
B102Q IIIC pM: MX differenziert Tumor 1
pT: 3c; pN: N1; G2- mabig seroser
B108Q I11C pM: MO differenziert Tumor 1
pT: 3c; pN: NX;  G3- schlecht seroser
H048Q 1V pM: M1 differenziert Tumor 1

4.3.2 Statistische Auswertung des CTC Nachweises in Korrelation mit klinischen

Daten und dem Therapieverlauf

Um den diagnostischen und prognostischen Wert der CTCs zu analysieren, wurden die
gewonnen Daten statistisch ausgewertet. Die klinischen Daten des analysierten
Patientenkollektives sind in Tabelle 4.6 dargestellt. Die Daten der zum Zeitpunkt Q (vor
der Operation) abgenommenen Blutproben wurden zusétzlich nach CTC-Status
unterteilt aufgefiihrt. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
CTC-Status positiv und negativ bewerteten Patientengruppen festgestellt werden
(Chi%-Test). Die Mehrheit der Patientinnen hatte einen serésen Tumor (Zeitpunkt Q:
85,6 %, Zeitpunkt H: 82,1 %) und das FIGO-Stadium IIIC (Zeitpunkt Q: 79,9 %,
Zeitpunkt H: 76,8 %). Das Alter der Patientinnen der Proben zum Zeitpunkt Q lag
zwischen 18 und 83 Jahren (Altersdurchschnitt 58 Jahre) und das Alter der
Patientinnen der Proben des Zeitpunktes H zwischen 18 und 81 Jahren
(Altersdurchschnitt 57 Jahre). Der Beobachtungszeitraum zur Erfassung der klinischen
Daten beziiglich des weiteren Krankheitsverlaufes (follow-up-Daten) lag zwischen 1 bis
49 Monaten (Mittelwert 31 Monate) bei den Patientinnen der Proben des Zeitpunktes Q
und 14 bis 50 Monaten (Mittelwert 38 Monate) bei den Proben des Zeitpunktes H.
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Tabelle 4.6: Klinische Daten des analysierten Patientenkollektives der OVCAD-Studie. Die Daten der zum
Zeitpunkt Q (vor der Operation) abgenommenen Blutproben wurden zusitzlich nach ihrer CTC Bewertung
unterteilt aufgefiihrt.

Gesamt CTC Status Zeit Q Gesamt
Zeit Q negativ positiv Zeit H
Histologie
klarzelliger Tumor 1 (0,7 %) 1 (0,7 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
endometrioider Tumor 6 (4,3 %) 6 (4,5 %) 0 (0,0 %) 4(7,1 %)
gemischter epithelialer Tumor 9 (6,5 %) 9 (6,7 %) 0 (0,0 %) 5 (8,9 %)
muzinéser Tumor 2 (1,4 %) 2 (1,5 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
serdser Tumor 119 (85,6 %) 114 (85,1 %) 5 (100 %) 46 (82,1 %)
undifferenzierter Tumor 2 (1,4 %) 2 (1,5 %) 0 (0,0 %) 1(1,8%)
Fehlende Angaben 0 0 0 0
FIGO-Stadium
IIA 3(2,2 %) 3(2,2 %) 0 (0,0 %) 2 (2,6 %)
1IB 2 (1,4 %) 2 (1,5 %) 0 (0,0 %) 2 (3,6 %)
IIC 3(2,2 %) 3(2,2 %) 0 (0,0 %) 1(1,8 %)
II1A 2 (1,4 %) 2 (1,5 %) 0 (0,0 %) 1(1,8 %)
IIIB 4 (2,9 %) 3(2,2 %) 1 (20,0 %) 2 (3,6 %)
I1IC 111 (79,9 %) 108 (80,6 %) 3 (60 %) 43 (76,8 %)
v 14 (10,1 %) 13 (9,7 %) 1 (20 %) 5 (8,9 %)
fehlende Angaben 0 0 0 0
Histopathologisches Grading
G1 9 (6,5 %) 9 (6,7 %) 0 (0,0 %) 1(1,8 %)
G2 39(28,1%) 37(27,6%) 2(40,0%)  16(28,6 %)
G3 90 (64,7 %) 88 (65,7%)  2(40,0%) 39 (69,6 %)
Gx 1 (0,7 %) 0 (0,0 %) 1 (20 %) 0 (0,0 %)
fehlende Angaben 0 0 0 0
TMN-Klassifikation:
pT
1b 1 (0,7 %) 1 (0,8 %) 0 (0,0 %) 1(1,8 %)
1c 2 (1,4 %) 2 (1,5 %) 0 (0,0 %) 1(1,8 %)
2a 3(2,2 %) 3(2,3 %) 0 (0,0 %) 2 (3,6 %)
2b 4 (2,9 %) 4 (3,0 %) 0 (0,0 %) 4 (7,1 %)
2¢ 2 (1,4 %) 2 (1,5 %) 0 (0,0 %) 2 (3,6 %)
3a 4(2,9%) 4 (3,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
3b 12 (8,7 %) 12 (9,0 %) 0 (0,0 %) 5 (8,9 %)
3c 110 (79,7 %) 105(78,9%) 5 (100 %) 41 (73,2 %)
fehlende Angaben 1 1 0 0
pN
NO 34 (24,5%) 34 (25,4 %) 0 (0,0 %) 12 (21,4 %)
N1 77 (55,4 %) 74(552%) 3(60,0%) 29 (51,8 %)
NX 28 (20,1 %) 26(19,4%) 2(40,0%)  15(26,8 %)
fehlende Angaben 0 0 0 0
M
MO 85(61,2%) 83(61,9%) 2(40,0%)  37(66,1 %)
M1 16 (11,5 %) 15(11,2%) 1 (20,0 %) 6 (10,7 %)
MX 38(127,3%) 36(269%) 2(40,0%)  13(23,2%)
fehlende Angaben 0 0 0 0
Resttumor nach der Operation
kein Resttumor 95 (68,3%) 92(68,7%)  3(60,0%) 46 (82,1 %)
<=0.5cm 17 (12,2 %) 16(11,9%) 1(20,0%) 4 (7,1 %)
0.5-1cm 10 (7,2 %) 9 (6,7 %) 1 (20,0 %) 3 (5,4 %)
1-2cm 5 (3,6 %) 5 (3,7 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
>2cm 12 (8,6 %) 12 (9,0 %) 0 (0,0 %) 3 (5,4 %)
fehlende Angaben 0 0 0 0
Aszites
vorhanden 109 (78,4 %) 105 (78,4 %) 4 (80 %) 47 (83,9 %)
nicht vorhangen 30 (21,6 %) 29 (21,6 %) 1 (20 %) 9 (16,1 %)
fehlende Angaben 0 0 0 0
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In Tabelle 4.7 sind das Ansprechen der Therapie und der klinische Verlauf der
Patientinnen aufgefiihrt. Als Kesponder wurden Patientinnen definiert, die sechs
Monate plus 21 Tage nach der Beendigung der Chemotherapie weder ein Rezidiv der
Erkrankung bekommen hatten noch aufgrund der Erkrankung verstorben waren. Non-
Responder dagegen wiesen in diesem Zeitraum bereits ein Rezidiv auf oder waren an der

Erkrankung verstorben.

Tabelle 4.7: Klinische Daten zum Therapieansprechen und klinischen Verlauf des analysierten
Patientenkollektives der OVCAD-Studie. Die Daten der zum Zeitpunkt Q (vor der Operation)
abgenommenen Blutproben wurden zusétzlich nach ihrer CTC Bewertung unterteilt aufgefiihrt.

Gesamt CTC Status Zeit Q Gesamt
Zeit Q negativ positiv Zeit H
Therapieansprechen
Responder 107 (77,5 %) 103 (77,4 %) 4 (80,0 %) 47 (83,9 %)
Non-Responder 31(22,5%) 30 (22,6 %) 1 (20,0 5) 9 (16,1 %)
fehlende Angaben 1 1 0 0
Rezidiv oder verstorben
aufgrund der Erkrankung
nein 42 (30,7 %) 40 (30,3 %) 2 (40,0 %) 18 (32,1 %)
ja 95 (69,3 %) 92 (69,7 %) 3 (60,0 %) 38 (67,9 %)
fehlende Angaben 2 2 0 0

Auf die Therapie sprachen 78 % der Patientinnen des Zeitpunktes Q und 84 % der
Patientinnen des Zeitpunktes H an (Responder). Bei 70 % der Patientinnen der Proben
des Zeitpunktes Q und bei 68 % des Zeitpunktes H trat ein Rezidiv der Erkrankung auf
oder sie verstarben aufgrund der Erkrankung.

Da in keiner der Blutproben des Zeitpunktes H, die nach der Therapie abgenommen
wurden, CTCs detektiert werden konnten, beschrankt sich die statistische Auswertung
zum krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben auf die Proben, die zum
Zeitpunkt @Q abgenommen wurden. In Abbildung 4.5 sind die Kaplan-Meier-
Uberlebensanalysen dargestellt, aufgeteilt nach CTC positiv und CTC negativ
bewerteten Proben. In den Analysen fiur die Blutproben, die vor der Operation
abgenommen wurden (Zeitpunkt Q), unterscheiden sich krankheitsfreies Uberleben und
das Gesamtiiberleben bei beiden Gruppen nicht signifikant (p-Wert krankheitsfreies
Uberleben: 0,902; p-Wert Gesamtiiberleben: 0,527). Da allerdings die Anzahl an positiv
bewerteten Proben von finf sehr gering war, haben die Analysen nur eine bedingte
Aussagekraft. Das krankheitsfreie Uberleben betrug bei den Patientinnen der Proben

des Zeitpunktes Q im Durchschnitt 25,9 Monate und das Gesamtiiberleben 38,5 Monate.
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Abbildung 4.5: Kaplan-Meier-ﬂperlebensanalysen fiir die Proben des Zeitpunktes Q (abgenommen vor der
Operation). A: Krankheitsfreies Uberleben; B: Gesamtiiberleben.

4.4 Analyse der Protein-Expression der epithelialen Proteine EpCAM und Zytokeratin

von primdren und kultivierten Asziteszellen des Ovarialkarzinoms

Aufgrund des verwendeten Protokolls zur Detektion der CTCs ist es notwendig, dass
diese sowohl EpCAM als Anreicherungsmarker fir die immunmagnetischen
Zellseparation als auch Zytokeratin (CK 5/7/8/18) als Detektionsmarker fiir die
immunzytochemische Farbung exprimieren. Einige Studien weisen darauf hin, dass
CTCs ihre epithelialen Marker im Blut verlieren und somit der Detektion entgehen
(Bonnomet et al, 2010; Kallergi et al, 2011; Lecharpentier et al, 2011). Die niedrige
Detektionsrate von 3,6 % CTC positive Proben (siehe Kapitel 4.3) der Patientinnen mit
primédrem Ovarialkarzinom konnte darauf hindeuten, dass auch hier ein Verlust der
Protein-Expression des EpCAM oder der Zytokeratine vorliegt. Deshalb wurde die
Protein-Expression der CTC Markerantige EpCAM und Zytokeratin untersucht.

Da vom Tumor stammende Zellen, die sich in der Aszitesfliissigkeit von Ovarial-
karzinompatientinnen befinden, Vorldufer von CTCs sein konnten, eignen sich diese
Zellen fiir Analysen, um mogliche Aussagen iiber CTCs treffen zu kénnen (Shield et al,
2009). Die immunzytochemische Charakterisierung der Asziteszellen kénnte Hinweise
auf die Stabilitat und Heterogenitéat der Zellen beziiglich ihrer Protein-Expression von
EpCAM und Zytokeratin geben. Da sowohl EpCAM als auch Zytokeratin fiir die
Detektion von CTCs notwendige Marker sind, ist die Verteilung und Héaufigkeit der

Zellen fur diese Marker von besonderem Interesse. Zur Aufreinigung und Anreicherung
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der Asziteszellen, die vom Tumor stammen, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation
durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.1.1). Da die Asziteszellen eine hohe Eigenfluoreszenz
aufwiesen, konnte zur immunzytochemischen Charakterisierung der Zellen keine
Fluoreszenzdoppelfarbung durchgefiihrt werden. Somit wurde separat fiir jedes Antigen
eine lichtmikroskopische Farbung unter Verwendung der Alkalischen Phosphatase anti-
Alkalische Phosphatase (APAAP) Methode durchgefiithrt (siehe Kapitel 3.2.2). Zur
Detektion von Zytokeratin (CK 7/18) wurde fiir diese Analysen der Pan-Zytokeratin-
Antikorper A45-BB3 verwendet und zur Detektion von EpCAM der Antikérper NCL-
ESA. Als zuséatzlicher Marker fir den epithelialen Phinotyp der Zellen wurde die
Expression des epithelialen Membranantigens (EMA) untersucht. Als Mesothel-Marker
wurde aullerdem die Calretinin-Expression analysiert. Zur Visualisierung der
Leukozyten wurde eine Farbung gegen das Leukozytenantigen CD45 durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Farbungen an Asziteszellen fiir die verschiedenen Antigene wurden
vergleichend analysiert und die relative H&aufigkeit an positiv gefiarbten Zellen

bestimmt. Die Auswertung ist in Abbildung 4.6 dargestellt.

FHt++
-+
+++
++

HO86 HO078 HO074 HO073 HO072 HO71 HO070 H067 HO066 H060

B EpCAM B Zytokeratin 0 EMA @ CD45 O Calretinin
- keine Zellen positiv 2> +++++> 50 % der Zellen positiv

Abbildung 4.6: Relative Anzahl der EpCAM, Zytokeratin, EMA, CD45 und Calretinin exprimierenden
Asziteszellen. Es wurden Zellen von zehn Patientinnen aus Aszitesfliissigkeit isoliert und bezlglich der
Protein-Expression verschiedener Antigene analysiert. Die Héaufigkeit von positiv gefiarbten Zellen sind
graphisch dargestellt (—: keine Zelle positiv; +: 1 Zelle bis 5 % positiv; ++: 5% bis 10 % positiv; +++: 10 %
bis 30 % positiv, ++++: 30 % bis 50 % positiv; +++++: > 50 % bis 100 % positiv).

Es zeigte sich, dass die Zellen der Aszitespréparate sehr heterogen bezliglich ihrer
Protein-Expression waren. Alle primiren Aszitespriaparate enthielten EpCAM und
Zytokeratin (CK 7/18) exprimierende Zellen. Die Anzahl der Asziteszellen, welche die
verschiedenen Antigene exprimierten, varilerte zwischen den verschiedenen
Aszitesproben erheblich. Auch die relative Anzahl der Zellen einer Aszitesprobe, die die
epithelialen Marker EpCAM, Zytokeratin (CK 7/18) und EMA exprimierten,

unterschieden sich. In sechs der zehn Aszitesproben war die Anzahl EpCAM positiver
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Zellen hoher, als die Anzahl Zytokeratin positiver Zellen. In drei Proben (H078, H073,
HO072) war die Anzahl EpCAM und Zytokeratin positiver Zellen etwa gleich und in einer
Probe (H086) wurden mehr Zytokeratin positive Zellen bestimmt. In acht Proben war die
Anzahl der Leukozyten héher (CD45 positive Zellen) als die der Tumorzellen. In zwei
Proben (H066, HO67) konnten dagegen keine Leukozyten detektiert werden. Fiir den
Mesothelmarker Calretinin waren keine oder wenige Zellen positiv. Dieses deutet darauf
hin, dass wenige Asziteszellen vom Mesothel des Peritoneums abstammten. Es zeigte
sich, dass der Anteil an Zellen, die die Markerproteine exprimierten, sehr variierte.
Daher legt es den Schluss nahe, dass einige Asziteszellen nicht alle Markerproteine
exprimieren.

Zuséatzlich wurde die EpCAM- und Zytokeratin-Expression der Asziteszellen vor und

nach der Zellkulturkultivierung nach zwei Passagen untersucht (siehe Kapitel 3.6).

A) primére Asziteszellen
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Abbildung 4.7: Relative Anzahl von EpCAM und Zytokeratin exprimierenden Asziteszellen. Es wurden
Zellen, isoliert aus Aszitesfliissigkeit von funf Patientinnen, vor und nach Zellkulturkultivierung beziglich
der Protein-Expression von EpCAM und Zytokeratin analysiert und die Héaufigkeit von positiv gefarbten
Zellen graphisch dargestellt. A) primire Asziteszellen; B) kultivierte Asziteszellen (nach zwei Passagen).
Exemplarisch sind typische Bilder der Aszites-Farbungen dargestellt. 1) EpCAM-Farbung; 2) Zytokeratin-
Farbung. VergdBerung 400 x. (- : keine Zelle positiv; +: 1 Zelle bis 5 % positiv; ++: 5% bis 10 % positiv;
+++: 10 % bis 30 % positiv, ++++: 30 % bis 50 % positiv; +++++: > 50 % bis 100 % positiv).

Bei primdren Asziteszellen zeigte sich wie schon zuvor, dass der Anteil an EpCAM
positiven Zellen im Vergleich zu Zytokeratin (CK 7/18) positiven Zellen hoher war.
Bemerkenswert war, dass nach der Kultivierung der Asziteszellen in fast allen Proben
eine hohe Anzahl an Zellen Zytokeratin positiv waren, wiahrend in vier von funf Proben

die Zellen kein EpCAM exprimierten (siehe Abbildung 4.7).
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4.5 Verwendung eines SCID-Maus-Xenograft-Modells zur Untersuchung des Phénotyps

der himatogen disseminierten CTCs beim Ovarialkarzinom

Anhand eines Mausmodells sollte der Vorgang der hdmatogenen Disseminierung beim
Ovarialkarzinom nédher untersucht und die CTCs genauer charakterisiert werden. Es
wurden Zellen der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 ins Peritoneum von
sechs SCID-Méausen injiziert. Das Vorhandensein von Ovarialkarzinomzellen im
Peritoneum ist typisch fiir die Ausbreitung des Ovarialkarzinoms durch die
Aszitesfliissigkeit und ist somit ein ausgezeichnetes Modell zur Erforschung der
Erkrankung. Nachdem die SK-OV-3 Zellen im Peritoneum Tumore gebildet hatten,
wurde den Mausen, bevor diese getétet wurden, Blut abgenommen. Die Tierexperimente
wurden am Institut fiir Anatomie II des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Udo Schumacher durchgefiihrt. Von sechs Méausen
wurden Blut und von fiinf Mausen wurden Paraffingewebeschnitte der intraperitonealen
Tumore (eine Maus hatte keinen Tumor) freundlicherweise fiir diese Arbeit zur

Verfligung gestellt.

4.5.1 Immunzytochemische Detektion von SK-OV-3 CTCs aus dem Blut von
SCID-Xenograft-Mausen

Die sechs Blutproben (zwischen 100 ul und 700 ul Blut pro Maus) wurden {iber Ficoll-
Dichtegradienten aufgearbeitet, da diese Methode fiir Mausblutproben in der
Arbeitsgruppe bereits erfolgreich etabliert war (siehe Kapitel 3.1.3). Es ist bekannt, dass
SK-OV-3 Zellen den humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (human
epidermal growth factor receptor 2, HER-2) im hohen MaBe iiberexprimieren (Hung
et al, 1992; Yu et al, 1993). Daher eignet sich dieses Antigen zur Identifizierung der
CTCs, die von SK-OV-3 Zellen abstammen. Zur Detektion von SK-OV-3 CTCs aus
Mausblutproben wurden somit immunzytochemische Farbungen gegen HER-2
durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.1.8). In drei Proben wurden insgesamt elf HER-2 positive
Zellen detektiert (sieche Abbildung 4.8).
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A: HER-2 B: DAPI (Zellkern) C: Durchlicht

1) native SK-OV-3 Zellen
(Positiv-Kontrolle)

2) SK-OV-3 CTC isoliert
aus einer Mausblutprobe

Abbildung 4.8: HER-2-Farbung zur Detektion von SK-OV-3 CTCs isoliert aus Mausblutproben. 1: native
SK-OV-3 Zellen (Positiv-Kontrolle); 2: SK-OV-3 CTC isoliert aus einer Mausblutprobe; A: HER-2-Farbung;
B: DNA-Féarbung durch DAPI; C: Durchlicht. VergréBerung 1000 x.

Zur weiteren Charakterisierung der SK-OV-3 CTCs wurde eine immunzytochemische
Fluoreszenzdoppelfarbung gegen HER-2 und EpCAM etabliert. Native SK-OV-3 Zellen
exprimierten EpCAM sehr heterogen. Wahrend einige Zellen (ca. 20 %) stark positiv fiir

EpCAM waren, exprimierten andere Zellen EpCAM nur leicht oder gar nicht (siehe
Abbildung 4.9).

A: HER-2 B: EpCAM C: DAPI (Zellkern) D: Durchlicht

Abbildung 4.9: HER-2/EpCAM-Doppelfarbung von SK-OV-3 Zellen. A: HER-2-Farbung; B: EpCAM-Farbung;
C: DNA-Farbung durch DAPT; D: Durchlicht. VergréBerung 1000 x.

Exemplarisch konnten aus einer Mausblutprobe unterschiedliche SK-OV-3 CTCs
bezliglich der Protein-Expression von HER-2 und EpCAM detektiert werden. Es wurden
125.000 Zellen einer Mausblutprobe analysiert und insgesamt sechs SK-OV-3 CTCs

identifiziert.
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A: HER-2 B: EpCAM C: DAPI (Zellkern)  D: Durchlicht
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1) HER-2 und EpCAM
positive SK-OV-3 CTC

2) HER-2 positive

EpCAM negative

SK-OV-3 CTC

3) HER-2 negative

EpCAM schwach positive
SK-OV-3 CTC
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Abbildung 4.10: HER-2/EpCAM-Doppelfirbung von SK-OV-3 CTCs isoliert aus Mausblutproben. A: HER-2-
Farbung; B: EpCAM- Farbung; C: DNA-Farbung durch DAPT; D: Durchlicht. VergroBerung 1000 x.

Von diesen sechs detektierten SK-OV-3 CTCs exprimierten vier Zellen (67 %) nur HER-2
und waren EpCAM negativ (sieche Abbildung 4.10.2). AuBlerdem wurde eine Zelle (17 %)
detektiert, die sowohl HER-2 als auch EpCAM exprimierte (sieche Abbildung 4.10.1).
Zusitzlich konnte auch eine Zelle (17 %) detektiert werden, die HER-2 negativ und nur
leicht positiv fiir EpCAM war (siehe Abbildung 4.10.3). Die SK-OV-3 CTCs hatten also
genau wie native SK-OV-3 Zellen eine heterogene EpCAM-Expression.

4.5.2 Bestitigung des Nachweises von SK-OV-3 CTCs im Blut der SCID-

Xenograft-Méduse durch Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-Analysen

Zur Bestiatigung des Nachweises der SK-OV-3 CTCs und um diese weiter zu
charakterisieren, wurden an den aufgearbeiteten Blutproben Fluoreszenz in situ
Hybridisierungs-Analysen (FISH-Analysen) fiir den Chromosomenbereich 3q26
durchgefiihrt. Dieser Chromosomenbereich eignet sich, da ein chromosomaler Zugewinn
in SK-OV-3 Zellen fiir 3q26 bereits gezeigt wurde (Brooks et al, 1996) und das FISH-
Protokoll fiir diese Sonde gut etabliert war (siehe Kapitel 3.4.3 und Kapitel 4.7.1). Um
den chromosomalen Zugewinn des Chromosomenbereiches 3q26 von SK-OV-3 Zellen zu
bestimmen, wurde als Positiv-Kontrolle an native SK-OV-3 Zellen eine FISH-Analyse

durchgefiihrt. Als Referenz wurde eine Sonde fiir den Zentromerbereich des

-81-



4 Ergebnisse

Chromosoms 7 verwendet. Zur Auswertung wurden die Signale von 100 Zellen
bestimmt. Die mittlere Anzahl der FISH-Signale fir 326 lagen bei 4,7 Signalen pro
Zelle (Bereich von 2 bis 10 Signale pro Zelle) und fiir den Referenzbereich Chromosom 7
war die mittlere Anzahl 2,2 Signale pro Zelle (Bereich 1 bis 5 Signale pro Zelle). Das
Verhiltnis der 3q26 Sonde zur Referenzsonde Zentromer 7 war 2,2 und zeigte somit, wie
erwartet, einen chromosomalen Zugewinn des Bereiches 3q26 im Vergleich zur Referenz

an (siehe Abbildung 4.11 und Tabelle 4.8).

Abbildung 4.11: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an SK-OV-3 Zellen. SK-OV-3 Zellen mit
einem chromosomalen Zugewinn fir den Bereich 3q26. Rote Signale: Sonde 3q26, grine Signale: Zentromer
Sonde 7 (Referenzbereich). VergroBerung 1000 x.

Tabelle 4.8: Ubersicht der Ergebnisse der FISH-Analyse fiir die Sonde 3¢26 und der Referenzsonde
Zentromer 7 an SK-OV-3 Zellen. Es wurden die Signale der Sonde 3q26 und der Referenzsonde Zentromer 7
von 100 Zellen bestimmt und das Verhiltnis 3q26/Zentromer 7 berechnet. (*: Wenn Zentromer 7 = 0 war
konnte das Verhiltnis nicht berechnet werden; Zent.: Zentromer)

Anzahl der Summe

analysierten Signale/Zelle  Signale/Zelle der Mittelwert Standard-
Sonde Zellen Minimum Maximum Signale Signale/Zelle  abweichung
3926 100 2 10 472 4,72 1,72
Zentromer 7 100 0 5 216 2,16 0,72
Verhaltnis
3q26/Zent. 7* 99 1,0 4,0 217,2 2,2 0,55

An durch Dichtegradienten aufgearbeiteten Blutproben wurde zunéchst zur
immunzytochemischen Detektion der SK-OV-3 CTCs eine Fluoreszenzfiarbung gegen
HER-2 durchgefiihrt (sieche Kapitel 3.1.8). AnschlieBend wurde eine FISH-Analyse fiir
den Chromosomenbereich 3q26 durchgefiihrt. Da es sich sowohl bei der Sonde 3q26 als
auch beil der Referenzsonde des Zentromers 7 um Sonden humaner Sequenz handelt,
sollten diese ausschlieBlich an DNA-Bereiche der SK-OV-3 Zellen humanen Ursprungs
binden. Die humanen Sonden binden dagegen nicht an DNA-Bereiche der murinen
Leukozyten. Es konnten aus zwei Mausblutproben insgesamt zehn Zellen identifiziert
werden, die einen chromosomalen Zugewinn fiir den Bereich 3q26 hatten (siehe
Abbildung 4.12). Die Anzahl der Signale entsprach denen von nativen SK-OV-3 Zellen.

Interessanterweise konnten zusétzlich zu den immunzytochemisch detektierten HER-2
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positiven Zellen (siehe Abbildung 4.12 C) auch nicht HER-2 gefirbte Zellen identifiziert
werden, die eindeutig FISH-Signale aufwiesen, die denen von nativen SK-OV-3 Zellen
entsprachen (siehe Abbildung 4.12 A und B). Es lidsst sich nicht mit absoluter
Gewissheit sagen, ob die Zellen ginzlich kein HER-2 exprimierten oder ob der Nachweis
einer leichten Expression durch die Durchfiihrung der FISH-Analyse aus methodischen
Grinden nicht mehr moglich war. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch die
HER-2 Expression der SK-OV-3 CTCs nicht homogen war. Aullerdem konnte durch die
FISH-Analysen eindeutig die Detektion von SK-OV-3 CTCs bestatigt werden.

Abbildung 4.12: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3¢q26 an SK-OV-3 CTCs isoliert aus
Mausblutproben. A und B: immunzytochemisch HER-2 negative SK-OV-3 CTCs mit einem chromosomalen
Zugewinn fir den Bereich 3q26; C: immunzytochemisch HER-2 positive SK-OV-3 CTC mit einem
chromosomalen Zugewinn fur den Bereich 3q26. Rote Signale: Sonde 3q26, griine Signale: Zentromer
Sonde 7 (Referenzbereich), griin: immunzytochemische HER-2-Firbung. VergréBerung 1000 x.

Weiterhin wurde die Expression von EpCAM und HER-2 an Paraffingewebeschnitten
von fuinf Tumoren untersucht, die durch die Injektion von SK-OV-3 Zellen im

Peritoneum von fiinf Mausen entstanden sind (siehe Kapitel 3.3).

A) EpCAM

B) HER-2

LA =S SHah = g 1) ¥
Abbildung 4.13: Immunhistologische EpCAM- und HER-2-Fi
intraperitonealen Tumore der SCID-Miuse. A: EpCAM-Féarbung, B: HER-2-Farbung. VergroBerung 400 x.
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Die Tumore waren einheitlich und homogen stark positiv fiir HER-2 (siehe Abbildung
4.13 B). Dagegen war der Hauptanteil (> 90 %) der SK-OV-3 Tumore negativ fiir
EpCAM. Nur einige Zellen der Randbereiche der Tumore exprimierten EpCAM (siehe
Abbildung 4.13 A). An Paraffingewebeschnitten der fiinf SK-OV-3 Tumore wurden
zusitzlich FISH-Analysen fiir den Chromosomenbereich 3q26 durchgefithrt (siehe
Abbildung 4.14).

Abbildung 4.14: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an Paraffingewebeschnitten der
intraperitonealen Tumore der SCID-Miuse. Von SK-OV-3 Zellen abstammende Maus-Tumore mit
chromosomalem Zugewinn fiir den Bereich 3q26. Rote Signale: Sonde 3q26, griine Signale: Zentromer Sonde
7 (Referenzbereich). VergroBerung 1000 x.

Pro Gewebe wurden die FISH-Signale von 100 Zellen ausgewertet. Die Mittelwerte der
Signale 3q26 pro Zelle hatten einen Wert von 4,5 bis 5,7, die Mittelwerte der
Referenzsonde Zentromer 7 einen Wert von 1,9 bis 2,2 (siehe Tabelle 4.9). Das
Verhiltnis der 3q26 Sonde zu Referenzsonde Zentromer 7 lag zwischen 2,5 bis 2,9 und
entsprach somit annidhernd dem Wert von nativen SK-OV-3 Zellen (Verhéltnis
3q26/Zentromer 7= 2,2) (siche Tabelle 4.9 und Tabelle 4.8). Somit entsprach der
chromosomale Zugewinn der SK-OV-3 Tumore des Chromosomenbereiches 3q26 im

Verhaltnis zur Referenz anndhernd dem von nativen SK-OV-3 Zellen.
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Tabelle 4.9: Ubersicht der Ergebnisse der FISH-Analysen fiir die Sonde 3¢26 und die Referenzsonde
Zentromer 7 an Paraffingewebeschnitten der Tumore der SCID Méuse 2 bis 6. Es wurden die Signale der
Sonde 3q26 und der Referenzsonde Zentromer 7 von jeweils 100 Zellen bestimmt und das Verhéltnis
3q26/Zentromer 7 berechnet. (*: Wenn Zentromer 7 = 0 war konnte das Verhiltnis nicht berechnet werden;
Zent: Zentromer)

Anzahl der Summe

analysierten  Signale/Zelle Signale/Zelle der Mittelwert Standard-
Sonde Zellen Minimum Maximum Signale  Signale/Zelle abweichung
Maus 2
3q26 100 0 25 449 4,49 3,23
Zentromer 7 100 0 6 186 1,86 1,16
Verhiltnis
3q26/Zent. T* 92 0,0 10,0 231,2 2,5 1,70
Maus 3
3q26 100 0 14 531 5,31 2,37
Zentromer 7 100 0 5 216 2,16 0,88
Verhaltnis
3q26/Zent. 7* 99 0,0 9,0 264,7 2,7 1,44
Maus 4
3q26 100 2 10 496 4,96 1,39
Zentromer 7 100 1 4 211 2,11 0,65
Verhiltnis
3q26/Zent. T* 100 1,0 7,0 252,3 2,5 1,04
Maus 5
3q26 100 1 13 516 5,16 2,2
Zentromer 7 100 0 4 187 1,87 0,7
Verhaltnis
3q26/Zent. T* 97 1,0 6,5 278,7 2,9 1,3
Maus 6
3q26 100 2 17 574 5,74 2,90
Zentromer 7 100 0 6 221 2,21 1,04
Verhaltnis
3q26/Zent. 7* 97 1,0 8,0 262,9 2,7 1,27

4.6 Detektion von CTCs in Blutproben der OVCAD-Studie von Patientinnen mit

primdrem Ovarialkarzinom durch Verwendung eines modifizierten Detektionsprotokolls

Aufgrund der niedrigen Detektionsrate von 3,6 % (siehe Kapitel 4.3) CTC positiver
Blutproben von Patientinnen mit primarem Ovarialkarzinom wurde das bisher
verwendete Aufarbeitungsprotokoll zur Detektion von CTCs iiberdacht und veréndert
(siehe Abbildung 4.15). Die Ergebnisse der Protein-Expressionsanalyse von Asziteszellen
(siehe Kapitel 4.4.) und SK-OV-3 CTCs aus Mausblutproben (siehe Kapitel 4.5) zeigten,
dass die Zellen sehr heterogen beziiglich der Protein-Expression der epithelialen Marker
Zytokeratin (CK 7/18) und EpCAM sind. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
CTCs die Protein-Expression der epithelialen Marker verlieren und somit der Detektion
entgehen konnen. Diese Hypothese wird zuséatzlich durch die Ergebnisse von Studien
verschiedener Arbeitsgruppen gestiitzt (Bonnomet et al, 2010; Kallergi et al, 2011;
Lecharpentier et al, 2011). Daher wurde das Protokoll zur Detektion von CTCs
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angepasst. Im modifizierten Detektionsprotokoll wurde auf die weitere Anreicherung
durch immunmagnetische Zellseparation verzichtet, da durch diese Methode nur Zellen
angereichert werden, die EpCAM exprimieren. Nach der Anreicherung durch
Dichtegradientenzentrifugation wurde zur Detektion der CTCs direkt eine
immunzytochemische Farbung durchgefiithrt. Zur Identifizierung der CTCs wurden jetzt
zusitzlich zu den gegen Zytokeratin (CK 5/7/8/18) gerichteten Antikérpern, Antikérper,
die EpCAM, HER-2, das epitheliale Membranantigen (EMA) und den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) binden, verwendet.
HER-2 und EGFR sind Rezeptortyrosinkinasen, die fiir die Entstehung von Krebs-
erkrankungen von groBer Bedeutung sind. Da diese hdufig in Tumoren tiberexprimiert
werden, eignen sich diese als Marker zur Detektion von CTCs. Durch die Verwendung
dieses Antikorpercocktails koénnen auch Zellen detektiert werden, die einige

Proteinmarker nicht exprimieren und nur fiir mindestens einen dieser Marker positiv

sind.
*. Streptavidin,
o “Alexa 594 markiert
biotinylierter
Sekundérantikorper,
ly/yf - ,anti-Maus IgG Antikérper*
Blutplasma { *
Monozytenfraktion ‘ _ -CD4
und evtl. CTCs ant.l - >
. . \ Antikérper,
Lymphozyvtenfraktion | murner = i . Alexa 488
Primarantikorper-
Granulozyten und cocktail
Erythrozyten
Tumorzelle Leukozyt
1) Dichtegradientenzentrifugation 2) Immunzytochemie

Abbildung 4.15: Modifizierte Detektionsmethode von CTCs.

1) Anreicherung der Tumorzellen aus dem Blut durch Dichtegradientenzentrifugation. Die méglichen
Tumorzellen befinden sich in der Monozytenphase des Gradienten. Auf die weitere Anreicherung durch eine
immunomagnetische Zellseparation wurde verzichtet. 2) Zur Identifizierung der CTCs wurde ein
Antikorpercocktail verwendet, der verschiedene Antikérper gegen unterschiedliche Tumorantigene enthielt
und zur Detektion von Leukozyten gegen CD45 (Leukozyten-Antigen) gerichtete Antikérper.

4.6.1 Optimierung des Protokolls zur immunzytochemischen Detektion der CTCs

durch Verwendung eines Antikorpercocktails

Um einen spezifischen und sensitiven Nachweis der CTCs durch Verwendung des

Antikorpercocktails gewihrleisten zu konnen, wurde die Farbung fiir jeden einzelnen
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Antikorper des Antikorpercocktails separat optimiert. Als Positiv-Kontrolle wurden
Karzinomzelllinien gewihlt, die das jeweilige Antigen exprimierten (MDA-MB-468
Zellen: Zytokeratin, EGFR, EpCAM; SK-OV-3 Zellen: HER-2, Zytokeratin; MCF-7
Zellen: EMA, Zytokeratin, EpCAM). Als Negativ-Kontrollen dienten Leukozyten
gesunder Spender, die die Antigene des Antikorpercocktails nicht exprimieren sollten.
Das Farbeprotokoll wurde so optimiert, dass die Zellen der Positiv-Kontrolle durch ein
intensives Fluoreszenzsignal detektiert, wihrend Leukozyten nicht unspezifisch gefarbt
wurden. Nachdem das Farbeprotokoll fiir jeden einzelnen Antikorper etabliert war,
wurde die gesamte Antikorpercocktail-Farbung inklusive Leukozytenfirbung gegen
CD45 an jeweils 600.000 Leukozyten von zehn verschiedenen gesunden Spendern
durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.1.7 und Abbildung 4.16.2). Durch diese Negativ-Kontrollen
wurde die Spezifitat der Farbung tberpriift.

1) MDA-MB-468 Zellen 2) Leukozyten

Abbildung 4.16: Optimierung der immunzytochemischen Antikérpercocktail-CD45-Farbung. Als Positiv-
Kontrolle wurden Zellen der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-468 und als Negativ-Kontrolle Leukozyten
von gesunden Spendern durch die Antikorpercocktail-CD45-Farbung detektiert; 1@ MDA-MB-468;
2 Leukozyten; A: Antikorpercocktail-Farbung; B: CD45-Farbung. Vergroferung 400 x.

Es wurden in den Negativ-Kontrollen keine Antikorpercocktail positiven und CD45
negativen Zellen detektiert. Sehr vereinzelt waren Zellen sowohl fiir den
Antikorpercocktail als auch fiir CD45 leicht positiv. Im Durchlichtkanal konnte man
erkennen, dass alle diese Zellen eine zerstorte Morphologie aufwiesen, was eine
unspezifische Farbung erkldren konnte. Daher wurden fir weitere Analyen
morphologisch zerstorte Zellen nicht weiter beriicksichtigt, da bei diesen Zellen eine
unspezifische Farbung nicht ausgeschlossen werden konnte. Zur Detektion von CTCs
erwies sich somit das Antikorpercocktail-Farbeprotokoll an intakten Zellen als eine

spezifische und sensitive Methode.
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4.6.2 Analyse von Blutproben der OVCAD-Studie unter Verwendung des

modifizierten Protokolls

Nach dem beschriebenen modifizierten Protokoll wurden 112 Blutproben der OVCAD-
Studie des Zeitpunktes Q (abgenommen zum Zeitpunkt vor der Operation) und 79
Blutproben des Zeitpunktes H (abgenommen sechs Monate nach Therapie) analysiert.
Wenn moglich, wurden 600.000 Zellen pro Patientenprobe analysiert (71,4 % der Proben
Q und 53,2 % der Proben H). Wenn diese weniger als 600.000 Zellen enthielten, wurde
die gesamte Probe analysiert. Die absolute Zellzahl der Proben variierte erheblich
zwischen 300.000 bis 16.800.000 Zellen pro 20 ml aufgearbeitetes EDTA-Blut. Dieses
kann teilweise mit einer natilirlichen Schwankung der Anzahl an Leukozyten der
Blutproben erklart werden, aber zusétzlich scheint es Unterschiede in den Qualitaten
der Aufarbeitung gegeben zu haben, die durch die verschiedenen klinischen Zentren der

OVCAD-Studie durchgefiihrt wurden (siehe Kapitel 3.1.1).

A: Antikorpercocktail B: CD45 C: DAPI (Zellkern)

H079Q S
Qe
B135Q . A :

Abbildung 4.17: CTCs isoliert aus dem Blut von Ovarialkarzinompatientinnen (Proben H079Q, B135Q,
B146Q). A: Antikorpercocktail-Farbung der CTCs; B: CD45-Farbung der Leukozyten; C: DNA-Firbung
durch DAPI; D: Durchlicht. Vergréferung 1000 x.

Durch Verwendung des modifizierten Protokolls wurden in 30 (26,8 %) der 112 Proben
des Zeitpunktes Q und in 6 (7,6 %) der 79 Proben des Zeitpunktes H CTCs identifiziert.
Unter Verwendung des modifizierten Protokolls konnte die Detektionsrate der Proben

des Zeitpunktes Q von 3,6 % (5 von 139 Proben) auf 26,8 % (30 von 112 Proben) erhéht
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werden. Auch die Detektionsrate der Proben des Zeitpunktes H erhohte sich unter
Verwendung des modifizierten Protokolls von 0 % (0 von 56 Proben) auf 7,6 % (6 von 79
Proben) (siehe Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10: Ubersicht der Detektionsraten von CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit primérem
Ovarialkarzinom unter Verwendung beider Detektionsprotokolle. Blutproben des Zeitpunktes Q wurden vor
der Operation abgenommen, Blutproben des Zeitpunkte H sechs Monate nach Chemotherapie. Nach dem
urspriinglichen Protokoll wurden die CTCs durch Dichtegradientenzentrifugation und immunmagnetische
Zellseparation angereichert. Die CTCs wurden durch Antikérper gegen Zytokeratin (CK 7/18) detektiert.
Nach dem modifizierten Protokoll wurden die CTCs durch Dichtegradientenzentrifugation angereichert und
durch die Verwendung eines Antikorpercocktails detektiert.

Zeitpunkt analysiert negativ positiv
Urspriingliches

Protokoll

Zeit Q 139 (100 %) 134 (96,4 %) 5 (3,6 %)
Zeit H 56 (100 %) 56 (100 %) 0 (0,0 %)
Modifiziertes

Protokoll

Zeit Q 112 (100 %) 82(73,2%) 30 (26,8 %)
Zeit H 79 (100 %) 73(92,4%)  6(7,6%)

Nach dem modifizierten Protokoll wurden von 44 Patientinnen die Blutproben beider
Zeitpunkte (Zeitpunkt Q und H) aufgearbeitet und analysiert. Es wurde bei einer
Patientin (B159) in den Blutproben beider Zeitpunkte CTCs detektiert und bei 38
Patientinnen wurden in beiden Proben keine CTCs nachgewiesen. Bei drei Patientinnen
konnten nur in den Proben des Zeitpunktes Q CTCs detektiert werden, wihrend in
Blutproben, die nach der Therapie abgenommen wurden (Blutproben H), keine CTCs
mehr detektiert werden konnten. Bei zwei Patientinnen wurden in Proben des
Zeitpunktes Q keine CTCs im Blut detektiert, wihrend in den Blutproben, die nach der
Therapie abgenommen wurden (Zeitpunkt H), CTCs detektiert wurden (siehe Tabelle
4.11).

Tabelle 4.11: CTC Bewertung nach dem modifizierten Protokoll von Blutproben derselben Patientinnen
beider Zeitpunkte Q und H. (rot: CTC-Status der Proben beider Zeitpunkte stimmt {iberein)

Zeitpunkt Q negativ  Zeitpunkt Q positiv
Zeitpunkt H negativ 38 (86,4 %) 3 (6,8 %)
Zeitpunkt H positiv 2 (4,5 %) 1(2,3%)

Die Anzahl der detektierten CTCs der Proben des Zeitpunktes Q pro ml Blut lag
zwischen < 1 und 187 CTCs (siehe Tabelle 4.12). Die mittlere Anzahl an detektierten
CTCs pro Probe war 11 CTCs pro ml Blut und der Median lag bei 2 CTCs pro ml Blut.
Die Anzahl der detektierten CTCs der Proben des Zeitpunktes H lag zwischen < 1 und
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10 CTCs pro ml Blut (siche Tabelle 4.13). Der Mittelwert der detektierten CTCs pro
Probe lag bei 2,8 CTCs pro ml Blut, der Median lag bei 1 CTC pro ml Blut.

Tabelle 4.12: Anzahl der detektierten CTCs nach dem modifizierten Protokoll aus Blutproben des
Zeitpunktes Q (vor der Operation) von Patientinnen mit primarem Ovarialkarzinom.

Anzahl der Anzahl der Anzahl der

detektierten detektierten detektierten
Probe CTCs/ ml Blut Probe CTCs/ ml Blut Probe CTCs/ ml Blut
B117Q ~ 4 B146Q ~3 HO079Q ~4
B120Q ~ 28 B151Q ~ 20 HO081Q ~4
B124Q ~2 B157Q ~4 H082Q <1
B126Q ~1 B159Q ~9 HO083Q ~1
B129Q ~2 B164Q ~2 1020Q <1
B131Q ~2 B168Q ~1 L177Q ~2
B132Q ~11 B175Q ~2 1.220Q ~1
B135Q ~12 H071Q ~ 187 V044Q <1
B137Q ~2 HO073Q ~1 V046Q ~3
B144Q ~1 H076Q ~5 V047Q ~ 14

Tabelle 4.13: Anzahl der detektierten CTCs nach dem modifizierten Protokoll aus Blutproben des
Zeitpunktes H (sechs Monate nach Therapie abgenommen) von Patientinnen mit primirem
Ovarialkarzinom.

Anzahl der

detektierten
Probe CTCs/ ml Blut
B159H ~ 10
B171H ~3
LO083H ~1
L141H <1
L227H <1
VO035H ~1

4.6.3 Statistische Auswertung des CTC Nachweises unter Verwendung des
modifizierten Protokolls in Korrelation mit klinischen Daten und dem

Therapieverlauf

Die klinischen Daten des Patientenkollektivs sind in Tabelle 4.14 dargestellt. Die Daten
wurden zusitzlich nach CTC-Status unterteilt aufgefithrt. In der Tabelle farblich
unterlegt sind Haufigkeiten, die sich zwischen den Gruppen CTC negativ und positiv um
mehr als 20 % unterscheiden. Farblich gelb wurden hierbei Unterschiede unterlegt, die
nicht signifikant waren (p-Wert>0,05). War der Unterschied dagegen signifikant
(p-Wert <0,05), wurden die Daten griin unterlegt dargestellt. Die angegeben
Signifikanzwerte wurden durch den Chi?-Test bestimmt. Zur Kontrolle wurden die
Signifikanzwerte zusétzlich durch den Fisher-Exakt-Test bestimmt, wobei die

Ergebnisse der Signifikanzen mit dem des Chi2-Tests tibereinstimmten.
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Tabelle 4.14: Klinische Daten des analysierten Patientenkollektives der OVCAD-Studie. Die Daten wurden
zusétzlich nach ihrer CTC Bewertung unterteilt aufgefithrt. Unterschiedliche Haufigkeiten von mehr als
20 % zwischen den CTC negativen und positiven Gruppen wurde farblich unterlegt (gelb und griin). Der
Unterschied bei den griin unterlegten Daten ist signifikant.

Gesamt CTC Status Zeit Q Gesamt CTC Status Zeit H
Zeit Q negativ positiv Zeit H negativ positiv
Histologie
klarzelliger Tumor 2 (1,8 %) 2 (2,5 %) 0 (0,0 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
endometrioider Tumor 6 (5,4 %) 4 (4,9 %) 2 (6,7 %) 3 (3,8 %) 2(2,7 %) 1 (16,7 %)
gemischter epithelialer Tumor 3 (2,7 %) 3 (3,7 %) 0 (0,0 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
muzinéser Tumor 1 (0,9 %) 1(1,2 %) 0 (0,0 %) 2(2,5 %) 2(2,7 %) 0 (0,0 %)
seréser Tumor 93(83,8%) 68(84,0%) 25(83,3%) 72(91,1%) 67(91,9%) 5(83,3%)
undifferenzierter Tumor 6 (5,4 %) 3 (3,7 %) 3 (10,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
fehlende Angabe 1 1 0 0 0 0
FIGO-Stadium
IIA 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
1IB 3(2,7%) 3(3,7%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
IIC 3(2,7 %) 2(2,5 %) 1 (3,3 %) 2(2,5 %) 2(2,7 %) 0 (0,0 %)
IIIA 4 (3,6 %) 2 (2,5 %) 2 (6,7 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
I1IB 3(2,7%) 3(3,7%) 0 (0,0 %) 6 (7,6 %) 6 (8,2 %) 0 (0,0 %)
I11C 68 (61,3 %) 54(66,7%) 14 (46,7%) 55(69,6%) 51(69,9%) 4(66,7%)
1A% 30(27,0%) 17((21,0%) 13(43,3%) 15(19,0%) 13(17,8%) 2(33,3%)
fehlende Angaben 1 1 0 0 0 0
Histopathologisches Grading
G1 2 (1,8 %) 1(1,2 %) 1(3,4 %) 5 (6,3 %) 5 (6,8 %) 0 (0,0 %)
G2 22(20,0%) 15(185%) 7(24,1%) 12(152%) 10(13,7%) 2(33,3 %)
G3 86 (78,2 %) 65(80,2%) 21(72,4) 62(78,5%) 58(79,5%) 4 (66,7%)
fehlende Angaben 2 1 1 0 0 0
TNM-Klassifikation:
pT
1lc 2 (1,8 %) 2(2,5 %) 0 (0,0 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
2a 1 (0,9 %) 0 (0,0 %) 1(3,3 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
2b 5 (4,5 %) 5 (6,2 %) 0 (0,0 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
2c 4 (3,6 %) 3 (3,7 %) 1 (3,3 %) 1(1,3 %) 1(1,4 %) 0 (0,0 %)
3a 6 (5,4 %) 3(3,7%) 3 (10,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
3b 9 (8,1 %) 8 (9,9 %) 1(3,3 %) 7 (8,9 %) 7 (9,6 %) 0 (0,0 %)
3c 84 (75,7 %) 60 (74,1 %) 24(80,0%) 68(86,1%) 62(84,9%)  6(100 %)
fehlende Angaben 1 1 0 0 0 0
pN
NO 26 (24,1 %) 18(22,8%) 8(27,6%) 16(20,3%) 16(21,9%) 00,0 %)
N1 58 (53,7%) 42(532%) 16(552%) 36(456%) 33(452%) 3 (50,0%)
NX 24 (22,2%) 19(24,1%) 5172%) 27(342%) 24(32,9%) 3 (50,0 %)
fehlende Angaben 4 3 1 0 0 0
M
MO 33(31,4%) BONGEEID BIED 45G6G70% 42(67,5% 3 (50,0 %)
M1 29 (27,6 %) [16/205%) D@8 15(190%) 13(17,8%) 2(33,3%)
MX 43 (41,0 %) 32(41,0%) 11(40,7%) 19(24,1%) 18(24,7%) 1(16,7%)
fehlende Angaben 7 4 3 0 0 0
Resttumor nach der Operation
kein Resttumor 70 (64,8 %) 49 (62,8 %) 21(70,0%) 50 (64,1 %) 48(66,7%) 2 (33,3 %)
<=0.5cm 6 (5,6 %) 5 (6,4 %) 1 (3,3 %) 5 (6,4 %) 5 (6,9 %) 0 (0,0 %)
0.5-1cm 15(13,9%) 11(14,1%) 4(13,3 %) 7 (9,0 %) 5 (6,9 %) 2 (33,3 %)
1-2cm 3(2,8%) 2 (2,6 %) 1(3,3 %) 4 (5,1 %) 3 (4,2 %) 1 (16,7 %)
>2cm 14 (13,0 %) 11(14,1%) 3(10,0%) 12(154%) 11(15,3%) 1(16,7 %)
fehlende Angaben 4 4 0 1 1 0
Aszites
vorhanden 81(72,3%) 56(68,3%) 25(83,3%) 62(78,5%) 56(76,7%) 6 (100 %)
nicht vorhanden 31(127,7%) 26(1,7%) 516,7% 17(21,5%) 17(23,3%) 00,0 %)
fehlende Angaben 0 0 0 0 0 0
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Wie erwartet hatten die meisten Patientinnen einen serésen Tumor (Zeitpunkt Q:
83,8 %, Zeitpunkt H 91,1 %) und das FIGO-Stadium IIIC (Zeitpunkt Q: 61,3 %,
Zeitpunkt H: 69,6 %). Das Alter der Patientinnen der Proben des Zeitpunktes Q lag
zwischen 27 und 85 Jahren (Altersdurchschnitt 60 Jahre) und das Alter der
Patientinnen der Proben des Zeitpunktes H zwischen 27 und 79 Jahren
(Altersdurchschnitt 57 Jahre). Der Beobachtungszeitraum zur Erfassung der klinischen
Daten beziiglich des weiteren Krankheitsverlaufes (follow-up-Daten) lag zwischen 1 bis
35 Monaten (Mittelwert 19 Monate) bei den Patientinnen mit Blutentnahme zum
Zeitpunkt Q und 5 bis 42 Monaten (Mittelwert 24 Monate) bei Patientinnen mit
Blutentnahme zum Zeitpunkt H.

Fir die Proben des Zeitpunktes Q unterschieden sich die klinischen Daten der beiden
Gruppen, CTC negativ und CTC positiv, beim FIGO-Stadium III und IV um mehr als
20 % (siehe Tabelle 4.14, gelb unterlegt). Die Patientinnen aus der CTC positiven
Gruppe hatten hiufiger das Krankheitsstadium FIGO IV als die Patientinnen, bei denen
keine CTCs detektiert wurden. Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant
(p-Wert: 0,105). Da FIGO-Stadium IV mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen
assozilert ist, hatten dementsprechend die Patientinnen, bei denen CTCs detektiert
wurden, haufiger bereits Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung als die
Patientinnen aus der CTC negativen Gruppe (sieche Tabelle 4.14, TNM-Klassifikation
MO und M1, griin unterlegt). Die Patientengruppe mit positivem CTC-Status hatte
signifikant haufiger Fernmetastasen (p-Wert: 0,006).

Da zum Zeitpunkt H in nur sechs Proben CTCs detektiert wurden, muss die niedrige
Detektionsrate beztiglich der statistischen Aussagekraft bertcksichichtigt werden. Fur
die Proben des Zeitpunktes H unterschieden sich die klinischen Daten der beiden
Gruppen, CTC negativ und CTC positiv, bei der TNM-Klassifikation bei NO um mehr als
20 %. Die Patientinnen aus der CTC negativen Gruppe hatten héaufiger den
Lymphknotenstatus NO als die Patientinnen aus der CTC positiven Gruppe. Das
bedeutet, dass die CTC negativ bewerteten Patientinnen seltener einen Tumorbefall der
Lymphknoten hatten. Der Unterschied zwischen den Gruppen war jedoch nicht
signifikant (p-Wert: 0,403). AuBerdem unterschieden sich die beiden Gruppen um mehr
als 20 % beim Vorhandensein von Tumorresten nach erfolgter Operation. In der Gruppe
der CTC negativen Proben waren nach der Operation mehr Patientinnen tumorfrei als
bei der CTC positiv bewerteten Patientengruppe. Diese hatten nach der Operation
haufiger noch einen Tumorrest von 0,5-1 cm als die Patientinnen der CTC negativen

Gruppe. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p-Wert: 0,118). Weiterhin hatten
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die Patientinnen der Proben H mit dem CTC-Status positiv immer Aszitesbildung,
wahrend 23,3 % der CTC negativ bewerteten Gruppe keine Aszitesbildung hatte.

In Tabelle 4.15 ist das Therapieansprechen und der klinische Verlauf der Patientinnen
aufgefiihrt und nach ihrem CTC Status unterteilt dargestellt. Auf die Therapie sprachen
71 % der Patientinnen des Zeitpunktes Q und 77 % der Patientinnen des Zeitpunktes H
an (Responder). Zum Zeitpunkt H unterschied sich das Therapieansprechen signifikant
zwischen den CTC positiv und CTC negativ bewerteten Gruppen (p-Wert: 0,022). Aus
der CTC positiven Gruppe sprachen 67 % der Patientinnen nicht auf die Therapie an
(Non-Responder), wihrend nur 19 % der CTC negativ bewerteten Patientinnen nicht auf
die Therapie ansprachen.

Tabelle 4.15: Daten zum Therapieansprechen und klinischem Verlauf des analysierten Patientenkollektives
der OVCAD-Studie. Die Daten wurden zusitzlich nach ihrer CTC Bewertung unterteilt aufgefiihrt.

Unterschiedliche Haufigkeiten von mehr als 20 % zwischen den CTC negativen und positiven Gruppen
wurden farblich unterlegt (gelb und griin). Der Unterschied bei den griin unterlegten Daten ist signifikant.

Gesamt CTC Status Zeit Q Gesamt CTC Status Zeit H
Zeit Q negativ positiv Zeit H negativ positiv
Therapieansprechen
Responder 73 (70,9 %) 54 (70,1 %) 19 (73,1 %) 61 (77,2 %) -_.
Non-Responder 30(29,1 %) 23(29,9%) 7(26,9%) 18(22,8%)
fehlende Angaben 9 5 4 0 0 0
Rezidiv oder verstorben
aufgrund der Erkrankung
nein 40 (38,1 %) 33(42,9%) 7(25,0%) 27(34,2%) 27(87,0%) 0 (0,00 %)
ja 65 (61,9 %) 44 (57,1 %) 21(75,0%) 52 (65,8%) 46(63,0%) 6 (100 %)
fehlende Angaben 7 5 2 0 0 0

An der Krankheit verstarben oder ein Rezidiv der Erkrankung bekamen 62 % der
Patientinnen des Zeitpunktes Q und 66 % der Patientinnen des Zeitpunktes H. Zum
Zeitpunkt H gab es auch hier einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen von mehr
als 20 %. Alle Patientinnen, bei denen CTCs detektiert wurden, bekamen ein Rezidiv
oder verstarben an der Erkrankung, wiahrend aus der negativ bewerteten Gruppe 37 %
kein Rezidiv bekamen und nicht verstarben. Es zeigte sich hierbei eine klare Tendenz,
der Unterschied war aber nicht signifikant (p-Wert: 0,089). In den Analysen fiir die
Blutproben, die vor der Operation abgenommen wurden (Zeitpunkt Q), unterschieden
sich das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben bei beiden Gruppen nicht
signifikant (p-Wert Gesamtiiberleben: 0,977; p-Wert krankheitsfreies Uberleben: 0,205).
Das krankheitsfreie Uberleben betrug bei den Patientinnen, bei denen CTCs zum
Zeitpunkt Q detektiert wurden, im Durchschnitt 16,4 Monate, bei den Patientinnen, bei
denen keine CTCs detektiert wurden, dagegen 19,3 Monate. Das mittlere
Gesamtiiberleben betrug 27,3 Monate (CTC-Status negativ: 24,6 Monate und CTC-
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Status positiv: 26,4). In den Analysen fiir die Blutproben, die sechs Monate nach der
Chemotherapie abgenommen wurden (Zeitpunkt H), unterschied sich das
krankheitsfreie Uberleben signifikant (p-Wert: 0,0001). Das krankheitsfreie Uberleben
betrug bei den Patientinnen, bei denen CTCs zum Zeitpunkt H detektiert wurden, im
Durchschnitt 11,9 Monate, bei den Patientinnen, bei denen keine CTCs detektiert
wurden, dagegen 21,6 Monate. Beim Gesamtiiberleben unterschieden sich die beiden
Patientengruppen CTC positiv und CTC negativ nicht signifikant (p-Wert: 0,527). Das
mittlere Gesamtiiberleben betrug 38,5 Monate (CTC-Status negativ: 38,6 Monate und
CTC Status positiv: 30,2).

1) Proben des Zeitpunktes Q (abgenommen vor der Operation):

A) Krankheitsfreies Uberleben B) Gesamtiiberleben
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i,: 0.8 zensiert o 0.8 +zensiert
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- 0,6 = 0,67 -
2 @
2 2
2 2
2 0,4 E 0,41 I
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2) Proben des Zeitpunktes H (abgenommen 6 Monate nach Therapie):

A) Krankheitsfreies Uberleben B) Gesamtiiberleben
1,00 —
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5 H Tpositiv H Tpositiv
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Abbildung 4.18: Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen. 1: Proben des Zeitpunktes Q (abgenommen vor der
Qperation); 2: Proben des Zeitpunktes H (abgenommen sechs Monate nach Therapie); A: Krankheitsfreies
Uberleben; B: Gesamtiiberleben.

-94-



4 Ergebnisse

4.6.4 Detektion von nicht klar einzuordnenden fraglichen Zellen und ihre

klinische Bedeutung

In 22 Proben (19,6 %) des Zeitpunktes Q und 18 Proben (22,8 %) des Zeitpunktes H
wurden Zellen identifiziert, die nicht alle Kriterien fiir CTCs erfiillten (siehe Kapitel
3.1.9 und Tabelle 4.16). Die Zellen konnten daher nicht klar als Leukozyten oder CTCs
klassifiziert werden und wurden als fragliche Zellen bezeichnet. Als fragliche Zellen
wurden entsprechend ihrer Eigenschaften drei Kategorien von Zellen bezeichnet. Als
fragliche Zellen wurde zum einen Zellen bezeichnet, die eine atypische Zellmorphologie
mit groBem Zellkern (typische Kriterien fiir mogliche CTCs) hatten, aber weder durch
den Antikoérpercocktail detektiert wurden, noch fiir CD45 positiv waren (doppelt
negative Zellen) (sieche Abbildung 4.19.1). AuBerdem wurden Zellen als fraglich
klassifiziert, die sowohl fir den Antikoérpercocktail positiv als auch fir CD45 positiv
waren (doppelt positive Zellen) (siehe Abbildung 4.19.2). Zusétzlich wurden Zellen, wenn
diese nur eine sehr geringe Fluoreszenz fiir die Antikorpercocktail-Farbung aufwiesen
und die Fluoreszenz nicht eindeutig als spezifisch oder als Hintergrundfluoreszenz

zugeordnet werden konnte, als fraglich klassifiziert (siehe Abbildung 4.19.3).

A: Antikorpercocktail ~ B: CD45 C: DAPI (Zellkern)

1) Morphologisch
auffillige, sehr grol3e
Zelle. Antikorpercocktail
und CD45 negativ

2) Antikérpercocktail und
CD45 positive Zelle

3) nur sehr schwach
(nicht eindeutig)
Antikorpercocktail
positive Zelle

Abbildung 4.19: Fragliche Zellen isoliert aus dem Blut von Ovarialkarzinompatientinnen (Probe B143Q,
B111Q, L180Q). A: Antikérpercocktail-Farbung der CTCs; B: CD45-Farbung der Leukozyten; C: DNA-
Farbung durch DAPI; D: Durchlicht. Vergro3erung 1000 x.
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Tabelle 4.16: Detektionsrate von negativ, fraglich und positiv bewertetem CTC-Status nach dem
modifizierten Protokoll aus Blutproben von Patientinnen mit primidrem Ovarialkarzinom Blutproben des
Zeitpunktes Q wurden vor der Operation abgenommen, Blutproben des Zeitpunkte H sechs Monate nach
Chemotherapie.

Zeitpunkt analysiert negativ fraglich positiv
Zeit Q 112 (100 %) 60 (53,6 %) 22 (19,6 %) 30 (26,8 %)
Zeit H 79 (100 %) 55 (69,6 %) 18(22.8%) 6(7,6 %)

In den Kaplan-Meier-Analysen stellte sich heraus, dass die Patientinnen, bei denen
fragliche Zellen detektiert wurden, im Vergleich zu den anderen Patientinnen einen
tendenziell besseren Krankheitsverlauf hatten (siehe Abbildung 4.20). Dieses war vor
allem deutlich ersichtlich bei den Proben, die zum Zeitpunktes @ entnommen wurden

(siehe Abbildung 4.20.1).

1) Proben des Zeitpunktes Q 2) Proben des Zeitpunktes H
(abgenommen vor der Operation) (abgenommen 6 Monate nach Therapie)
1,07 1,07 :
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Abbildung 4.20: Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen des krankheitsfreies Uberleben der CTC negativ, CTC
positiv und fragliche bewerteten Patientengruppen. 1: Proben des Zeitpunktes Q (abgenommen vor der
Operation); 2: Proben des Zeitpunktes H (abgenommen 6 Monate nach Therapie).

Allgemein wird angenommen, dass das Vorhandensein von CTCs mit einem schlechteren
Krankheitsverlauf einhergeht. Dies ldsst vermuten, dass es sich bei den fraglichen
Zellen nicht um CTCs handelt. Daher wurden diese Proben in dieser Arbeit fiir die CTC
Auswertung in Kapitel 4.6.3 als negativ bewertet und nicht getrennt analysiert. Es kann
allerdings nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, dass nicht doch ein Teil der
fraglichen Proben CTCs enthalten, die der Detektion durch fehlende Protein-Expression
der Antigene des Antikérpercocktails entgehen (doppelt negative Zellen mit atypischer

Zellmorphologie). Dieses wird in Kapitel 4.7.4 nidher analysiert und beschrieben.

-96-



4 Ergebnisse

4.7 Nachweis von chromosomalen Zugewinnen in CTCs durch FISH-Analysen

Chromosomale Zugewinne sind tumorzellspezifische Eigenschaften, die in der OVCAD-
Studie durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Charles Theillet (Centre Régional de Lutte
contre le Cancer de Montpellier, Montpellier, Frankreich) durch einen komparativen
genomischen Hybridisierungs-Array (CGH-Array, comparative genomic hybridization)
untersucht wurden. Im CGH-Array Ansatz wurde Tumor-DNA von Patientinnen, die auf
die Chemotherapie ansprachen, mit der Tumor-DNA von Patientinnen, die nicht von der
Therapie profitierten und friithzeitig ein Rezidiv der Erkrankung bekamen, verglichen.
Es konnte gezeigt werden, dass die Tumor-DNA von Patientinnen, die nicht auf die
Chemotherapie ansprachen, signifikant in 63 % der untersuchten Proben einen
chromosomalen Zugewinn im Bereich 3q26 aufwiesen und in 57,8 % der Proben im

Bereich 8q24 (siehe Tabelle 4.17).

Tabelle 4.17: CGH-ArrayDaten fiir die Bereiche 3q26 und 8q24. Es wurde Tumor-DNA von
Ovarialkarzinompatientinnen, die auf die Chemotherapie angesprachen mit der Tumor-DNA von
Patientinnen, die nicht von der Therapie profitierten und frithzeitig ein Rezidiv der Erkrankung bekamen,
verglichen. Fur beide DNA-Bereiche wurde ein signifikanter chromosomaler Zugewinn von Tumor-DNA von
Patientinnen, die nicht auf die Therapie ansprachen, gezeigt. Aufgrund dieser Daten wurden fir FISH-
Analysen der CTCs diese DNA-Bereiche gewihlt. (Die Daten wurden freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von: Prof. Dr. Charles Theillet, Centre Régional de Lutte contre le Cancer de Montpellier,
Montpellier, Frankreich).

Region- Haufigkeit
Region Linge Lokalisation Ereignis [%] Gene
EVI1, MDS1, TERC,
ARPM1, MYNN, OSZF,
chr3:170,383,323- chromosomaler LRRC34, SAMD7, SEC62,
171,171,352 788029 q26.2 Zugewinn 62,5 MECOM
GSDMC, FAM49B, ASAP1,
chr8:129,560,905- q24.21 - chromosomaler ADCYS8, EFR3A, 0C90,
133,174,636 3613731 q24.22 Zugewinn 57,8 HHLA1

Aufgrund dieser Daten sind die Bereiche 3q26 und 8q24 fur FISH-Analysen der CTCs
geeignet, da die Wahrscheinlichkeit eines chromosomalen Zugewinns der CTCs fir
diesen Bereich hoch ist und ein Zugewinn dartiber hinaus von prognostischer Relevanz
sein konnte. Zur eindeutigen Identifikation der immunzytochemisch detektierten CTCs
wurden deshalb bei einer Subgruppe der Proben zusitzlich FISH-Analysen fir die
chromosomalen Bereiche 3q26 und 8q24 durchgefiihrt.
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4.7.1 Evaluierung der FISH-Sonden durch Analysen an Leukozyten von gesunden

Spendern

Nach Herstellung der FISH-Sonden und Optimierung des Protokolls der FISH-Analysen
(siehe Kapitel 3.4) wurde die Prizision der Hybridisierung der Sonden 3q26 und 8q24
tuberprift. Hierfir wurden FISH-Analysen an Leukozyten von gesunden Spendern
durchgefiihrt. Die Blutproben wurden dafiir genau wie die Patientenproben durch
Dichtegradientenzentrifugation aufgearbeitet und vorbehandelt (siehe Kapitel 3.1.1).

In Leukozyten liegen die beiden Loci diploid vor und sollten deshalb zwei Signale je Zelle
in der FISH-Analyse ergeben. Die Préazision des Verfahrens bestimmt die
Wahrscheinlichkeit, mit der ein chromosomaler Zugewinn in einer einzelnen CTC
bestimmt werden kann. Als Referenzsonde fiir alle Messungen dienten Zentromersonden
fir das Chromosom 7. Das FISH-Protokoll mit den Sonden des Chromosomenbereichs
3g26 und des Zentromers vom Chromosom 7 wurden an Leukozyten von sieben
gesunden Blutspendern durchgefiihrt und die Anzahl der Signale fir jeweils 500 Zellen
bestimmt. Somit wurden insgesamt 3500 Leukozyten ausgewertet. Wie erwartet, wiesen
die Mehrzahl der Leukozyten fiir beide Sonden zwei Signale auf (93,5 % der Zellen). Das
Verhiltnis der Sonde 3q26 zur Referenzsonde 7 war 1,1, was flr eine hohe Prézision des
Protokolls spricht (siehe Tabelle 4.18). In 1,2 % der Zellen wurde anstatt der erwarteten
zwel Signale der 3q26 Sonde nur ein Signal detektiert und in nur 0,06 % drei Signale.
Fir die Referenzsonde wurde in 5,8 % der Zellen nur ein Signal, seltener in 0,66 % der
Zellen kein Signal oder in nur 0,11 % drei Signale detektiert (siche Tabelle 4.19).

Das FISH-Protokoll mit den Sonden des Chromosomenbereichs 8q24 und des
Zentromers vom Chromosom 7 wurde an Leukozyten von drei gesunden Blutspendern
durchgefiihrt und die Anzahl der Signale fiir jeweils 500 Zellen bestimmt. Es wurden
somit 1500 Leukozyten fiur die Sonde 8q24 ausgewertet. Wie erwartet, wiesen auch fir
diese Sonde die Mehrzahl der Leukozyten fiir beide Sonden zwei Signale auf (96,2 % der
Zellen). Das Verhiltnis der Sonde 8q24 zur Referenzsonde 7 war 1,0, was auch fiir diese
Sonde fiir eine hohe Prizision des Protokolls spricht (sieche Tabelle 4.18). In 0,73 % der
Zellen wurde nur ein Signal und in 0,47 % drei Signale detektiert (siche Tabelle 4.19).
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Tabelle 4.18: Ubersicht der Ergebnisse der FISH-Analyse fiir die Sonde 3q26 oder 8q24 und die
Referenzsonde Zentromer 7 an Leukozyten von gesunden Spendern. Fir die Sonde 3q26 wurden die Signale
von insgesamt 3500 Leukozyten (Geweils 500 Zellen von sieben gesunden Spendern), fiir die Sonde 8q24 von
insgesamt 1500 Leukozyten (jeweils 500 Zellen von drei gesunden Spendern) bestimmt und das Verhéltnis
3q26/Zentromer 7 oder 8q24/Zentromer 7 berechnet. (*: Wenn Zentromer 7 = 0 war konnte das Verhiltnis
nicht berechnet werden; Zent.: Zentromer).

Anzahl der Summe

analysierten  Signale/Zelle Signale/Zelle der Mittelwert Standard-
Sonde Zellen Minimum Maximum Signale  Signale/Zelle  abweichung
3926
3q26 3500 1 3 6960 1,99 0,11
Zentromer 7 3500 0 3 6755 1,93 0,28
Verhaltnis
3q26/Zent. T* 3477 0,5 2,0 3654,2 1,1 0,24
8q24
8q24 1500 1 3 2996 2,00 0,11
Zentromer 7 1500 0 3 2977 1,98 0,17
Verhéltnis
8q24/Zent. T* 1499 0,5 2,0 1523,5 1,0 0,15

Tabelle 4.19: Haufigkeitsverteilung der Anzahl der FISH-Signale pro Zelle fiir die Sonde 3q26 oder 8q24 und
der Referenzsonde Zentromer 7 an Leukozyten von gesunden Spendern. Fiir die Sonde 3q26 wurden die
Signale von insgesamt 3500 Leukozyten (jeweils 500 Zellen von 7 gesunden Spendern) und fiir die Sonde
8q24 von insgesamt 1500 Leukozyten (jeweils 500 Zellen von 3 gesunden Spendern) bestimmt.

Anzahl der

analysierten
Sonde Zellen 0 Signale 1 Signal 2 Signale 3 Signale
3q26
3q26 3500 0 (0,0 %) 42 (1,2 %) 3456 (98,7%) 20,1 %)
Zentromer 7 3500 23 (0,7 %) 203 (5,8 %) 3270 (93,4 %)  4(0,1 %)
8q24
8q24 1500 0 (0,0 %) 11 (0,7 %) 1482 (98,8 %)  7(0,5 %)
Zentromer 7 1500 1 (0,1 %) 30 (2,0 %) 1460 (97,3 %)  9(0,6 %)

Anhand dieser Kontrollen wurde gezeigt, dass sehr selten drei Signale fiir die Sonden
3q26 und 8q24 detektiert wurden und nie mehr als drei Signale. Dieses Ergebnis wurde
bei der Auswertung der FISH-Analysen von Patientenproben bericksichtigt. Um
unspezifische Signale zu umgehen, wurden nur Proben mit CTCs mit einem
chromosomalen Zugewinn klassifiziert, die entweder eine hohe Anzahl von Zellen mit
drei Signalen oder Zellen mit mehr als drei Signalen aufwiesen. Ein DNA Verlust wurde

nicht weiter analysiert.
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4.7.2 FISH-Analysen an immunzytochemisch durch den Antikérpercocktail
detektierten CTC positiven Proben der OVCAD-Studie

Fiir die FISH-Analysen wurden zehn Proben (neun Proben des Zeitpunktes Q und eine
des Zeitpunktes H) ausgewihlt, in denen CTCs immunzytochemisch durch Verwendung
des Antikérpercocktails eine hohe Anzahl an Zellen nachgewiesen wurden (siehe Kapitel
4.6.2). Es wurden gezielt Proben ausgewihlt, in denen durch die immunzytochemischen
Analysen eine hohe Anzahl an CTCs nachgewiesen wurde (siehe Tabelle 4.12 und 4.13),
da in diesen Proben die mogliche Identifizierung von CTCs in der FISH-Analyse
wahrscheinlicher ist. In allen untersuchten Proben wurden Zellen nachgewiesen, die
einen chromosomalen Zugewinn im Bereich 3926 aufwiesen (siehe Abbildung 4.21). Fiir
drei Proben (Zeitpunkt Q) wurden zusitzlich FISH-Analysen fiir den Bereich 8q24
durchgefiihrt. In allen drei Proben konnten Zellen mit einem chromosomalen Zugewinn

detektiert werden.

Abbildung 4.21: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an CTCs.

A und B: immunzytochemisch positive (Antikérpercocktail Firbung) CTCs mit einem chromosomalen
Zugewinn fir den Bereich 3q26. Rote Signale: Sonde 3q26, grin: immunzytochemische Farbung
(Antikérpercocktail), C und D: immunzytochemisch negative CTCs mit einem chromosomalen Zugewinn fiir
den Bereich 3q26 (weiBe Pfeile). Rote Signale: Sonde 3q26, griine Signale: Zentromer Sonde 7
(Referenzbereich). VergréBerung 1000 x.

In Tabelle 4.20 sind die FISH-Ergebnisse zusammengefasst und die klinischen Daten
der Patientinnen angegeben. Auffillig ist hierbei, dass fiinf der neun Patientinnen (von
der Patientin B159 wurden die Proben beider Zeitpunkte H und Q analysiert) bereits

Metastasen zum Zeitpunkt der Diagnose hatten.
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Tabelle 4.20: Ubersicht der Proben, die durch FISH analysiert wurden und Ergebnisse der Analysen der
Detektion von CTCs mit chromosomalen Zugewinnen fiir die Bereiche 3q26 und 8q24.

Klinischer Verlauf
FISH- Analyse FISH-Analyse (Monate nach
Probe 3926 8q24 Therapie) Metastasen
CTCs mit CTCs mit
H071Q Zugewinn Zugewinn Rezidiv (14) Leber, Milz
CTCs mit 2 Rezidive (3/11) /
B120Q Zugewinn verstorben(16)
CTCs mit
B146Q Zugewinn
CTCs mit CTCs mit
B151Q Zugewinn Zugewinn Lunge
CTCs mit
B159Q Zugewinn Rezidiv (8) Leber
verstorben
CTCs mit (2 Monate nach der
B164Q Zugewinn Operation)
CTCs mit
B175Q Zugewinn Rezidiv (4) Pleura
CTCs mit
L177Q Zugewinn Rezidiv (7) Milz
CTCs mit CTCs mit
V047Q Zugewinn Zugewinn Rezidiv (5)
CTCs mit
B159H Zugewinn Rezidiv (8) Leber

Diese FISH-Ergebnisse bestédtigen die Ergebnisse der immunzytochemischen Detektion
durch den Antikorpercocktail. Interessanterweise konnten auch Zellen identifiziert
werden, die nicht immunzytochemisch fiir den Antikdérpercocktail positiv waren, aber
einen DNA Zugewinn fiir den Bereich 3q26 (siehe Abbildung 4.21 C und D) oder 8q24

aufwiesen.

4.7.3 Bestitigung von immunzytochemisch schwach positiv detektierten CTCs
aus den Blutproben einer Patientin beider Zeitpunkte Q und H durch FISH-
Analysen

In den Blutproben der Patientin B159 des Zeitpunktes Q sowie des Zeitpunktes H wurde
eine hohe Anzahl an Zellen detektiert (Probe Q: ~9 CTCs/ml Blut, siehe Tabelle 4.12 und
Probe H: ~10 CTCs/ml Blut, siehe Tabelle 4.13), die die Markerproteine des Antikérper-
cocktails nur schwach exprimierten (siehe Abbildung 4.22). Allein basierend auf den
Ergebnissen der immunzytochemischen Farbungen konnte nicht mit Gewissheit
bestimmt werden, ob es sich bei den Zellen um CTCs handelt. Die Patientin hatte das
Krankheitsstadium FIGO IV und zum Zeitpunkt der Diagnose eine Lebermetastase
(siehe Tabelle 4.21). AuBerdem trat bei der Patientin 13 Monate nach Diagnosestellung

ein Rezidiv der Erkrankung auf.
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Tabelle 4.21: Klinische Daten zur Patientin B159.

Alter zum Zeit bis zum Auftreten
Zeitpunkt der FIGO- des 1. Rezidives nach
Diagnose [Jahe]  Histologie Stadium Grade pT pN M Metastasen der Diagnose [Monate]
seroser
69 Tumor 1V G3 3¢ N1 M1 Leber 13
A: Antikérpercocktail ~ B: CD45 C: DAPI (Zellkern) D: Durchlicht

2) Zeitpunkt H
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Abbildung 4.22: CTCs isoliert aus Blutproben der Patientin B159, abgenommen zum Zeitpunkt Q (1: nach
der Operation) und Zeitpunkt H (2: 6 Monate nach der Therapie) A: Antikérpercocktail-Farbung der CTCs;
B: CD45-Farbung der Leukozyten; C: DNA-Farbung durch DAPT; D: Durchlicht. VergroBerung 1000 x.

Um die Proben der Patientin B159 der Gruppe CTC positiv oder CTC negativ zuordnen

zu konnen, wurden FISH-Analysen fiir den Chromosomenbereich 3q26 sowohl an Zellen

des Zeitpunktes Q als auch H durchgefiihrt.
o . .
Abbildung 4.23: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an CTCs, isoliert aus Blutproben der

2) Zeitpunkt H
Patientin B159, abgenommen zum Zeitpunkt @ (1: nach der Operation) und Zeitpunkt H (2: 6 Monate nach
der Therapie). Rote Signale: Sonde 3q26, griine Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich).
Vergroferung 1000 x.
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Es wurden in beiden Proben Zellen identifiziert, die einen chromosomalen Zugewinn fiir
den Bereich 3q26 hatten (siehe Abbildung 4.23). Daraufhin wurden die Zellen den CTCs
zugeordnet, und die Patientin erhielt den CTC-Status positiv. Durch die FISH-Analysen
konnte also die immunzytochemische Detektion durch den Antikérpercocktail von

schwach positiv gefarbten Zellen bestatigt werden.

4.7.4 FISH-Analyse einer Probe mit immunzytochemisch als fraglich

klassifizierten Zellen

Wie im Kapitel 4.6.4 beschrieben wurde, wurden in Blutproben von 22 Patientinnen
(19,6 %) des Zeitpunktes Q und 18 Proben (22,8 %) des Zeitpunktes H fragliche Zellen
identifiziert. In der Probe B111Q wurden insbesondere grofle atypische Zellen mit einem
groBen Zellkern identifiziert, die aber weder durch den Antikérpercocktail detektiert

wurden, noch fiir CD45 positiv waren (doppelt negative Zellen) (siche Abbildung 4.24).

A: Antikorpercocktail B: CD45 C: DAPI (Zellkern) D: Dl_l_rchhcht

Abbildung 4.24: Fragliche Zelle isoliert aus der Blutprobe B111Q. A: Antikérpercocktail-Féarbung der CTCs;
B: CD45-Farbung der Leukozyten; C: DNA-Farbung durch DAPT; D: Durchlicht. VergréBerung 1000 x.

Diese Patientin hatte das Krankheitsstadium IV und einen malignen Pleuraerguss
(siehe Tabelle 4.22). Diese als fraglich klassifizierten Zellen der Probe B111Q wurden
mit der FISH-Methode fiir den chromosomalen Bereich 8q24 analysiert, um den

malignen Ursprung der Zellen zu priifen.

Tabelle 4.22: Klinische Daten zur Patientin B111.

Alter zum Zeit bis zum Auftreten

Zeitpunkt der FIGO- des 1. Rezidives nach

Diagnose [Jahre] Histologie = Stadium Grade pT pN M Metastasen der Diagnose [Monate]
75 seroser Tumor IV G3 3¢ N1 M1 Pleura kein Rezidiv
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In der Probe B111Q konnten durch die FISH-Analyse Zellen identifiziert werden, die
einen chromosomalen Zugewinn fiir 8q24 aufwiesen (siehe Abbildung 4.25). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass es sich bei den fraglich bezeichneten Zellen dieser
Probe offenbar um CTCs handelte, da normale Blutzellen keine derartigen

chromosomalen Veridnderungen aufweisen.

Abbildung 4.25: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 8q24 an fraglichen Zellen isoliert aus der
Blutprobe B111Q. Rote Signale: Sonde 8q24, griine Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich).
VergrofBerung 1000 x.

4.8 Analysen der chromosomalen Aberrationen der Bereiche 3926 und 8q24 der CTCs
der Probe B151@) im Vergleich zum Primédrtumor

Exemplarisch wurden die CTCs der Patientin B151 beziiglich der chromosomalen
Aberrationen der Bereiche 3q26 und 8q24 vergleichend zum Primé&rtumor analysiert. In
der Blutprobe B151Q wurde eine hohe Anzahl CTCs detektiert (~20 CTCs/ml Blut, siehe
Tabelle 4.12 und Abbildung 4.26). Die Patientin B151 hatte das Krankheitsstadium IV

und eine Lungenmetastase zum Zeitpunkt der Diagnose (siehe Tabelle 4.23).

Tabelle 4.23: Klinische Daten zur Patientin B151.

Alter zum Zeit bis zum Auftreten
Zeitpunkt der FIGO- des 1. Rezidives nach
Diagnose [Jahre] Histologie Stadium Grade pT pN M Metastasen der Diagnose [Monate]
endometrioider
68 Tumor I\ G3 3¢ NO M1 Lunge kein Rezidiv
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A: Antikorpercocktail B: CD45 C: DAPI (Zellkern)  D: Durchlicht
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o

Abbildung 4.26: CTCs isoliert aus der Blutprobe B151Q. A: Antikérpercocktail-Farbung der CTCs; B: CD45-
Farbung der Leukozyten; C: DNA-Farbung durch DAPI; D: Durchlicht. VergroBerung 1000 x.

Aufgrund der hohen Anzahl an detektierten CTCs war es moglich, diese mit der FISH-
Methode fiir die Chromosomenbereiche 3q26 und 8q24 zu charakterisieren. Fir beide
Chromosomenbereiche konnten Zellen identifiziert werden, die einen chromosomalen
Zugewinn hatten (siehe Abbildung 4.27). Der Hauptanteil der CTCs der Probe B151Q
war immunzytochemisch durch den Antikérpercocktail nicht intensiv gefirbt (siehe
Abbildung 4.26). Nach der FISH-Analyse konnte aus methodischen Griinden dieses
schwache Signal der Antikérperfarbung nicht mehr detektiert werden. Somit konnten
keine Aussagen beziiglich der immunzytochemischen Fiarbung der Zellen mit einem

chromosomalen Zugewinn getroffen werden.

Sonde 3q26 Sonde 8q24

Abbildung 4.27: FISH-Analyse fiir die Chromosomenbereiche 3q26 (A und B) und 8q24 (C und D) an CTCs
isoliert aus der Blutprobe B151Q. Rote Signale: Sonde 3¢26 (A und B) oder Sonde 8q24 (C und D), griine
Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich). VergroBerung 1000 x.

Vergleichend zu den CTCs wurden auch FISH-Analysen der Bereiche 3q26 und 8q24 an
Paraffingewebeschnitten des Primértumors durchgefiihrt. Pro Gewebe wurden die
FISH-Signale von 100 Zellen ausgewertet (sieche Tabelle 4.24). Das Verhiltnis zur
Referenzsonde Zentromer 7 der 3q26 Sonde betrug 2,7 und 2,1 der Sonde 8q24. Somit
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hatten die Zellen des Primartumors chromosomale Zugewinne der Bereiche 3q26 und

8q24 im Vergleich zur Referenz (siehe Tabelle 4.24 und Abbildung 4.28).

A: Chromosomenbereich 3q26 B: Chromosomenbereich 8q24

Abbildung 4.28: FISH-Analyse fiir die Chromosomenbereiche 3q26 (A) und 8q24 (B) an
Paraffingewebeschnitten des Primartumors der Patientin B151. A: Primé&rtumor mit chromosomalem
Zugewinn flr den Bereich 3q26; B: Primartumor mit chromosomalem Zugewinn fiir den Bereich 8q24. Rote
Signale: Sonde 3q26 oder 8q24, griine Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich). VergréBerung 1000 x.

Tabelle 4.24: Ubersicht der Ergebnisse der FISH-Analysen fiir die Sonden 3q26 oder 8q24 und die
Referenzsonde Zentromer 7 an Paraffingewebeschnitten des Primértumors der Patientin B151. Es wurden
die Signale der Sonde 3q26 oder 8q24 und der Referenzsonde Zentromer 7 von jeweils 100 Zellen bestimmt
und das Verhiltnis 3q26/Zentromer 7 oder 8q24/Zentromer 7 berechnet. (*: Wenn Zentromer 7 = 0 war
konnte das Verhiltnis nicht berechnet werden; Zent.: Zentromer).

Anzahl der Summe

analysierten Signale/Zelle  Signale/Zelle der Mittelwert Standard-
Sonde Zellen Minimum Maximum Signale Signale/Zelle  abweichung
3q26
3926 100 2 19 737 7,37 2,49
Zentromer 7 100 1 7 289 2,89 1,05
Verhaltnis
3q26/Zent. 7* 100 0,7 6,0 274,1 2,7 0,94
8q24
8q24 100 1 9 465 4,65 1,49
Zentromer 7 100 0 5 243 2,43 0,96
Verhiltnis
8q24/Zent. T* 97 0,5 6,0 199,1 2,1 0,96

4.9 Analysen der Antigenexpression und chromosomalen Aberrationen der CTCs der

Probe H071@) im Vergleich zum Primédrtumor, Metastasen und Asziteszellen

In der Blutprobe der Patientin HO71 konnte eine sehr hohe Anzahl von CTCs (~187
CTCs/ml Blut) detektiert werden (siehe Tabelle 4.12 und Abbildung 4.29). Die Patientin
hatte das Krankheitsstadium FIGO IV (siehe Tabelle 4.25). Da sie zum Zeitpunkt der
Diagnose Leber- und Milzmetastasen hatte, war es moglich diese, den Primartumor und

Asziteszellen mit den CTCs zu vergleichen. Daher wurden anhand der Patientenproben
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HO71 Vergleiche beziiglich der Antigenexpression und genetischen Aberrationen
zwischen den CTCs mit dem Primértumor, den Metastasen und Asziteszellen

durchgefihrt.

Tabelle 4.25: Klinische Daten zur Patientin HO71.

Alter zum Zeit bis zum Auftreten des
Zeitpunkt der FIGO- 1. Rezidives nach der
Diagnose [Jahre] Histologie Stadium Grade pT pN M Metastasen Diagnose [Monate]
seroser
69 Tumor IV G3 3¢ N1 M1 Leber, Milz 17
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Abbildung 4.29: CTCs isoliert aus der Blutprobe H071Q. A: Antikérpercocktail-Farbung der CTCs; B: CD45-
Farbung der Leukozyten; C: DNA-Farbung durch DAPI; D: Durchlicht. VergroBerung 1000 x.

4.9.1 Immunzytochemische Charakterisierung der CTCs

Aufgrund der hohen Anzahl der CTCs war eine weitere immunzytochemische
Charakterisierung der CTCs moglich. Es konnte gezeigt werden, dass die CTCs positiv
fiir Zytokeratin (Antikérper: A45-BB3-Cy3; CK 7/18) waren (siehe Abbildung 4.30 und
Abbildung 4.31). Zur weiteren immunzytochemischen Charakterisierung wurden
Fluoreszenzdoppelfarbungen gegen Zytokeratin und ein weiteres Antigen durchgefiihrt
(siehe Kapitel 3.2.1). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die CTCs negativ fiir EGFR
und HER-2 waren. Interessanterweise exprimierten die CTCs den mesenchymalen

Marker Vimentin (siehe Abbildung 4.30).
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A: Zytokeratin B: Vimentin C: DAPI (Zellkern)

D: Du_rch_l_ig_l}f -
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Abbildung 4.30: Immunzytochemische Charakterisierung der CTCs aus Blutprobe H071Q. A: Zytokeratin-
Farbung der CTCs; B: Vimentin-Farbung der CTCs; C: DNA-Farbung durch DAPI; D: Durchlicht.
VergrofBerung 1000 x.

Die Fluoreszenzdoppelfarbung gegen Zytokeratin (CK 7/18) und EpCAM zeigte, dass die
meisten CTCs negativ fiir EpCAM waren (siehe Abbildung 4.31). Bei wenigen CTCs
konnte ein sehr geringes Fluoreszenzsignal fir die EpCAM-Farbung identifiziert
werden, welches moglicherweise aus dem intensiven Zytokeratin-Signal, welches in den
EpCAM-Kanal iberstrahlen koénnte, resultiert. Daher konnte allein durch die
Fluoreszenzdoppel-farbung keine eindeutige Aussage zur EpCAM-Expression der CTCs

getroffen werden.

A: Zytokeratin B: EpCAM

C: DAPI (Zellkern)  D: Durchlicht

Abbildung 4.31: Immunzytochemische Charakterisierung der CTCs isoliert aus der Blutprobe H071Q.
A: Zytokeratin-Farbung der CTCs; B: EpCAM-Farbung der CTCs; C: DNA-Farbung durch DAPI;
D: Durchlicht. VergréBerung 1000 x.

- 108 -



4 Ergebnisse

Daher wurde zur Verifizierung der EpCAM-Expression der CTCs eine
lichtmikroskopische Farbung gegen EpCAM nach der APAAP-Methode durchgefiihrt
(siehe Kapitel 3.2.2).

: 2% e
- - - g we T A
D) S L 5 Bt v op TR
S8 STa
& oy X % )
] .‘J "~" &
™ . 1
' ¥:'s ) ® s
« — P ’ 4 - s
' - w' @3’ * ot [
v 0, . ~ - 7 *s
on’ 02,

@ ~

Abbildung 4.32: Immunzytochemische EpCAM-Farbung der CTCs isoliert aus der Blutprobe HO71Q durch
die APAAP-Methode. A, B, D und E: EpCAM-negative Zellen, die morphologisch den CTCs der Probe HO71Q
entsprechen (Pfeil); C und F: leicht EpCAM-positive CTCs (Pfeil). VergréBerung 1000 x.

Anhand dieser sehr sensitiven lichtmikroskopischen Farbung konnte bestétigt werden,
dass die meisten CTCs (etwa 90 %) negativ fiir EpCAM waren (siehe Abbildung 4.32. A,
B, D, E). Diese Zellen wurden durch ihre typische und auffillige Morphologie
identifiziert (sieche Abbildung 4.32, groBe Zelle mit groBem Zellkern). Ein kleiner Teil der
CTCs exprimierte noch leicht EpCAM (siehe Abbildung 4.32 C, F). Somit konnte gezeigt
werden, dass die CTCs der Probe HO71 heterogen beziiglich ihrer EpCAM-Expression
waren. Wahrend der groBte Anteil der CTCs EpCAM nicht exprimierte, hatten einige
wenige CTCs noch eine leichte EpCAM-Expression.

4.9.2 Vergleich der Protein-Expression von EpCAM und Zytokeratin von

Priméartumor, Milz- und Lebermetastase

Da die Patientin HO71 zum Zeitpunkt der Diagnose des Ovarialkarzinoms bereits Milz-
und Lebermetastasen hatte, war es moglich, die Protein-Expression von Zytokeratin und
EpCAM an Paraffingewebeschnitten vergleichend zum Primértumor zu analysieren.
Sowohl der Priméartumor als auch die Metastasen der Milz und der Leber waren stark

positiv fiir Zytokeratin (Antikérper: A45-BB-3, CK 7/18). AuBerdem war der
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Primértumor deutlich positiv fir EpCAM. Die Milzmetastase und die Lebermetastase
zeigten hingegen eine deutlich niedrigere EpCAM Expression im Vergleich zum

Primértumor (siehe Abbildung 4.33).

A: Primartumor B: Milzmetastase C: Lebermetastase

1) Zytokeratin

e o
TSR e
TAE e el

Abbildung 4.33: Immunhistologische Zytokeratin- und EpCAM-Firbung an Paraffingewebeschnitten des
Priméartumors (A), der Milz- (B) und Lebermetastase (C) der Patientin HO071. 1: Zytokeratin-Farbung;
2: EpCAM-Férbung. VergroBerung 400 x.

Damit entsprach bei dieser Patientin der Phénotyp der Metastasenzellen mit wenig
EpCAM-Expression dem der meisten CTCs mit ebenfalls wenig bis keiner EpCAM-

Expression.

4.9.3 Vergleichende FISH-Analysen der Bereiche 3q26 und 8q24 zwischen CTCs,

Primiartumor, Milz- und Lebermetastasen und Asziteszellen

Zusatzlich zur Phanotypisierung mit EpCAM- und Zytokeratin-Antikérpern wurden die
chromosomalen Bereiche 3q26 und 8q24 zwischen Primartumor, Milzmetastase,
Lebermetastase, Asziteszellen und CTCs mittels FISH-Analysen verglichen. Sowohl der
Primartumor als auch die Milz- und Lebermetastase wiesen einen hohen chromosomalen
Zugewinn fiir den Bereich 3q26 auf (sieche Abbildung 4.34). Die mittlere Anzahl der
FISH-Signale pro Zelle der Sonde 3q26 des Primértumors betrug 4,6, der Milzmetastase
8,4 und der Lebermetastase 6,2. Fiir den Chromosomenbereich 3q26 im Verhéaltnis zur
Referenz hatte der Primértumor einen chromosomalen Zugewinn von 2,2, die

Milzmetastase von 2,7 und die Lebermetastase von 3,4 (siehe Tabelle 4.26).
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A Primartumor B: Milzmetastase C: Lebermetastase

Abbildung 4.34: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an Paraffingewebeschnitten des
Primartumors, der Milz- und Lebermetastase der Patientin HO71. A: Primédrtumor mit chromosomalem
Zugewinn fiir den Bereich 3q26; B: Milzmetastase mit chromosomalem Zugewinn fir den Bereich 3q26;
C: Lebermetastase mit chromosomalem Zugewinn fiir den Bereich 3q26. Rote Signale: Sonde 326, griine
Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich). VergréBerung 1000 x.

Tabelle 4.26: Ubersicht der Ergebnisse der FISH-Analyse fiir die Sonde 3q26 und die Referenzsonde
Zentromer 7 an Paraffingewebeschnitten des Primdrtumors, der Milz- und Lebermetastase der Patientin
HO071. Es wurden die Signale der Sonde 3q26 und der Referenzsonde Zentromer 7 von jeweils 100 Zellen
bestimmt und das Verhiltnis 3q26/Zentromer 7 berechnet. (*: Wenn Zentromer 7 = 0 war konnte das
Verhiltnis nicht berechnet werden)(Zent.: Zentromer).

Anzahl der Summe

analysierten  Signale/Zelle Signale/Zelle der Mittelwert Standard-
Sonde Zellen Minimum Maximum Signale  Signale/Zelle  abweichung
Priméirtumor
3q26 100 1 15 457 4,57 2,03
Zentromer 7 100 1 6 230 2,30 0,88
Verhaltnis
3q26/Zent. T* 100 0,5 10,0 215,1 2,2 1,16
Milz-
metastase
3926 100 0 25 824 8,24 3,54
Zentromer 7 100 0 8 328 3,28 1,26
Verhiltnis
3q26/Zent. T* 98 0,0 8,3 260,0 2,7 1,25
Leber-
metastase
3q26 100 0 13 623 6,23 2,83
Zentromer 7 100 0 4 201 2,01 0,94
Verhiltnis
3q26/Zent. T* 94 0,0 13,0 315,3 3,4 2,28

Auch fir den Chromosomenbereich 8q24 zeigten die Zellen des Primartumors und der
Metastasen einen chromosomalen Zugewinn an (siehe Abbildung 4.35). Fiir die Sonde
8924 betrug die mittlere Anzahl der FISH-Signale pro Zelle des Primértumors 5,6, der
Milzmetastase 5,4 und der Lebermetastase 5,8. Fiir den Chromosomenbereich 8q24 im
Verhiltnis zur Referenz hatte der Primirtumor einen chromosomalen Zugewinn von 2,9,
die Milzmetastase von 2,1 und die Lebermetastase von 2,4 (siche Tabelle 4.27). Somit
hatten sowohl die Zellen des Primartumors als auch der Metastasen chromosomale
Zugewinne der Bereiche 3q26 und 8q24 im Vergleich zur Referenz (siehe Tabelle 4.26
und 4.27 sowie Abbildung 4.34 und 4.35).
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A: Primartumor B: Milzmetastase C: Lebermetastase

.

Abbildung 4.35: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 8q24 an Paraffingewebeschnitten des
Primartumors, der Milz- und Lebermetastase der Patientin HO71. A: Primédrtumor mit chromosomalem
Zugewinn fiir den Bereich 8q24; B: Milzmetastase mit chromosomalem Zugewinn fir den Bereich 8q24;
C: Lebermetastase mit chromosomalem Zugewinn fiir den Bereich 8q24. Rote Signale: Sonde 8q24, griine
Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich). VergroBerung 1000 x.

Tabelle 4.27: Ubersicht der Ergebnisse der FISH-Analyse fiir die Sonde 8q24 und die Referenzsonde
Zentromer 7 an Paraffingewebeschnitten des Primdrtumors, der Milz- und Lebermetastase der Patientin
HO071. Es wurden die Signale der Sonde 8q24 und der Referenzsonde Zentromer 7 von jeweils 100 Zellen
bestimmt und das Verhiltnis 8q24/Zentromer 7 berechnet. (*: Wenn Zentromer 7 = 0 war konnte das
Verhiltnis nicht berechnet werden; Zent.: Zentromer).

Anzahl der Summe

analysierten Signale/Zelle  Signale/Zelle der Mittelwert Standard-
Sonde Zellen Minimum Maximum Signale  Signale/Zelle  abweichung
Priméirtumor
8q24 100 1 16 558 5,68 2,25
Zentromer 7 100 0 4 206 2,06 0,83
Verhaltnis
8q24/Zent. T* 97 0,3 8,0 278,5 2,9 1,33
Milz-
metastase
8q24 100 1 14 536 5,36 2,34
Zentromer 7 100 0 5 282 2,82 1,28
Verhéltnis
8q24/Zent. T* 93 0,3 9,0 193,1 2,1 1,43
Leber-
metastase
8q24 100 0 13 582 5,82 2,05
Zentromer 7 100 0 4 248 2,48 0,86
Verhéltnis
8q24/Zent. T* 94 0,0 13 234,8 2,4 1,04

Anhand von FISH-Analysen fiir den Chromosomenbereich 3q26 an CTCs wurde gezeigt,
dass der groBere Anteil (ca. 75%) der Zytokeratin (CK 7/18) positiven CTCs der Patientin
HO71 keinen chromosomalen Zugewinn fiir den Bereich 3q26 hatte (siehe Abbildung
4.36 B). Die iibrigen Zytokeratin positiven CTCs hatten einen Zugewinn fiir den
Chromosomenbereich 3q26 (siehe Abbildung 4.36 A). Wie bereits in vorherigen Proben,
konnten auch in der Blutprobe H071Q zusatzlich Zellen identifiziert werden, die nicht
immunzytochemisch positiv waren, aber einen Zugewinn fiur den Bereich 3q26 hatten

(siehe Abbildung 4.36 C und D).
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Abbildung 4.36: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an CTCs isoliert aus der Blutprobe
H071Q. A und B: Immunzytochemisch positive (Zytokeratin-Farbung) CTC mit chromosomalem Zugewinn
fiir den Bereich 326 (A) und ohne einen Zugewinn (B). Rote Signale: Sonde 3q26, griin: immunzytologische
Farbung (Zytokeratin), C und D: immunzytochemisch negative (Zytokeratin-Farbung) CTC mit einem
Zugewinn fir den Bereich 3q26. Rote Signale: Sonde 326, griine Signale: Zentromer Sonde 7
(Referenzbereich). VergroBerung 1000 x.

Weiterhin wurden die CTCs durch FISH-Analysen fiir den Bereich 8q24 untersucht. Die
Auswertung der FISH-Signale der immunzytochemisch durch anti-Zytokeratin
Antikérper (CK 7/18) detektierten Zellen war groBtenteils (etwa 90 % der positiv
gefarbten Zellen) aufgrund der Uberlagerung des intensiven Signals nicht méglich.
Daher kann fir diese Zellen nur bedingt eine Aussage beziiglich des chomsomalen
Zugewinns fur 8q24 gemacht werden. Die FISH-Analyse der CTCs fiir den
Chromosomenbereich 8q24 zeigte, dass einige der immunzytochemisch durch anti-
Zytokeratin Antikorper detektierten CTCs keinen chromosomalen Zugewinn fiur 8q24
hatten (etwa 50 %). Zuséitzlich konnten auch einige (etwa 50 %) immunzytochemisch
gefarbte Zellen mit DNA Zugewinn fur 8q24 identifiziert werden. Durch die FISH-
Analyse fir den Chromosomenbereich 8q24 an CTCs der Probe H071Q wurden auch
Zellen mit einem chromosomalen Zugewinn flur 8q24 identifiziert, die nicht
immunzytochemisch positiv waren (sieche Abbildung 4.37). Somit konnten sowohl fiir den
Chromosomenbereich 3q26 als auch fir den Bereich 8q24 Zellen mit einem
chromosomalen Zugewinn identifiziert werden, die nicht immunzytochemisch detektiert

wurden.

Abbildung 4.37: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 8q24 an CTCs isoliert aus der Blutprobe
H071Q. Rote Signale: Sonde 8q24, griine Signale: Zentromer Sonde 7 (Referenzbereich). VergréBerung
1000 x.
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Es wurde dariiber hinaus eine FISH-Analyse fiir den Chromosmenbereich 3q26 an
Asziteszellen durchgefiihrt. Zur Identifizierung der vom Tumor stammenden Zellen
wurde vor der FISH-Analyse eine immunzytochemische Farbung gegen Zytokeratin

(CK 7/18) durchgefithrt. Die Qualitit der FISH-Analyse war aufgrund der

Eigenfluoreszenz der Asziteszellen nicht optimal, was die Auswertung erschwerte.

Abbildung 4.38: FISH-Analyse fiir den Chromosomenbereich 3q26 an aus Aszites isolierten Zytokeratin
exprimierenden Zellen der Patientin HO071. A, B, C: Zytokeratin positive Zellen ohne chromosomalen
Zugewinn fiir den Bereich 3q26; D: Zytokeratin positive Zelle mit chromosomalem Zugewinn fiir den Bereich
3q26. Rote Signale: Sonde 3¢q26. Vergréferung 1000 x.

Es konnte aber gezeigt werden, dass auch einige Zytokeratin (CK 7/18) positive
Asziteszellen keinen chromosomalen Zugewinn fiir den Bereich 3q26 hatten. Zusitzlich
konnten aber auch Zellen identifiziert werden, die einen chromosomalen Zugewinn fiir

den Bereich 3g26 hatten (siehe Abbildung 4.38 D).

4.9.4 Nachweis einer tumorspezifischen Mutation des p53-Gens aus genomischer

DNA der Blutprobe HO71Q

Etwa 50 % aller Ovarialkarzinome uberexprimieren den Tumorsuppressor p53 und
ungefahr 45 % der Ovarialkarzinome weisen Mutationen im p53-Gen auf (Kmet et al,
2003). Anhand von immunhistochemischen Farbungen fiir den Tumorsuppressor p53
(siehe Kapitel 3.3.4.4) an Paraffingewebeschnitten des Primartumors und der
Metastasen der Patientin HO71 wurde gezeigt, dass die Tumore stark positiv fiir p53

sind (siehe Abbildung 4.39).
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A: anartumor B: Mllzmetastase C Lebermetastase
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Abbildung 4.39: Immunhistologische p53-Farbung an Paraffingewebeschnitten des Primartumors (A), der
Milz (B)- und Lebermetastase (C) der Patientin HO71. VergroBerung 400 x.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das p53-Gen mutiert sein kénnte, was zu einer
Uberexpression des Proteins fithrt. Somit wurde die genomische Tumor-DNA und als
Referenz genomische Leukozyten-DNA fiir Bereiche des p53-Gens sequenziert (Exon 5/6,
Exon 7, Exon 8/9), welche hiufig Mutationen aufweisen. Es konnte eine Mutation im
p53Gen im Exon 8 identifiziert werden (sieche Abbildung 4.40). Das Ergebnis der
Sequenzierung wurde durch den Projektpartner der OVCAD-Studie der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Dan Castillo-Tong (Medizinische Universitat Wien, Osterreich) bestétigt.
Die Mutation ist ein Austausch der Base Cytosin gegen Thymin und fihrt zum

Austausch der Aminosaure Prolin zu Leucin.

A) Leukozyten-DNA B) Tumor-DNA

A1

111
GT C T GGG

T=>

v \"4
Exon 8, Codon 278 CCT > CTT, g.14502 C > T, p.Pro 278 Leu

Abbildung 4.40: Identifizierung einer Mutation im p53Gen des Exons 8 durch Sequenzierung.
A) Sequenzierung der genomischen DNA von Leukozyten (Normal-DNA); B) Sequenzierung der
genomischen DNA des Primértumors. Identifizierung einer Mutation im Exon 8 des p53-Gens. Austausch
von Cytosin gegen Thymin.

Um einen zuséatzlichen Nachweis zu liefern, dass die detektierten CTCs vom Tumor
abstammen, wurde eine Strategie entwickelt, diese spezifische Mutation aus
genomischer DNA der Blutprobe H071Q nachzuweisen. Dadurch sollte der indirekte

Nachweis erbracht werden, dass sich im Blut Zellen befanden, die vom Tumor

abstammten und somit CTCs waren. Da in der Blutprobe die Anzahl an Leukozyten
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deutlich hoher war als die Anzahl an CTCs, musste die mutierte vom Tumor stammende
CTC-DNA vor der Sequenzierung angereichert werden. Dieses wurde mit Hilfe einer
Restriktionsspaltung durch das Enzym BstNI durchgefiihrt. Dieses Restriktionsenzym
spaltet nicht-mutierte Leukozyten-DNA, wahrend mutierte Tumor-DNA nicht gespalten
wird. In Abbildung 4.41 ist eine Ubersicht zur Strategie zum Nachweis der
tumorspezifischen Mutation des p53-Gens aus der Blutprobe H071Q dargestellt.

Aus der Blutprobe HO71Q
isolierte genomische DNA

pd3 Exon 8/9 PCR

BstNI Keine BstNI
Restriktionsschnittstelle Restriktionsschnittstelle
Leukozyten-DNA v Tumor-DNA (CTC)
Mutation
BsNI - .lf?tNI .
Restriktionsschnittstelle estriktionsverdat

Leukozyten-DNA e Tumor-DNA (CTC)
. P Mutation

Keine PCR Amplifikation von

nicht-mutierter Leukozyten DNA p53 Exon 8/9 PCR
Sequenzierung
Tumor-DNA (CTC)
ST T T T T T T T T T s Detektion der Mutation
Mutation

=y Nachweis von CTCs

Abbildung 4.41: Ubersicht der Strategie zum Nachweis einer tumorspezifischen Mutation im p53-Gen aus
genomischer DNA der Blutprobe H071Q. Aus der Blutprobe HO71Q wurde genomische DNA isoliert und das
Exon 8/9 des p53-Gens durch PCR amplifiziert. Mittels Restriktionsspaltung durch das Enzym Bs¢NI wurde
nicht-mutierte Leukozyten-DNA gespalten, wiahrend die mutierte DNA-Sequenz der CTCs nicht gespalten
wurde. Die gespaltene nicht-mutierte Leukozyten-DNA konnte in einer folgenden PCR des Exon 8/9 des p53-
Gens nicht mehr amplifiziert werden. Somit wurde die mutierte p53-DNA der CTCs amplifiziert und die
Mutation konnte anschlieBend durch Sequenzierung detektiert werden. Dadurch konnten indirekt CTCs
nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.42: Detektion der tumorspezifischen Mutation im p53-Gen des Exons 8 aus genomischer DNA
der Blutprobe H071Q durch Sequenzierung. Durch die Identifizierung der tumorspezifischen Mutation
(Austausch eines Cytosin gegen Thymin) konnten indirekt CTCs der Blutprobe H071Q nachgewiesen
werden.

Es wurde aus der Blutprobe H071Q genomische DNA isoliert (sieche Kapitel 3.5.1) und
anschliefend durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) das Exon 8/9 des p43-Gens
amplifiziert (sieche Kapitel 3.5.3). Das Produkt dieser PCR sollte ein Gemisch des
Amplifikats vom p53-Gen des Exons 8/9 aus nicht-mutierter Leukozyten DNA und
mutierter DNA der CTCs sein. Mittels Restriktionsspaltung durch das Enzym BstNI
(sieche Kapitel 3.5.5) wurde nun das nicht-mutierte von Leukozyten stammende
Amplifikat gespalten, das mutierte Amplifikat, das von den CTCs abstammt, hingegen
nicht. Durch eine folgende Amplifikation des p53Gens Exon 8/9 wurde das nicht-
mutierte Amplifikat der Leukozyten nicht mehr amplifiziert. Somit erzielte man eine
Anreicherung der mutierten Amplifikate der CTCs, die die tumorspezifische Mutation
enthalten sollten. Die Detektion der Mutation wurde anschlieBend durch Sequenzierung
bestimmt (siehe Kapitel 3.5.6 und siehe Abbildung 4.42). Durch die Detektion der
tumorspezifischen Mutation aus genomischer DNA der Blutprobe der Patientin HO71
konnte somit ein zuséatzlicher Nachweis erbracht werden, dass sich im Blut Zellen

befanden, die vom Tumor abstammten.
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Eierstockkrebs ist die funft hdufigste Krebstodesursache und die haufigste Todesursache
bei gynédkologischen Malignomen. Aufgrund der Tatsache, dass die meisten
Ovarialkarzinome erst in spaten Krankheitsstadien diagnostiziert werden und mehr als
die Halfte der Erkrankten ein Rezidiv bekommen, liegt die Fiinfjahres-Uberlebensrate
bei lediglich 35 % (Martin und Schilder, 2009). Daher existiert ein groBer klinischer
Bedarf an neuen therapeutischen Strategien. Die Detektion und Charakterisierung von
zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) konnte zur Identifikation
von therapeutisch relevanten Zielen fithren und eine individualisierte Therapie
ermoglichen. Traditionell hat man bislang angenommen, dass sich Ovarialkarzinome
hauptséchlich durch direkte Ausbreitung in der Bauchhohle ausbreiten (Naora und
Montell, 2005). Dennoch konnten einige Studien das Vorhandensein von CTCs im Blut
von Ovarialkarzinompatientinnen nachweisen (siehe Tabelle 5.1) (Marth et al, 2002;
Judson et al, 2003; Wimberger et al., 2007; He et al, 2008; Ntouroupi et al, 2008; Fan
et al., 2009; Wimberger et al, 2009; Aktas et al, 2011; Poveda et al, 2011). Die klinische
Relevanz der CTCs ist bis zum heutigen Zeitpunkt bei Ovarialkarzinompatientinnen
noch nicht vollstédndig geklart. Die wichtigsten Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom
sind das FIGO-Stadium der Erkrankung und der postoperative Tumorrest (du Bois et
al, 2009). Es existiert bislang dennoch keine Moglichkeit, Patientinnen, die eine
besonders aggressive Tumorerkrankung haben und nicht von der Therapie profitieren,
zum Zeitpunkt der Diagnose zu identifizieren. Aufgrund dieser Problematik gibt es
einen Bedarf an prognostischen Parametern, die Aussagen tiber die Aggressivitit, das
Therapieansprechen und das Metastasierungspotential des Ovarialkarzinoms erlauben.
Die Detektion und Charakterisierung der CTCs kénnte hierbei einen wichtigen Beitrag
zum besseren Verstdndnis leisten. Weiterhin kénnte der CTC Nachweis das Potential
besitzen, als Indikator fir minimale residuale Krebserkrankung ein Wiederauftreten der
Erkrankung (Rezidiv) frithzeitig zu diagnostizieren, wodurch die Méglichkeit entsteht,
zeitig eingreifen zu konnen, wenn die Standardtherapie versagt. Aullerdem konnten
durch die Charakterisierung der CTCs prognostische und therapeutisch relevante
Eigenschaften identifiziert und das Wissen {Uber die Biologie der Tumorzell-

dissemminierung beim Ovarialkarzinom erhéht werden.
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5.1 Bedeutung der himatogenen Disseminierung beim Ovarialkarzinom

Die meisten Ovarialkarzinompatientinnen versterben aufgrund des lokoregionédren
Tumorwachstums im  Peritoneum, wihrend hamatogene Metastasen beim
Ovarialkarzinom klinisch selten auftreten. Dennoch wurden in Obduktionsstudien
héamatogene Metastasen in einer hohen Frequenz in Organen wie Leber, Lunge und
Knochen nachgewiesen (Dauplat et al, 1987, Abdul-Karim et al, 1990; Braun et al,
2001). In der Arbeit von Giith et a/ wurden 233 Ovarialkarzinompatientinnen post
mortem obduziert und bei 66,3 % der Patientinnen wurden distante Metastasen
auBerhalb der Bauchhohle gefunden (Guth et al, 2007). Diese Ergebnisse lassen darauf
schliefen, dass eine hidmatogene Disseminierung beim Ovarialkarzinom hé&ufiger
vorkommt, als aus den klinischen Verldufen der Erkrankung geschlossen werden kann.
Gegensitzliche Ergebnisse hierzu ergab eine Studie von Tarin et al, in der 15 an
Ovarialkarzinom verstorbene Patientinnen auf das Vorhandensein von Fernmetastasen
obduziert wurden. Diesen inoperablen Patientinnen wurden zur Erleichterung der
Aszitesbeschwerden ein peritoneovendser Shunt gelegt (Tarin et al, 1984). Dabei
handelt es sich um eine Kkunstliche Verbindung zwischen der Bauchhohle
(Peritonealhéhle) und dem zentralen Venensystem. Somit gelangten maligne Zellen der
Aszitesfliissigkeit  direkt ins Blutsystem. Die Obduktionen ergaben, dass
uberraschenderweise nur sieben dieser Patientinnen Fernmetastasen aufwiesen, welche
klinisch sogar asymptomatisch waren (Tarin et al, 1984). Diese Daten legen nahe, dass
Tumorzellen in der Blutzirkulation nicht notwendigerweise zur Bildung von
Fernmetastasen fiihren und falls diese vorhanden sind, nicht zwingend von klinischer
Relevanz sein miussen. Daher kann vermutet werden, dass die Ovarialkarzinom-
patientinnen aufgrund des massiven und aggressiven Tumorgeschehens im Peritoneum
versterben, bevor Fernmetastasen klinisch auftreten konnen. Allerdings ist es denkbar,
dass zukunftig durch eine verbesserte Chemotherapie, welche die intraperitoneale
Progression inhibiert, die Problematik der Fernmatastasierung beim Ovarialkarzinom
zunimmt. Weiterhin konnten die Ergebnisse der Studie den Schluss zulassen, dass
maligne Zellen des Ovarialkarzinoms in der Zirkulation nicht die Fahigkeit besitzen,
Fernmetastasen zu bilden. Somit wéren diese Zellen ein Indikator fir das Tumor-
geschehen, aber keine Vorldufer von Metastasen. Neueste Studien beschreiben bei
Krebserkrankungen einen Prozess, der ,tumor self-seeding” genannt wird (Leung und
Brugge, 2009; Aguirre-Ghiso, 2010). Die Studien zeigten, dass CTCs wieder in den

Primértumor zuriick infiltrieren und somit die Tumorprogression férdern kénnen (Kim
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et al, 2009). Es wire denkbar, dass der Prozess des ,tumor self-seeding” auch beim

Ovarialkarzinom eine bedeutende Rolle spielt.

5.2 Diskussion der Methoden zum Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen

Aufgrund der geringen Anzahl von CTCs in einem hohen Hintergrund von Blutzellen
(etwa 1 CTC auf 107 Leukozyten) sind die Isolierung und der Nachweis von CTCs eine
methodische Herausforderung (Paterlini-Brechot und Benali, 2007). Eine ideale Methode
erfordert zum einen eine hohe Sensitivitdt und sollte daher in der Lage sein, jede
einzelne CTC zu erfassen. Weiterhin muss die Methode spezifisch sein und keine
falschen positiven Ergebnisse bei gesunden Blutspendern ergeben. Der Detektions-
marker muss also ausschliellich von den CTCs exprimiert werden und nicht von
Leukozyten oder anderen zirkulierenden nicht vom Tumor stammenden Zellen (Gerges
et al, 2010). AuBerdem liefert eine brauchbare Methode reproduzierbare Ergebnisse und
ist 6konomisch (Attard und de Bono, 2011). Die Wahl von geeigneten Markern ist fiir die
Nachweismethode der CTCs von entscheidender Bedeutung. Bislang existiert kein
allgemeiner tumorzellspezifischer Marker zum Screening von CTCs. Aufgrund ihrer
Heterogenitiat und Plastizitét ist ein Nachweis von Subpopulationen der CTCs, die ihre

epithelialen Eigenschaften verloren haben, problematisch (Riethdorf und Pantel, 2010).

5.2.1 Urspriingliches, zweistufiges Protokoll mit EpCAM und Zytokeratin als

Detektionsmarker

Nach dem urspriinglichen, zweistufigen Protokoll zur Detektion von CTCs wurde das
epitheliale Zelladhisionsmolekiil (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) als
Anreicherungsmarker und Zytokeratin (CK 5/7/8/18) als Detektionsmarker verwendet
(siehe Kapitel 4.1). EpCAM ist ein héufig verwendeter, gut etablierter
Anreicherungsmarker. Es handelt sich hierbei um ein glykosyliertes Membranprotein,
welches von den meisten Tumore epithelialen Ursprungs einschliefflich des
Ovarialkarzinoms iiberexprimiert wird (Balzar et al, 1999; Heinzelmann-Schwarz et al,
2004; Spizzo et al, 2006), wihrend die Expression bei Leukozyten fehlt (Maheswaran
und Haber, 2010). Zur Detektion von CTCs werden hiufig Antikérper, die sich gegen

Zytokeratin richten, verwendet. Zytokeratine werden von allen Epithelzellen gebildet
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und machen als Intermediirfilamente den grof3ten Teil des Zytoskeletts aus. Es werden
zwel Arten von Zytokeratinen unterschieden, der saure Typ I und der basische Typ II,
die Heterodimere miteinander bilden (Moll und Franke, 1982). Zytokeratine werden
nicht von hamatopoetischen Zellen gebildet und eignen sich daher zum Nachweis von
epithelialen Zellen im Blutsystem. Zuséatzlich wurden Leukozyten durch Antikérper, die
den Leukozytenmarker CD45 (cluster of differentiation 45) binden, identifiziert. Die in
dieser Arbeit verwendete Dichtegradientenzentrifugation wurde von Griwatz et al
entwickelt. Der Gradient trennt die zelluldren Bestandteile des Blutes auf, wobei sich
die moglicherweise vorhandenen CTCs in der separaten Monozytenphase befinden. Der
Gradient erreicht eine 20-fache Anreicherung der CTCs, und die Wiederfindungsrate
betriagt zwischen 70-90 % (Griwatz et al, 1995). Nach Etablierung der Durchfiihrung der
Dichtegradientenzentrifugation wurde eine Wiederfindungsrate von etwa 80 % der
.gespikten Tumorzellen erreicht (siche Kapitel 4.1.1), welches in etwa der
Wiederfindungsrate von Griwatz et al entsprach. Somit zeigte sich, dass diese
Dichtegradientenzentrifugation eine geeignete Methode zur Anreicherung von CTCs aus
Blutproben darstellt. Zur weiteren Anreicherung wurde eine immunmagnetische
Zellseparation mit Hilfe des CellSearch™ Profile Kits unter Verwendung des
CellTracks® AutoPrep Systems durchgefiihrt. Das Veridex System ist FDA (Food and
Drug Administration) verifiziert und garantiert durch die weitestgehend automatisierte
Aufarbeitung eine standardisierte und optimierte Isolierung von CTCs. In zahlreichen
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die CTC Detektion mit Hilfe dieses
Systems klinisch hilfreiche Informationen beziiglich der Prognose von Patienten mit
metastasiertem Brust-, Dickdarm- und Prostakrebs liefert (Cristofanilli, 2006; Riethdorf
et al, 2007; Pierga et al, 2008). Somit eignet sich dieses System hervorragend zum
Nachweis von EpCAM und Zytokeratin exprimierenden Zellen. In dieser Arbeit wurde
abweichend das Profile Kit verwendet, welches im Gegensatz zum Epithelial Cell Kit
nicht die immunzytochemische Farbung innerhalb des Systems durchfiihrt. Der Vorteil
einer separaten Durchfithrung der Farbung liegt darin, dass die Zellen fir
weiterfihrende Analysen zuginglich sind und die Moglichkeit existiert, die
Detektionsfarbung zu variieren. Nachteilig ist, dass durch die separate Farbung ein
weiterer Zellverlust nicht ausgeschlossen werden kann. Nach der Durchfithrung der
gesamten Anreicherungsmethode, bestehend aus Dichtegradientenzentrifugation,
immunmagnetischer Zellseparation und immunzytochemischer Detektion, konnten etwa
60 % der Karzinomzellen detektiert werden. Durch die Kombination zweier

Anreicherungs-methoden ist der Verlust an CTCs zwar groBer als in einem einstufigen
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Verfahren, die zweistufige Methode erlaubt es aber, ein grofles Blutvolumen zu
analysieren. Somit zeigte sich, dass diese Methode geeignet ist, seltene EpCAM und

Zytokeratin exprimierende Tumorzellen im Blut zu detektieren.

5.2.2 Modifiziertes einstufiges Protokoll zur Detektion von CTCs durch

Verwendung eines Antikorpercocktails

Das modifizierte, einstufige Protokoll verzichtete auf eine EpCAM basierte Anreicherung
(siehe Kapitel 4.6). Somit konnten durch dieses Protokoll auch Zellen nachgewiesen
werden, die EpCAM nicht aufwiesen. So wurden ebenso Zellen detektiert, die
mindestens eines der Epitope des verwendeten Antikérpercocktails exprimierten. Zur
Identifizierung der CTCs wurde zusitzlich zu den gegen Zytokeratin (CK 5/7/8/18)
gerichteten Antikorpern, Antikorper, die EpCAM, den epidermalen Wachstumsfaktor-
rezeptor 2 (human epidermal growth factor receptor 2, HER-2), das epitheliale
Membranantigen (EMA) und den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal
growth factor receptor, EGFR) binden, verwendet.

HER-2 und EGFR sind Rezeptortyrosinkinasen, die fiir die Entstehung von
Krebserkrankungen von groBer Bedeutung sind. Da diese hé&ufig in Tumoren
uberexprimiert werden, eignen sie sich zur Detektion von CTCs. Bei Brustkrebs ist eine
Uberexpression von HER-2 mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und schlechter
Prognose assoziiert (Slamon et al, 1987), der bei Ovarialkrebs noch nicht eindeutig
belegt werden konnte (Lafky et al, 2008). Die publizierten Daten variieren stark
beziiglich des Prozentsatzes der HER-2 Expression beim Ovarialkarzinom (0 bis 100 %)
(Felip et al., 1995; Lafky et al, 2008). Somit ist es schwer, diesbeziiglich eine Aussage zu
treffen. Der Mittelwert der Studien deutet allerdings an, dass 40 % aller
Ovarialkarzinome HER-2 exprimieren. Auch die Daten verschiedener Arbeiten, die den
Prozentsatz von EGFR exprimierenden Ovarialkarzinomen analysierten, variieren stark
zwischen 4 und 100 % (Mittelwert aller Studien 48 %) (Lafky et al, 2008). Das
epitheliale Membranantigen (EMA) reprisentiert eine Familie hochmolekularer, stark
glykosylierter Glykoproteine, die urspriinglich aus Milchfettkiigelchenmembranen
isoliert wurden. Es ist ein sehr sensitiver Marker fir die meisten Karzinomarten,
inklusive dem Ovarialkarzinom. Da etwa 90 % aller malignen Ovarialtumore positiv fiir
EMA sind (Fujimoto et al, 1990; Feng et al., 2002), eignet sich auch dieser Marker zum
Nachweis von CTCs.
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Durch die Verwendung mehrerer Antikérper erhéhte sich die Wahrscheinlichkeit, CTCs
nachzuweisen, falls diese einige Marker nicht exprimierten. Allerdings stieg dadurch
auch die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Farbeergebnisse und damit falsch positiver
Nachweise. Einige Arbeiten zeigten, dass beispielsweise EMA und Zytokeratin
exprimierende Zellen auch vereinzelt bei gesunden Spendern nachweisbar sind
(Lambrechts et al, 1998; Leong et al., 2003). Beides sind aber gut etablierte Marker und
viele klinische Studien zeigten, dass sowohl der Nachweis Zytokeratin als auch EMA
positiver Zellen im Blut oder Knochenmark prognostische Relevanz besitzt (Berger et al,
1988; Mansi et al, 1991; Riethdorf et al, 2007). Um einen spezifischen CTC Nachweis
erbringen zu konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Spezifitdit der
Antikorpercocktail-Farbung durch Analysen von Blutproben gesunder Spender
uberprift. Es zeigte sich, dass das Antikorpercocktail-Farbeprotokoll an intakten Zellen
eine sehr spezifische und sensitive Methode darstellt, um CTCs zu detektieren (siehe
Kapitel 4.6.1). Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Expression der Markerproteine sowie
verschiedene Studien deuten darauf hin, dass CTCs die Protein-Expression
verschiedener epithelialer Marker verlieren kénnen (Hou et al, 2011; Lecharpentier et
al, 2011). Daher scheint der Nachweis der CTCs durch Antikérper, die verschiedene

Epitope unterschiedlicher Proteine binden, sinnvoll und notwendig zu sein.

5.3 Diskussion der Detektionsrate von CTCs im peripheren Blut beim Ovarialkarzinom

Nach dem urspriinglichen, zweistufigen Detektionsprotokoll wurden in 16,3 % (8 von 49)
der Blutproben von Patientinnen mit rezidivierter Erkrankung des Ovarialkarzinoms
CTCs nachgewiesen (siehe Kapitel 4.2). Bei den Patientinnen der EU Studie OVCAD
(Ovarian Cancer Diagnosis) mit primarem Ovarialkarzinom wurden in 3,6 % (5 von 139)
der Blutproben, die zum Zeitpunkt der Operation abgenommen wurden (Zeitpunkt Q),
CTCs nachgewiesen. In den Blutproben sechs Monate nach Therapie (Zeitpunkt H)
konnten dagegen in keiner von 53 Blutproben CTCs detektiert werden (siehe Kapitel
4.3.1). Da bis zum heutigen Zeitpunkt wenige Publikationen zur Detektion von CTCs im
Blut von Ovarialkarzinompatientinnen existieren (Marth et al, 2002; Judson et al,
2003; Wimberger et al, 2007; He et al, 2008; Ntouroupi et al, 2008; Fan et al, 2009;
Wimberger et al, 2009; Aktas et al, 2011; Poveda et al, 2011), konnte die erwartete
Detektionsrate nur abgeschitzt werden. Einen Uberblick der wichtigsten Studien zur

Detektion von CTCs beim Ovarialkarzinom ist in Tabelle 5.1 dargestellt. Zu
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bertlicksichtigen ist, dass die Ergebnisse der Literatur nicht génzlich vergleichbar sind,
da Blutproben von anderen Patientenkollektiven und durch Verwendung verschiedener
Methoden analysiert wurden. Poveda et al analysierten von 216 Patientinnen mit
rezidivierten Ovarialkarzinom Blutproben (10 ml) unter Verwendung des CellSearch™
Systems. Als CTCs wurden in dieser Studie EpCAM und Zytokeratin positive sowie
CD45 negative Zellen definiert, was den Kriterien fiir CTCs dieser Arbeit nach der
Aufarbeitung des urspriinglichen, zweistufigen Protokolls entspricht. Poveda et al
konnten in 14,4 % der Proben zwei oder mehr CTCs nachweisen. Bei rezidivierten
Ovarialkarzinom Patientinnen wurden in dieser Arbeit in 16,3 % der Proben CTCs
detektiert. Unter Beriicksichtigung, dass in dieser Arbeit im Vergleich das
durchschnittlich analysierte Blutvolumen von 15-30 ml héher und die Aufarbeitung der
Blutproben nicht identisch war, stimmte der Wert der Detektionsrate annihernd
tiberein und bestétigte die Ergebnisse dieser Arbeit.

Aktas et al. wiesen die CTCs durch den Adna-Test nach, mittels Nachweis von EpCAM,
MUC-1 Mucin 1, entspricht EMA) und HER-2 Transkripten. In einer weiteren RT-PCR
(Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion) wurde das Transkript von CA 125
(Cancer-Antigen 125) bestimmt. In der Studie von Aktas et al wurden sowohl
Blutproben, die vor der Operation (86 Proben) als auch nach der Therapie (70 Proben)
entnommen wurden, analysiert. Bei1 19 % der Blutproben zum Zeitpunkt der Operation
konnten CTCs detektiert werden. Davon exprimierten jeweils 31 % EpCAM, 50 %
MUC-1, 31 % HER-2 und 50 % CA 125. Nach der Therapie konnten in 27 % der Proben
CTCs nachgewiesen werden, wobei 68 % EpCAM, 47 % MUC-1, 21 % HER-2 und 37 %
CA 125 exprimierten (Aktas et al, 2011). Diese Daten zeigen, dass die CTCs beziiglich
der Expression dieser Marker heterogen sind. Zum Zeitpunkt der Operation
exprimierten von den 19 % CTC positiver Proben nur 31 % EpCAM. Ware nur EpCAM
als Detektionsmarker zum Nachweis von CTCs verwendet worden, hitte die
Detektionsrate somit nur 6 % betragen. Dieses Resultat passt zu dem Ergebnis, dass
durch Verwendung des urspriinglichen Protokolls in dieser Arbeit in nur 3,6 % der
Proben CTCs detektiert werden konnten, da nach diesem Protokoll nur Zellen detektiert
wurden, die sowohl EpCAM als auch Zytokeratin (CK 5/7/8/18) exprimierten. Diese
Ergebnisse stiitzen die Notwendigkeit der Verwendung von weiteren Markern zum CTC
Nachweis beim Ovarialkarzinom.

Nach dem modifizierten, einstufigen Protokoll erhohte sich die Detektionsrate der
Proben des Zeitpunktes Q auf 26,3 % (30 von 112 Proben) und der Proben des
Zeitpunktes H auf 7,6 % (6 von 79 Proben) (siehe Kapitel 4.6.2). Wie in Tabelle 5.1
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hinsichtlich der
Detektionsraten zwischen 7 bis 100 % (Marth et al, 2002; Judson et al, 2003;

dargestellt, variieren die Literaturangaben CTC positiver
Wimberger et al, 2007, He et al, 2008; Ntouroupi et al, 2008; Fan et al, 2009;
Wimberger et al, 2009; Aktas et al, 2011; Poveda et al, 2011). Die groBe Variation der
Ergebnisse lasst sich anhand unterschiedlicher Methoden und verschiedener
Patientenkollektiven erkliaren. Die in dieser Arbeit nach dem modifizierten, einstufigen
Protokoll erreichten Detektionsraten von 26,3 % (Zeitpunkt Q) und 7,6 % (Zeitpunkt H)
liegen im Bereich der erwarteten Werte, verglichen mit Arbeiten von Judson et al. und
Wimberger et al, die ahnliche Nachweismethoden anwandten (Judson et al, 2003;
Wimberger et al, 2007). Wimberger et al. detektierten CTCs in 21 % von 57 vor
Chemotherapie entnommenen Blutproben sowie in 7 % von 45 nach Chemotherapie
entnommenen Blutproben. Die CTCs wurden durch LymphoPrep™ angereichert und
mittels anti-Zytokeratin Antikoérper (A45-BB-3, CK 7/18) detektiert (Wimberger et al,
2007). Judson et al analysierten Blut von 91 Ovarialkarzinompatientinnen durch die
Verwendung eines immunzytochemischen Anreicherungs-Assays. Sie detektierten durch

anti-Zytokeratin und anti-EGFR Antikérper in 19 % der Proben CTCs (Judson et al,

2003).

Tabelle 5.1: Uberblick der wichtigsten Arbeiten zum Nachweis von CTCs beim Ovarailkarzinom.
(CK: Zytokeratin, ICC: Immunzytochemie, RT-PCR: Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion)

analysiertes Blutvolumem

Literatur Methode Marker [mI] Detektionsrate
(Marth et 40 (nach der Operation
al., 2002) 1CC EpCAM entnommen) 11/90 (12 %)
(Judson et CK 8/18 oder 30 (vor der Operation
al., 2003) ICC EGFR entnommen) 12/64 (19 %)
(Wimberger 20-25 (vor der Operation
et al., 2007) ICC Pan-CK entnommen) 12/57 (21 %)
20-25 (3 Monate nach
Chemotherapie
ICC Pan-CK entnommen) 3/45 (7 %)
(Ntouroupi EpCAM oder CK  4-14 (nach Biopsie und vor
et al., 2008) ICC 7/8 Operation entnommen) 4/4 (100 %)
(He et al, Ligant/Rezeptor
2008) Bindung Folatrezeptor 8 18 /20 (90 %)
(Fan et al, EpCAM, ESA, 5-20 (vor der Operation
2009) Invasionsassy Pan-CK entnommen) 43/71 (61 %)
(Wimberger 20-25 (vor der Operation
et al, 2009) I1CC Pan-CK entnommen) 8/14 (57 %)
20-25 (2 Monate nach der
ICC Pan-CK Therapie) 5 /12 (42 %)
(Poveda et EpCAM und Pan-
al, 2011) ICC CK 10 (rezidivierte Patienten) 31/216 (14%)
(Aktas et EpCAM, EMA, 10 (vor der Operation
al, 2011) RT-PCR HER-2, CA 125 entnommen) 16/86 (19 %)
EpCAM, EMA, 10 (4-6 Monate nach der
RT-PCR HER-2, CA 125 Therapie) 19/70 (27 %)
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5.4 Prognostische Bedeutung von CTCs im peripheren Blut beim Ovarialkarzinom

In dieser Arbeit wurden nach dem urspringlichen, zweistufigen Detektionsprotokoll in
3,6 % der Blutproben, die zum Zeitpunkt der Operation entnommen wurden
(Zeitpunkt Q), CTCs nachgewiesen, wihrend in den Blutproben sechs Monate nach
Therapie (Zeitpunkt H) in keiner Blutprobe CTCs detektiert wurden. Fiir den
Zeitpunkt Q konnten keine signifikanten Unterschiede von klinischen Parametern
zwischen dem CTC-Status positiv und negativ bewerteter Patientengruppen festgestellt
werden (sieche Tabelle 4.6 und 4.7). Ebenso das krankheitsfreie Uberleben und
Gesamtiiberleben unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen (siehe
Abbildung 4.5). Aufgrund der geringen Detektionsraten sind statistische Aussagen
diesbeziiglich schwer zutreffen. Alle Patientinnen, bei denen CTCs nachgewiesen
wurden, hatten einen serésen Tumor und das Tumorstadium pT3c. Das bedeutet, dass
bei allen Patientinnen, in deren Blutproben CTCs detektiert wurden, der Tumor weit
fortgeschritten war und Peritonealmetastasen jenseits des Beckens vorhanden waren.
Nach dem modifizierten, einstufigen Protokoll erhohten sich die Detektionsraten der
Proben des Zeitpunktes Q auf 26,3 % und der Proben des Zeitpunktes H auf 7,6 %. Die
hoheren Detektionsraten des modifizierten Protokolls erlauben eher eine statistische
Aussage. Die beiden Patientengruppen CTC-Status positiv und negativ wurden
beziiglich klinischer Daten und Therapieansprechen verglichen (siehe Tabelle 4.14
und 4.15). Es konnte gezeigt werden, dass die Patientinnen, bei denen zum Zeitpunkt
der Operation CTCs nachgewiesen wurden, signifikant (p-Wert: 0,006) hiufiger
Fernmetastasen bei Diagnosestellung hatten, als die CTC negativ bewertete
Patientengruppe. Dieses Ergebnis zeigte, dass das Vorhandensein von CTCs mit dem
Vorhandensein von Fernmetastasen korrelierte und stiitzt somit die klinische Relevanz
der CTCs fir die Fernmetastasierung des Ovarialkarzinoms.

Da zum Zeitpunkt H in nur sechs Proben CTCs detektiert wurden, muss die niedrige
Detektionsrate beztiglich der statistischen Aussagekraft bertcksichichtigt werden. Alle
sechs Patientinnen in deren Blut sechs Monate nach Therapie CTCs nachgewiesen
wurden, bekamen ein Rezidiv oder verstarben an der Erkrankung, wihrend aus der
CTC negativ bewerteten Patientengruppe 37 % kein Rezidiv bekamen und nicht
verstarben. Es zeigte sich hier eine Tendenz zwischen den beiden Gruppen, der
Unterschied war allerdings nicht signifikant (p-Wert: 0,089). Somit zeigte die Detektion
von CTCs nach der Therapie an, dass die Erkrankung wieder aufgetreten war.

Allerdings bekamen auch 63 % der Patientinnen der CTC negativ bewerteten
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Patientengruppe ein Rezidiv oder verstarben an der Erkrankung. Somit hatte der
negative CTC-Status keine bedeutende Aussagekraft tiber den Krankheitsverlauf,
wahrend ein positiver CTC-Status in dieser Studie zu 100 % ein Wiederauftreten der
Erkrankung anzeigte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass bei einem groBen Anteil
der negativ bewerteten Patientengruppe eventuell CTCs vorhanden waren, die
allerdings durch diese Methode nicht nachgewiesen werden konnten. Der fehlende
Nachweis konnte an einer geringen CTC-Frequenz liegen oder mit einer eventuell
fehlenden Expression der Markerproteine der CTCs erklart werden, wodurch diese nicht
detektierbar sind. Weiterhin ist es auch vorstellbar, dass bei dieser Patientengruppe
keine hdmatogene Disseminierung stattfand und somit auch keine CTCs nachweisbar
waren. Der Ursprung fir das Wiederauftreten der Erkrankung kann hier postoperativer
Tumorrest sein. Fir die Proben des Zeitpunktes H korrelierte der CTC-Status
signifikant mit dem Therapieansprechen der Patientinnen (p-Wert: 0,022). Aus der CTC
positiven Gruppe sprachen 67 % der Patientinnen nicht auf die Therapie an (Non-
Responder), wihrend nur 19 % der als CTC negativ bewerteten Gruppe nicht auf die
Therapie ansprachen. Durch Kaplan-Meier-Analysen wurde gezeigt, dass der CTC-
Status zum Zeitpunkt der Operation (Zeitpunkt Q) keine signifikante, prognostische
Aussagekraft beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens
hatte. Zum Zeitpunkt sechs Monate nach Therapie (Zeitpunkt H) unterschied sich das
krankheitsfreie Uberleben zwischen den beiden Patientengruppen signifikant
(p-Wert: 0,0001) (siche Abbildung 4.18). Das krankheitsfreie Uberleben betrug bei den
Patientinnen, bei denen CTCs sechs Monate nach der Therapie detektiert wurden im
Durchschnitt 11,9 Monate, bel den Patientinnen, bei denen keine CTCs detektiert
wurden dagegen 21,6 Monate. Somit hatte der CTC-Status sechs Monate nach Therapie
eine signifikante prognostische Aussagekraft beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens.
Das Gesamtiiberleben unterschied sich in dieser Arbeit dagegen nicht signifikant, was
aufgrund des relativ kurzen Beobachtungszeitraums (Follow-up Zeit) von im
Durchschnitt 19 Monaten erklart werden konnte.

Bislang haben wenige Studien die prognostische Relevanz von CTCs beim
Ovarialkarzinom untersucht. Die Studien von Marth et al, Judson et al. und Wimberger
et al. konnten keine signifikanten Unterschiede in den Uberlebensanalysen zeigen.
(Marth et al, 2002; Judson et al, 2003; Wimberger et al, 2007). Fan et al dagegen
zeigten, dass der positive CTC-Status der Patientinnen signifikant mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Uberleben assoziiert war (Fan et al, 2009). In der Studie von Aktas et

al. korrelierte der positive CTC-Status der Patientinnen sowohl vor der Operation als
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auch nach Chemotherapie signifikant mit einem kiirzeren Gesamtiberleben. Allerdings
konnte keine Korrelation mit einem krankheitsfreien Uberleben gezeigt werden (Aktas
et al., 2011). Die Studie von Poveda et al. konnte zeigen, dass der positive CTC-Status
bei rezidivierten Ovarialkarzinompatientinnen signifikant mit einem kirzeren
progressionsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben korrelierte (Poveda et al, 2011). Die
Unterschiede der verschiedenen Studien zeigen deutlich, dass die prognostische
Relevanz von CTCs beim Ovarialkarzinom noch nicht vollstdndig geklart ist. Es scheint
hierbei bedeutsam zu sein, durch welche Methodik CTCs detektiert wurden. Somit
existiert ein Bedarf, eine Methode zu entwickeln, welche in der Lage ist, klinisch
relevante CTCs zu identifizieren. Einige Studien deuten allerdings an, dass obwohl
klinisch hdmatogene Metastasen beim Ovarialkarzinom selten sind, das Vorhandensein
von CTCs ein Indikator fiir besonders aggressive Karzinome zu sein scheint (Fan et al,

2009; Aktas et al, 2011; Poveda et al, 2011).

8.5 Bedeutung der Detektion von nicht klar einzuordnenden fraglichen Zellen

Nach dem modifizierten, einstufigen Protokoll wurden in 19,6 % der 112 Proben des
Zeitpunktes Q und in 22,8 % der 79 Proben des Zeitpunktes H Zellen identifiziert, die
nicht alle Kriterien fiir CTCs erfiillten (siehe Kapitel 4.6.4, Tabelle 4.16). Die Zellen
konnten daher nicht eindeutig als Leukozyten oder CTCs klassifiziert werden und
wurden als fragliche Zellen bezeichnet. Dazu gehoren zum einen Zellen, die eine
atypische Zellmorphologie mit groBem Zellkern hatten, aber weder durch den
Antikérpercocktail noch durch CD45 (Leukozytenantigen) Farbung detektiert wurden
(doppelt negative Zellen). AuBerdem wurden Zellen als fraglich bezeichnet, die sowohl
fiir den Antikoérpercocktail positiv als auch fiir CD45 positiv waren (doppelt positive
Zellen). Weiterhin wurden Zellen, die nur eine sehr geringe Fluoreszenz fiir die
Antikorpercocktail-Farbung aufwiesen und die Fluoreszenz nicht eindeutig als spezifisch
oder als Hintergrundfluoreszenz zugeordnet werden konnte, als fraglich klassifiziert
(sieche Abbildung 4.19). In den Kaplan-Meier-Analysen stellte sich heraus, dass die
Patientinnen, bei denen fragliche Zellen detektiert wurden, im Vergleich zu den tbrigen
Patientinnen einen tendenziell besseren Krankheitsverlauf hatten (siehe
Abbildung 4.20). Dies lisst vermuten, dass es sich bei den fraglichen Zellen nicht um
CTCs handelte. Kontrovers hierzu konnte aber in dieser Arbeit auch gezeigt werden,

dass in einer immunzytochemisch durch Antikorpercocktail-Farbung als fraglich
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klassifizierten Probe durch eine Fluoreszenz in situ Hybrisisierungs-Analyse (FISH-
Analyse) fiir 8q24 Zellen identifiziert wurden, die einen chromosomalen Zugewinn fiir
diesen Bereich aufwiesen (siehe Kapitel 4.7.4, Abbildung 4.25). In dieser Probe wurden
doppelt negative Zellen mit atypisch groBer Morphologie und groBen Zellkernen
identifiziert (siehe Abbildung 4.24). Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass die in
dieser Probe als fraglich bezeichneten Zellen offenbar CTCs waren, da normale
Blutzellen keine derartigen chromosomalen Veridnderungen aufweisen. Somit ist es
wahrscheinlich, dass die Gruppe der fraglichen Proben eine heterogene Gruppe war. Ein
Teil der Proben dieser Gruppe enthielt anscheinend Zellen malignen Ursprungs. Am
wahrscheinlichsten ist dieses fiir die fraglichen Zellen der Kategorie atypische, doppelt
negative Zellen. Auch die FISH-Analysen an immunzytochemisch positiven Proben
haben gezeigt, dass zusidtzlich zu den immunzytochemisch detektierten Zellen auch
nicht gefiarbte Zellen mit einem chromosomalen Zugewinn existierten. Somit bestarkte
dieses Ergebnis wiederum, dass ein Anteill an CTCs des Ovarialkarzinoms die
Markerproteine nicht exprimieren und somit nicht immunzytochemisch detektiert
werden konnen. Dagegen hatten die doppelt positiven fraglichen Zellen mit hoher
Wahrscheinlichkeit keinen malignen Ursprung. Es koénnte sein, dass hier die
Antikorpercocktail-Farbung unspezifisch war oder auch eine Subpopulation von
Blutzellen einen der Markerproteine exprimierten. Einige Arbeiten zeigten, dass
beispielsweise EMA und Zytokeratin exprimierende Zellen auch sehr vereinzelt bei
gesunden Spendern nachweisbar sind (Lambrechts et al, 1998; Leong et al, 2003). Es
ist auch denkbar, dass Antigen-prédsentierende Immunzellen des Blutes epitheliale
Proteinfragmente prisentieren und somit die Blutzellen spezifisch durch die Antikorper
des Cocktails detektiert wurden. Basierend auf dieser Annahme sind doppelt positive
Zellen ein Indikator fiir ein aktives Immunsystem. In einer Studie von Brandt et al
wurde gezeigt, dass bei Prostatakrebspatienten das Vorhandensein von Zellen, die
sowohl positiv fiir den Monozytenmarker CD14 als auch fiir das prostataspezifische
Antigen (PSA) waren, mit einem geringeren Risiko fiir himatogene Metastasenbildung
assoziiert war (Brandt et al, 1997). Dieses Ergebnis stiitzt die Annahme dieser Arbeit,
dass der Grofiteil der als fraglich klassifizierten Zellen keinen malignen Ursprung hatte

und mit einem besseren Krankheitsverlauf assoziiert war.
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5.6 Phénotypische und genotypische Heterogenitét der CTCs beim Ovarialkarzinom

5.6.1 Heterogenitéat der Expression der Markerproteine zur Detektion der CTCs

Zur Detektion von CTCs nach dem urspriinglichen, zweistufigen Protokoll mussten diese
sowohl EpCAM als Anreicherungsmarker als auch Zytokeratin (CK 5/7/8/18) als
Detektionsmarker exprimieren. Somit wurden nach diesem Protokoll nur Zellen
nachgewiesen, die EpCAM und Zytokeratin (CK 5/7/8/18) exprimierten. Die niedrigen
Detektionsraten nach diesem Protokoll deuteten darauf hin, dass ein Anteil der CTCs
mindestens einen dieser Marker nicht exprimierten und somit durch dieses Protokoll
nicht detektierbar war. Das modifizierte, einstufige Protokoll dagegen detektierte CTCs,
die mindestens einen der verwendeten Marker EpCAM, Zytokeratin, EMA, HER-2 oder
EGFR exprimierten. Die deutliche Erhohung der Detektionsraten nach dem
modifizierten, einstufigen Protokoll bestitigte die Annahme, dass ein Anteil der CTCs
EpCAM oder Zytokeratin (CK 5/7/8/18) nicht exprimierten. Das Blut von
Lungenkrebspatienten wurde in einer Studie analysiert und es wurde gezeigt, dass
Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) bei CTCs zum Fehlen des epithelialen
Phinotyps fithrt (Hou et al, 2011; Lecharpentier et al, 2011). AuBerdem zeigten Aktas
et al. in einer Studie, dass CTCs von metastasierten Brustkrebspatientinnen EMT- und
Stammzellcharakteristiken aufwiesen (Aktas et al, 2009). Diese Daten werden von der
Arbeit von Armstrong et al gestitzt, die zeigen konnten, dass die CTCs bei
fortgeschrittenen Brustkrebspatientinnen und bei Prostatakrebspatienten sowohl
epitheliale, mesenchymale als auch Stammzellmarker aufwiesen (Armstrong et al,
2011). Dieses kénnte auch beim Ovarialkarzinom der Fall sein und somit die niedrigen
Detektionsraten nach dem urspriinglichen Protokoll erklaren. Da das Ovarialepithel aus
dem Mesoderm entstanden ist und aufgrund der naturlichen Fahigkeit, sich
mesenchymal differenzieren zu kénnen (Auersperg et al., 2001), scheint der Prozess der
EMT infolge der hamatogenen Disseminierung beim Ovarialkarzinom als sehr
wahrscheinlich. Hinweise hierzu lieferte die Arbeit von Aktas et al, deren Daten
zeigten, dass die CTCs beim Ovarialkarzinom beziiglich der Expression der Marker
HER-2, EpCAM, MUC-1 (entspricht EMA) und CA 125 heterogen waren (Aktas et al,
2011). Um moégliche Aussagen hinsichtlich der Stabilitit der EpCAM und Zytokeratin
Expression von CTCs geben zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit Asziteszellen
diesbeziiglich untersucht (siehe Kapitel 4.4). Asziteszellen kénnten Vorldufer der CTCs

sein und somit ein Zwischenstadium zwischen Primartumor und CTCs darstellen. Die
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Charakterisierung der Asziteszellen konnte daher ein Hinweis iber die Expression der
Markerproteine der CTCs geben. Es muss allerdings bedacht werden, dass die méglichen
CTCs nicht zwangslaufig den Asziteszellen entsprechen missen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Asziteszellen die epithelialen Marker EpCAM, Zytokeratin (CK 7/18)
und EMA heterogen exprimierten (siehe Abbildung 4.6). Aufgrund der Eigenfluoreszenz
der Asziteszellen konnte keine Fluoreszenzdoppelfirbung durchgefithrt werden, was nur
eine Aussage bezuglich des Anteils an Zellen moglich macht, die diese Proteine
exprimierten. Die malignen Asziteszellen konnen nicht eindeutig von Mesothelzellen des
Peritoneums unterschieden werden (Drapkin et al., 2004; Murugan et al., 2009). Sie sind
Zytokeratin und Calretinin positiv, wahrend sie EpCAM nicht exprimieren. Es ist zwar
in seltenen Fillen moglich, dass Ovarialkarzinomzellen auch Calretinin positiv sind,
dieser Marker ist aber in Kombination mit EpCAM am besten geeignet, um
Ovarialkarzinomzellen (EpCAM positiv und Calretinin negativ) von Mesothelzellen des
Peritoneums (EpCAM negativ und Calretinin positiv) zu unterscheiden (Okamoto et al,
2005). Zytokeratin dagegen wird von beiden Zellarten exprimiert. In der Mehrheit der
Aszitesproben war die Anzahl an EpCAM positiven Zellen hoher als die der Zytokeratin
(CK 7/18) positiven Zellen und der Anteil Calretinin exprimierender Zellen gering (siehe
Abbildung 4.6). Aufgrund des hohen Anteils EpCAM und des geringen Anteils Calretinin
positiver Zellen liegt es nahe, dass der GroBteil der detektierten Zellen vom
Ovarialkarzinom abstammte. Zuséatzlich waren auch in vielen der Aszitesproben
Blutzellen vorhanden. Es zeigte sich, dass der Anteil an Zellen, die die Markerproteine
exprimierten, sehr variierte (sieche Abbildung 4.6). Daher liegt der Schluss nahe, dass
einige Asziteszellen nicht alle Markerproteine exprimierten. Tendenziell zeigte sich,
dass mehr Asziteszellen EpCAM exprimierten als Zytokeratin (CK 7/18). Somit schienen
einige maligne Asziteszellen nur EpCAM positiv gewesen zu sein, wihrend sie
Zytokeratin (CK 7/18) negativ waren. Interessanterweise #nderte sich das
Expressionsprofil der Asziteszellen, wenn diese iiber zwei Passagen in der Zellkultur
kultiviert wurden. Nach Kultivierung exprimierten die meisten Zellen Zytokeratin
(CK 7/18) wihrend sie EpCAM negativ waren (sieche Abbildung 4.7). Es konnte nicht
eindeutig bestimmt werden, ob die in der Zellkultur gewachsenen Zellen maligne
Asziteszellen darstellten. Wenn angenommen wird, dass es sich hierbei um maligne
Asziteszellen handelte, dann kann darauf geschlossen werden, dass die EpCAM
Expression der Ovarialkarzinomzellen nicht stabil ist, und die Zellen in der Lage sind,
aufgrund von veridnderten dulleren Bedingungen, wie es auch im Blutsystem der Fall ist,

den Phénotyp zu dndern.
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Anhand eines Mausmodells wurde der Vorgang der hdmatogenen Disseminierung beim
Ovarialkarzinom ndher untersucht (siehe Kapitel 4.5). Es wurden Zellen der
Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 ins Peritoneum von SCID-M&usen injiziert. Nachdem
die SK-OV-3 Zellen im Peritoneum Tumore gebildet hatten, wurde den Méausen, bevor
diese getotet wurden, Blut abgenommen und das Blut auf CTCs hin untersucht. Da
SK-OV-3 Zellen HER-2 Gberexprimieren, wurden durch diesen Marker CTCs detektiert.
Es konnte somit gezeigt werden, dass in diesem Mausmodell die Karzinomzellen
SK-OV-3 ins Blutsystem disseminierten. Durch immunzytochemische Fluoreszenz-
doppelfarbungen gegen HER-2 und EpCAM wurden diese SK-OV-3 CTCs néher
bezliglich ihres Phanotyps charakterisiert. Die SK-OV-3 CTCs exprimierten genau wie
native SK-OV-3 Zellen EpCAM heterogen. Dieses Ergebnis stilitzt die These, dass
EpCAM von vielen CTCs des Ovarialkarzinoms nicht stabil exprimiert wird. Auch die
peritonealen Tumore der Miuse exprimierten groBtenteils kein EpCAM (siehe
Abbildung 4.13), was die Ergebnisse der EpCAM Expression der SK-OV-3 CTCs stiitzt.

In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass eine proteolytische Spaltung des
EpCAM-Molekiils bei verschiedenen Krebsarten zum Verlust der extrazelluldren
Doméne fiihrt. Die intrazellulare Doméne schaltet im Zellkern Signalwege an, welche
die Zellproliferationen erhohen (Maetzel et al, 2009; Ralhan et al, 2010; Ralhan et al,
2010). Die in der Diagnostik und auch in dieser Arbeit verwendeten Antikérper richteten
sich ausschlieBlich gegen die extrazellulire Doméne des EpCAM-Molekiils. Es wére
denkbar, dass eine proteolytische Spaltung des EpCAM-Molekiils auch bei den CTCs des
Ovarialkarzinoms stattfindet und sie somit durch einen Antikoérper, der die

extrazellulare Doméne erkennt, nicht detektierbar sind.

5.6.2 Heterogenitit von chromosomalen Zugewinnen in CTCs

Es wurden zehn Proben (neun Proben des Zeitpunktes Q und eine Probe des
Zeitpunktes H), in denen CTCs immunzytochemisch durch Verwendung des
Antikorpercocktails nachgewiesen wurden, zusiatzlich durch FISH-Analysen fir die
Bereiche 326 und drei Proben auBerdem fiir den Bereich 8q24 untersucht (siehe
Kapitel 4.6, Tabelle 4.20). In der OVCAD-Studie wurden durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Charles Theillet (Montpellier, Frankreich) die Chromosomenbereiche 3q26 und
8q24 1identifiziert, die in therapieresistenten Tumoren signifikant h&iufiger einen

Zugewinn aufweisen, als bei Tumoren von Patientinnen, die von der Therapie
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profitieren. Dass fiir diese Chromosomenbereiche beim Ovarialkarzinom héufig
Zugewinne vorliegen, belegen zusitzlich weitere Studien (Gray et al, 2003; Dimova et
al, 2009; Osterberg et al, 2009; Osterberg et al, 2009). Die Bereiche 3q26 und 8q24
scheinen fiir FISH-Analysen der CTCs geeignet zu sein, da die Wahrscheinlichkeit eines
chromosomalen Zugewinns der CTCs fiir diesen Bereich hoch ist, und ein Zugewinn
dartiiber hinaus von prognostischer Relevanz sein konnte.

Die Prazision der Hybridisierung der Sonden 3q26 und 8q24 wurden durch FISH-
Analysen an Leukozyten von gesunden Spendern iiberpriift (siehe Kapitel 4.7.1). Die
Prazision des Verfahrens bestimmt die Wahrscheinlichkeit, mit der ein chromosomaler
Zugewinn in einer einzelnen CTC bestimmt werden kann. Es zeigte sich, dass wie
erwartet, die Mehrzahl an Leukozyten fiir beide Sonden zwei Signale aufwiesen (93,5 %
der Zellen fiir 3q26 und 96,2 % fiir 8q24). Anhand dieser Kontrollen konnte gezeigt
werden, dass sehr selten drei Signale fiir die Sonden 3q26 und 8q24 detektiert wurden
und nie mehr als drei Signale (sieche Tabelle 4.19). Diese Ergebnisse wurden bei der
Auswertung der FISH-Analysen von Patientenproben berticksichtigt. Um unspezifische
Signale zu umgehen, wurden nur Proben mit CTCs mit einem chromosomalen Zugewinn
klassifiziert, die entweder eine hohe Anzahl von Zellen mit drei Signalen oder Zellen mit
mehr als drei Signalen aufwiesen. Ein DNA Verlust wurde nicht weiter analysiert.
Somit zeigte sich, dass durch die verwendeten FISH-Analysen mit hoher Préazision
chromosomale Zugewinne in CTCs angezeigt werden konnten.

Es wurden in allen untersuchten Proben Zellen nachgewiesen, die einen chromosomalen
Zugewinn im Bereich 3q26 oder 8q24 aufwiesen (siehe Abbildung 4.21), wodurch der
maligne Ursprung der immunzytochemisch detektierten CTCs bestitigt wurde.
Interessanterweise wurden auch Zellen identifiziert, die nicht immunzytochemisch fir
den Antikorpercocktail positiv waren, aber einen chromosomalen Zugewinn fiir den
Bereich 3q26 oder 8q24 aufwiesen. Da diese Zellen chromosomale Veridnderungen
hatten, was typisch fiir maligne Zellen ist, waren diese Zellen wahrscheinlich CTCs.
Dieses Ergebnis zeigte, dass zusidtzlich zu den immunzytochemisch durch die
Antikoérpercocktail-Farbung nachgewiesenen CTCs die reelle Anzahl an CTCs héher zu
sein scheint. Die FISH-Analysen fiir den chromosomalen Bereich 3¢q26 an den SK-OV-3
CTCs, die aus dem Blut der Xenograft-SCID-M4use isoliert wurden, bestétigten das
Ergebnis der FISH-Analysen an humanen Patientenproben. Es konnten ebenso hier
zusatzlich zu den immunzytochemisch detektierten HER-2 positiven SK-OV-3 CTCs
auch nicht HER-2 gefiarbte Zellen identifiziert werden, die eindeutig FISH-Signale
aufwiesen (siehe Abbildung 4.12).
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5.7 Diskussion des Fallbeispiels HO071 zur Untersuchung der himatogenen

Disseminierung des Ovarialkarzinoms

Bei der Patientin HO71 konnte zum Zeitpunkt der Operation eine sehr hohe Anzahl von
etwa 187 CTCs/ml Blut detektiert werden (siehe Kapitel 4.9). Diese Patientin hatte zu
diesem Zeitpunkt Fernmetastasen in der Leber und Milz, was Ausdruck einer
hidmatogenen Metastasierung ist. Es wurde unterschiedliches Probenmaterial (Blut,
Aszitesfliissigkeit, Primirtumor sowie Milz- und Lebermetastase) vergleichend
untersucht, um Hinweise tiber den Metastasierungsweg aufzuzeigen. Tumorzellen des
Primértumors konnen entweder direkt oder tiber die Aszitesfliissigkeit ins Blutsystem
gelangen. Asziteszellen konnten also moglicherweise eine Zwischenstufe zwischen
Primartumor und CTCs darstellen. Die Metastasen wiederum sind aus CTCs
entstanden, wobei nicht klar ist, welche CTCs in der Lage sind, Metastasen zu bilden. Es
ist auch denkbar, dass die detektierten Zellen von den Metastasen ausgehend ins
Blutsystem gelangt sind oder zumindest eine Subpopulation der CTCs darstellen.

Aufgrund der hohen Anzahl der CTCs war es moglich, diese Zellen immunzytochemisch
bezliglich der Expression der Markerproteine zu charakterisieren. Durch
immunzytochemische Fluoreszenzdoppelfarbungen konnte gezeigt werden, dass die
CTCs Zytokeratin (CK 7/18) und Vimentin exprimierten (sieche Abbildung 4.30), wihrend
sie negativ fiir HER-2 und EGFR waren. Das Fehlen der HER-2 und EGFR Expression
konnte ein Hinweis dafiir sein, dass CTCs des Ovarialkarzinoms nicht alle
Markerproteine  exprimieren und somit die Detektion mit Hilfe eines
Antikorpercocktails, der verschiedene Markerproteine nachweist, sinnvoll 1ist.
Zytokeratin ist ein typischer Epithelmarker und Vimentin ein Mesenchymmarker. Dass
diese CTCs beide Proteine exprimierten, macht den mesothelialen Ursprung des
Ovarialkarzinoms deutlich (Auersperg et al, 2001). Zusétzlich zeigte eine
Fluoreszenzdoppelfarbung fur Zytokeratin und EpCAM, dass die Zellen weitestgehend
EpCAM negativ waren. Zur Validierung des Ergebnisses zur EpCAM Expression der
CTCs wurde zusatzlich die hoch sensitive lichtmikroskopische Farbung nach der
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode durchgefiihrt.
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass ein kleiner Anteil der CTCs schwach EpCAM
exprimierte, wiahrend der grofere Anteil von mehr als 90 % der CTCs negativ fir
EpCAM war (sieche Abbildung 4.32). Wenn das Blut dieser Patientin nach dem
urspriinglichen, zweistufigen Protokoll aufgearbeitet worden wére, hiatte nur ein kleiner

Anteil der CTCs detektiert werden konnen, da fir dieses Protokoll die EpCAM-
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Expression essentiell fiir den CTC Nachweis war. Dieses Ergebnis ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass die EpCAM-Expression der CTCs beim Ovarialkarzinom nicht
stabil und somit EpCAM allein kein ausreichender Detektionsmarker ist. Zur
Unterstitzung dieser These wurde die Expression von EpCAM des Priméartumors und
der Metastasen untersucht. Wahrend der Primartumor deutlich positiv fir EpCAM war,
exprimierten die Metastasen der Milz und der Leber EpCAM wesentlich schwéicher
(sieche Abbildung 4.33). Somit bestitigte sich, dass der Phénotyp der Metastasenzellen
mit wenig EpCAM-Expression dem der meisten CTCs mit ebenfalls wenig bis keiner
EpCAM-Expression  entsprach. Zusitzlich wurden FISH-Analysen fiir den
Chromosomenbereich 3gq26 und 8q24 am Primirtumor, den Metastasen, Asziteszellen
und CTCs durchgefiihrt und die Ergebnisse verglichen. Sowohl der Primartumor als
auch die Metastasen der Milz und Leber wiesen einen chromosomalen Zugewinn fir
beide Chromosomenbereiche auf. Fir den Chromosomenbereich 3q26 im Verhaltnis zur
Referenz des Zentromers 7 hatte der Primértumor einen chromosomalen Zugewinn von
2,2, die Milzmetastase von 2,7 und die Lebermetastase von 3,4 (sieche Tabelle 4.26). Die
Metastasen fiir diesen Bereich hatten folglich einen hoheren Zugewinn im Vergleich zum
Primartumor. Fir den Chromosomenbereich 8q24 im Verhédltnis zur Referenz des
Zentromers 7 hatte der Primartumor einen chromosomalen Zugewinn von 2,9, die
Milzmetastase von 2,1 und die Lebermetastase von 2,4 (siehe Tabelle 4.26). Daher hatte
fir den Bereich 8q24 der Primirtumor einen hoheren Zugewinn im Vergleich zu den
Metastasen. Die FISH-Analysen an CTCs zeigten, dass die CTCs sehr heterogen waren.
Etwa 75 % der durch Zytokeratin Antikérper (A45-BB3-Cy3, CK 7/18) detektierten CTCs
hatten keinen chromosomalen Zugewinn fiir 3q26, wiahrend eine Minderheit von etwa
25 % einen Zugewinn hatte. Weiterhin wurden Zellen nachgewiesen, die einen Zugewinn
fir den chromosomalen Bereich 3q26 aufwiesen, aber nicht immunzytochemisch fir
Zytokeratin (CK 7/18) positiv waren (sieche Abbildung 4.36). Da diese Zellen
chromosomale Verdnderungen hatten, scheinen diese Zellen auch CTCs darzustellen.
Daher waren die CTCs dieser Patientin sehr heterogen. Obwohl immunzytochemisch
durch die Antikorpercocktail-Farbung eine sehr hohe Anzahl an CTCs detektiert wurde,
war die reelle Anzahl der CTCs wahrscheinlich noch héher. Da die Metastasen einen
hohen Zugewinn fir 3q26 aufwiesen, waren vermutlich entweder der kleinere Anteil der
immunzytochemisch gefarbten Zellen, die einen Zugewinn aufwiesen oder die
immunzytochemisch nicht gefarbten Zellen, die einen Zugewinn hatten, Vorlaufer der
Metastasen. Die FISH-Analyse an CTCs fiir den Chromosomenbereich 8q24 zeigte ein
dhnliches Bild. Etwa die Halfte der immunzytochemisch detektierten CTCs hatte einen
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Zugewinn fir den Bereich 8q24, die andere Hélfte nicht. Zuséatzlich wurden auch fir
diesen Chromosomenbereich Zellen nachgewiesen, die nicht immunzytochemisch
detektiert wurden aber einen chromosomalen Zugewinn fiir 8q24 aufwiesen (siehe
Abbildung 4.37). Anhand dieses Beispiels konnte gezeigt werden, dass die CTCs sehr
heterogen, sowohl bezliglich der Proteinexpression als auch der chromosomalen
Veridnderungen waren. Eine Herausforderung stellt es dar herauszufinden, welche
Subpopulationen der CTCs klinische Relevanz besitzen und in der Lage sind,
Metastasen zu bilden. Die Identifizierung dieser Zellen koénnte dabei helfen,
Zielstrukturen fiir eine mogliche weitere Therapie bei Therapieversagen zu finden.
Weiterhin kénnte der Nachweis dieser ,,aggressiven” Subpopulationen von CTCs bereits
zum Zeitpunkt der Diagnose eine Aussagekraft tiber den Krankheitsverlauf und das
Therapieversagen geben.

Zusétzlich ist es gelungen, den malignen Ursprung der CTCs eindeutig zu belegen. Der
Primartumor hatte eine Mutation im p53Gen. Es wurde genomische DNA aus der
Blutprobe isoliert und durch Sequenzierung diese tumorspezifische Mutation
nachgewiesen (sieche Kapitel 4.9.4). Damit liegt ein eindeutiger Beweis dafiir vor, dass

sich im Blut Zellen befanden, die vom Tumor abstammten.

5.8 Mogliche himatogene Disseminierungswege beim Ovarialkarzinom

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Hinweise fiir unterschiedliche hamatogene
Metastasierungswege beim Ovarialkarzinom. Das allgemeine Model zur hidmatogenen
Disseminierung beschreibt zwei Wege der CTCs vom Primértumor ins Blutsystem zu
gelangen (Pantel und Brakenhoff, 2004). Dieses Model wurde anhand von Daten anderer
Karzinomentitidten hauptsichlich an Brustkrebs erstellt. Die Zellen kénnen zum einen
direkt hdmatogen ins Blutsystem disseminieren, wie es wahrscheinlich hauptsichlich
bei Brustkrebs der Fall ist. Zum anderen kénnen die Zellen zuerst lymphogen ins
Lymphsystem disseminieren, wodurch Lymphknotenmetastasen entstehen. Diese Zellen
konnen wiederum in einem spéiteren Krankheitsstadium hamatogen ins Blutsystem
disseminieren, was bei Kopf-Hals Karzinomen der Fall zu sein scheint, da fir diese
Karzinomentitdt das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen mit Fern-
metastasierung korreliert (siehe Kapitel 1.3.1) (Pantel und Brakenhoff, 2004). Beim
Ovarialkarzinom ist eine weitere Moglichkeit der CTCs ins Blutsystem zu gelangen

denkbar. Das Ovarialkarzinom breitet sich hauptsédchlich mit der Zirkulation der
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Peritonealfliissigkeit aus (Naora und Montell, 2005). Tumorzellen, die sich vom
Primirtumor abgelost haben, streuen somit in den Peritonealraum. Diese peritoneale
Streuung ist haufig mit einer Aszitesbildung assoziiert. Maligne Zellen, die sich in der
Aszitesfliissigkeit befinden, konnten von hier aus ins Blutsystem gelangen und somit
Vorldaufer von CTCs und Metastasen darstellen (Shield et aZ, 2009).

Aufgrund des héufigen Vorhandenseins von Aszitesflissigkeit und des hé&ufigen
Vorkommens von Peritonealkarzinosen scheint der Weg tiber die Aszitesfliissigkeit beim
Ovarialkarzinom als wahrscheinlich. Da bei 65 % der Ovarialkarzinompatientinnen
Lymphknotenmetastasen vorhanden sind, ist eine lymphogene Metastasierung relativ
héufig. Der Weg der CTCs tiber das Lymphsystem scheint daher auch wahrscheinlich zu
sein. Weiterhin ist zusétzlich eine direkte hdmatogene Disseminierung denkbar. Es
existieren allerdings nicht geniigend Daten fiir das Ovarialkarzinom, um diese
Disseminierungswege zu belegen. Vorstellbar ist auch, dass beim Ovarialkarzinom die
CTCs tuber verschiede Wege ins Blutsystem gelangen. Es ist sowohl méglich, dass bei
einer Patientin mehrere Wege existieren als auch bei unterschiedlichen Patientinnen
verschiede. Wenn die CTCs auf verschiedenen Wegen ins Blutsystem gelangt sind,
konnte dieses auch die Heterogentitidt der CTCs erklaren. Dieses ist allerdings sehr
spekulativ und miisste durch weiterfihrende Experimente belegt werden. Einen
weiteren Hinweils flir unterschiedliche Metastasierungswege zeigen die Ergebnisse
dieser Arbeit. Bei den meisten Patientinnen (83 %), bei denen CTCs detektiert wurden,
war Aszitesfliissigkeit vorhanden (siehe Tabelle 4.14). Dieses ist auf der einen Seite
recht typisch fiir einen fortgeschrittenen Krankheitsverlauf, zum anderen kénnte es den
Weg iiber die Aszitesfliissigkeit andeuten. Es hatten allerdings sechs Patientinnen (eine
nach dem urspriinglichen Protokoll und fiinf nach dem modifizierten Protokoll) bei den
CTCs detektiert wurden, keine Aszitesbildung (siehe Tabelle 4.14). Folglich scheint der

Weg tber die Asziteszellen jedenfalls nicht der alleinige zu sein.

5.9 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die CTCs der Ovarialkarzinom-
patientinnen sehr heterogen beziiglich ihrer chromosomalen Verdnderungen und der
Proteinexpression sind. Im Vergleich mit den Zellen des Primédrtumors scheinen die

epithelialen Marker, insbesondere EpCAM, in CTCs vermindert vorzuliegen. Die
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Ergebnisse dieser Arbeit tragen maligeblich zu einem besseren Verstidndnis der
klinischen Relevanz der CTCs sowie der Disseminierung beim Ovarialkarzinom bei.
Zukunftig stellt es eine Herausforderung dar herauszufinden, welche Subpopulationen
der CTCs klinische Relevanz besitzen und in der Lage sind, Metastasen zu bilden. Der
Nachweis dieser ,aggressiven” Subpopulationen von CTCs kénnte bereits zum Zeitpunkt
der Diagnose eine prognostische Aussagekraft tber den Krankheitsverlauf und
Therapieversagen besitzen. Zuséitzlich konnte die Identifizierung dieser Zellen dabei
helfen, Zielstrukturen fiir eine mogliche weitere Therapie bei Therapieversagen zu
finden.

In dieser Arbeit konnten CTCs mittels FISH-Analysen aufgrund genetischer
Aberrationen nachgewiesen werden, die immunzytochemisch durch die Antikérper des
Antikorpercocktails nicht detektiert wurden. Hierdurch wird deutlich, dass weitere
geeignete Protein-Marker identifiziert werden missen, um auch diese CTCs
immunzytochemisch nachweisen zu koénnen. Weiterhin machen die Ergebnisse dieser
Arbeit deutlich, dass ein Bedarf an der Etablierung einer standardisierten, EpCAM
unabhéingigen CTC Nachweismethode besteht.

Die Entwicklung verbesserter Technologien zur genetischen Analyse von Einzelzellen
liefert einen vielversprechenden Ansatz, die CTCs weiter molekularbiologisch
charakterisieren zu konnen und somit die Biologie der Disseminierung beim

Ovarialkarzinom besser erforschen zu konnen.
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9 Anhang

9.1 pb63-Sequenz der PCR-Amplifikate

Unterlegt Bereiche: Primerbindung
Kleinbuchstaben: Intronsequenz

GroBlbuchstaben: Exonsequenz

Exon 5/6 p53 Ampifikat (477 bp)

cacttgtgccctgactttcaactctgtctecttectcttcctacagTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCA
AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCCATC
TACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGA
TGgtgagcagctggggctggagagacgacagggctggttgcccagggtccccaggcectctgattectcactgattgetcttagGTCTGGC
CCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGA
CATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGgtctggtttgcaactggggtctctgggaggaggggttaagggtggttgtc
agt

Exon 7 p53 Amplifikat (267 bp)

R ESEaEaeEe c cca 2 g g cgcactggcctcatcttgggectgtgttatctcctagGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCA
CTACAACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCATCACACT
GGAAGACTCCAGgtcaggagccacttgccaccctgcacactggcectgctgtgecccagectcetgcettg ccgctgacccctgggccca-

Exon 8/9 p53 Amplifikat (560 bp)

ttaggctccagaaaggacaagggtggttgggagtagatggagcectggttttttaaatgggacaggtaggacctgatttccttactgectcttge
ttctcttttectatcctgagtagTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGA
GAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAG

CACTAAGCGAGgtaagcaagcaggacaagaagcggtggaggagaccaagggtgcagttatgcctcagattcacttttatcacctttect

tgcctctttcctagCACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATAT

TTCACCCTTCAGgtactaagtcttgggacctcttatcaagtggaaagtttccagtctaacactcaaaatgecgttttcttcttgactgttttac
ctgcaattggggcatttgccatcagggggcagtgatgcctcaaagacaatggctcctg
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Exon 8 kleines p53 Amplifikat (132 bp)

fTgatttecttactgectettgettctcttttectatcctgagtagTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTT

TGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGEACAGAGGCAAGAGAATETCEE

9.2 Aligment der Sequenz von Exon 8 des p53-Gens

fPCR_for HO71 aus Blut: Sequenz des Exon 8 kleines Amplifikat des ps3-Gens aus

genomischer Leukozyten-DNA der Probe HO071. Nachwies der tumorspezifischen
Mutation.
Datenbank: Referenz-Sequenz des p53-Gens Exon 8 kleines Amplifikat.

L  Mutation

fPCR_for HO71l aus_Blut ———-TGAGGT
Datenbank -

* * *
fPCR_for HO71l aus_Blut ( CCTH L GRCK '
Datenbank GCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGRAGRACCGGCGCACAGR LGAGRALRTC

I I A A A A A i e e I A i A e A i i
fPCR_for HO71l aus_Blut
Datenbank

9.8 Klinische Daten des Patientenkollektives der OVCAD-Studie

Tabelle 9.1: Klinische Daten zum Therapieansprechen und klinischen Verlauf des Patientenkollektives der
OVCAD-Studie.

Alle 275 Alle analysierten Blutproben
Patientinnen der Zeitpunkt der Zeitpunkt nach
OVCAD-Studie Operation Q (251) Therapie H (135)
Therapieansprechen
Responder 205 (74,5 %) 180 (71,7 %) 108 (80,0 %)
Non-Responder 69 (25,1 %) 61 (24,3 %) 27 (20,0 %)
fehlende Angaben 1 10 0

Rezidiv oder verstorben aufgrund
der Erkrankung

nein 195 (70,9 %) 82 (32,7 %) 45 (33,3 %)
ja 80 (29,1 %) 160 (63,7 %) 90 (66,7 %)
fehlende Angaben 0 9 0
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Tabelle 9.2: Klinische Daten des Patientenkollektives der OVCAD-Studie.

Alle 275 Alle analysierten Blutproben
Patientinnen der Zeitpunkt der Zeitpunkt nach
OVCAD-Studie Operation Q (251)  Therapie H (135)

Histologie
klarzelliger Tumor 2 (0,7 %) 3(1,2 %) 1 (0,7 %)
endometrioider Tumor 13 (4,7 %) 12 (4,8 %) 7 (5,2 %)
gemischter epithelialer Tumor 11 (4,0 %) 12 (4,8 %) 6 (4,4 %)
muzindser Tumor 3 (1,1 %) 3 (1,2 %) 2 (1,5 %)
seréser Tumor 237 (86,2 %) 212 (84,5 %) 118 (87,4 %)
undifferenzierter Tumor 9 (3,3 %) 8 (3,2 %) 10,7 %)
fehlende Angabe 0 1 0
FIGO-Stadium
IIA 5 (1,8 %) 3 (1,3 %) 3(2,2 %)
IIB 5 (1,8 %) 5 (2,0 %) 2 (1,5 %)
IIC 5 (1,8 %) 6 (2,4 %) 3(2,2 %)
IIIA 5 (1,8 %) 6 (2,4 %) 10,7 %)
IIIB 11 (4,0 %) 7(2,8 %) 8(5,9)
I11C 196 (71,3 %) 179 (71,3 %) 98 (72,6 %)
IAY 48 (17,5 %) 44 (17,5 %) 20 (14,8 %)
fehlende Angaben 0 1 0
Histopathologisches Grading
G1 10 (3,6 %) 11 (4,4 %) 6 (4,4 %)
G2 64 (23,3 %) 61 (24,3 %) 28 (20,7 %)
G3 200 (72,7 %) 176 (70,1 %) 101 (74,8 %)
Gx 1 (0,4 %) 1 (0,4 %) 0 (0,0 %)
fehlende Angaben 0 0
TNM-Klassifikation: 0
pT
1b 1 (0,4 %) 1 (0,4 %) 10,7 %)
1lc 4 (1,5 %) 4 (1,6 %) 2 (1,5 %)
2a 6 (2,2 %) 4 (1,6 %) 3(2,2 %)
2b 9 (3,3 %) 9 (3,6 %) 5 (3,7 %)
2¢ 5 (1,8 %) 6 (2,4 %) 1 (0,7 %)
3a 9 (3,3 %) 10 (4,0 %) 2 (1,5 %)
3b 24 (8,7 %) 21 (8,4 %) 12 (8,9 %)
3c 216 (78,6 %) 194 (77,3 %) 109 (80,7 %)
fehlende Angaben 1 2 0
pN
NO 65 (23,6 %) 60 (23,9 %) 28 (20,7 %)
N1 143 (52,0 %) 135 (53,8 %) 65 (48,1 %)
NX 67 (24,4 %) 52 (20,7 %) 42 (31,1 %)
fehlende Angaben 0 4 0
M
MO 142 (51,6 %) 118 (47,0 %) 82 (60,7 %)
M1 49 (17,8 %) 45 (17,9 %) 21 (15,6 %)
MX 84 (30,5 %) 81 (32,3 %) 32 (23,7 %)
fehlende Angaben 0 7 0

Resttumor nach der Operation

kein Resttumor

188 (68,4 %)

165 (65,7 %)

96 (71,1 %)

<=0.5cm 25 (9,1 %) 23 (9,2 %) 9 (6,7 %)
0.5-1cm 23 (8,4 %) 25 (10,0 %) 10 (7,4 %)
1-2cm 8(2,9 %) 8 (3,2 %) 4 (3,0 %)
>2cm 30 (10,9 %) 26 (10,4 %) 15 (11,1 %)
fehlende Angaben 1 4 1
Aszites
vorhanden 209 (76,0 %) 190 (75,7 %) 109 (80,7 %)
nicht vorhanden 66 (24,0 %) 61 (24,3 %) 26 (19,3 %)
fehlende Angaben 0 0 0
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