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1 AbkUrzungsverzeichnis

BC

BSA

Bspw.

CCD

CECs

cfDNA

CIN

CNA

CK

CRC

CTC

ctDNA

DAPI

CcD

DFS

DIC

DMEM

DMSO

DNA

EDTA

EGF

Breast Cancer = Mammakarzinom (Brustkrebs)

Bovines Serumalbumin

Beispielsweise

Charge Coupled Device

Circulating Endothelial Cells = Zirkulierende endotheliale Zellen

Cell Free DNA = zellfreie DNA

Chromosomal Instability = chromosomale Instabilitat

Copy Number Alteration = Veranderung der Kopienanzahl (von Chromosomen)

Cytokeratin

Colorectal Cancer = kolorektales Karzinom (Darmkrebs)

Circulating Tumour Cells = zirkulierende Tumorzellen

Circulating Tumour DNA = zirkulierende Tumor-DNA

4’,6-Diamidin-2-phenylindol

Cluster of Differentiation

Disease Free Survival = krankheitsfreies Uberleben

DNA Image Cytometry = DNA-Bildzytometrie

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid = Desoxyribonucleinsdure

Ethylenediaminetetraacetic acid = Ethylendiamintetraessigsaure

Epithelial Growth Factor = epithelialer Wachstumsfaktor



EGFR

EMT

EpCAM

FBS

FCM

FDA

FISH

Her-2/neu

HIF-1

IGF

IOD

LB

LBB

LC

LSM

MET

miRNA

ml

NSCLC

(0N

Epithelial Growth Factor Receptor = epithelialer Wachstumsfaktorrezeptor

Epitheliale zu mesenchymaler Transition

Epithelial Cell Adhesion Molecule = epitheliales Zelladhdsionsmolekiil

Fetal Bovine Serum = Fetales Kalbserum

Flowcytometry based measuring = Durchflusszytometrie

Food and Drug Administration

Fluorescence in situ Hybridisation = Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Hours = Stunden

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2/neu = humaner epidermaler

Wachstumsfaktorrezeptor 2/neu

Hypoxia Inducible Factor 1 = Hypoxie induzierter Faktor 1

Immunfluoreszenz

Insulin like Growth Factor = Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor

Intrinsic Optical Density = intrinsische optische Dichte

Liquid Biopsy = Flussigkeitsprobe

Liquid Biopsy Blood sample = Blutprobe

Lung Cancer = Lungenkrebs

Lymphocyte Separation Medium

Mesenchymale zu epithelialer Transition

Micro Ribonucleic Acid = Mikroribonukleinsdure

Milliliter

Non-Small Cell Lung Cancer = nicht kleinzelliges Bronchialkarzinom

Overall Survival = Gesamtiiberleben



PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells = periphere mononukleare Blutzellen

PBS Phosphate Buffered Saline

PC Prostate Cancer = Prostatakarzinom (Prostatakrebs)

pCK panCytokeratin

PD-L1 Programmed Cell Death 1 Ligand 1 = programmierter Zelltod Ligand 1
PFA Paraformaldehyd

PFS Progression Free Survival = Progressionsfreies Uberleben

PSA Prostata-spezifisches Antigen

RBC Red Blood Cells = rote Blutkorperchen

SCLC Small Cell Lung Cancer = Kleinzelliges Bronchialkarzinom

TEP Tumour Educated Platelets = Tumor angelernte Blutplattchen

TNM Tumour Site and Size-, Lymph node and Metastasis spread

uICC Union for International Cancer Control

Vs. versus = gegen(lUbergestellt)

ZEB Zinc finger E-box-binding homebox = Zinkfinger E-Box Bindungs-Heimdomane
ul Mikroliter

Hinweis: Bei Personenbenennungen, wie Arzt, Patient usw. wird in dieser Arbeit der einfachen
Lesbarkeit halber stets die mannliche Form verwendet. Selbstverstandlich werden damit Frauen wie

Manner gleichermalen angesprochen.



2 Einleitung

Maligne Tumoren und ihre Metastasen stellen weltweit eine der haufigsten Todesursachen dar. Fiir
die Metastasierung solider Malignome sind unter anderem zirkulierende Tumorzellen (Circulating
Tumour Cells, CTCs) verantwortlich, die vom Primartumor eine hdmatogene Metastasierung initiieren
kénnen. lhre zunehmende Bedeutung in der klinischen Routine in Bezug auf Diagnostik und
Prognosestellung wurde bereits durch mehrere Arbeitsgruppen fiir verschiedene Entitaten
herausgestellt. So zeigten zum Beispiel Geng und Kollegen, dass die Anzahl von CTCs in einer Blutprobe
als unabhangiger Marker beim Plattenepithelkarzinom der Zunge zur Prognosestellung in Bezug auf
das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben nutzbar sind (Geng et al., 2022). CTCs bieten
also Informationen, die in der personalisierten Tumortherapie von groBem Nutzen sind.

Die Detektion von CTCs stellt jedoch eines der groBten Hindernisse dar, welches eine Nutzung dieser
wertvollen Informationen im klinischen Alltag verhindert. Denn aufgrund der genetischen und
phanotypischen Heterogenitat von Primartumoren sind CTCs selten identisch in Bezug auf die
Expression extra- und intrazellularer Merkmale, was unter anderem durch Prozesse wie Epithelialer zu
Mesenchymaler Transmission (EMT) oder Mesenchymaler zu Epithelialer Transmission (MET) bedingt
ist (Thiery, 2002). Dartber hinaus handelt sich bei CTCs um sehr seltene Zelltypen, welche teilweise
mit einer Haufigkeit von nur 1 bis 5 Zellen pro 9,5 ml EDTA-Blutprobe zu finden sind (Cristofanilli et al.,
2004; 2005). Trotz der bekannten genetischen und phénotypischen Heterogenitdt von CTCs erfolgt
nach aktuellem Stand der Forschung die Detektion dieses Zelltyps nur Uiber ein einziges spezifisches
Merkmal. Beispielsweise wird zur Detektion von CTCs epithelialer Tumoren die ldentifikation
extrazellularer Marker, wie des epithelialen Zelladhasionsmolekiils (Epithelial Cell Adhesion Molecule,
EpCAM), empfohlen (Mu et al., 2016); und auch andere Marker wie Cytokeratine (CK) sind von
Wichtigkeit (Lin et al., 2021). Markerabhdngige Detektionsmethoden haben jedoch den Nachteil, dass
sie eine Anderung der Markerexpression nicht erfassen kénnen und somit ein Teil der vorhandenen
CTCs mit verandertem Expressionsprofil nicht detektiert wird. Um CTCs in einer Blutprobe und ihren
Informationsgehalt vollstandig zu nutzen, liegt es nahe, zur Detektion in der klinischen Routine
markerunabhidngige Methoden zu verwenden, die es ermdglichen, alle CTCs einer Blutprobe
nachzuweisen. Ein Beispiel flir ein solches markerunabhangiges Kriterium kann Aneuploidie sein.
Aneuploidie wurde fir die meisten soliden malignen Tumoren bereits in sehr friihen Stadien (Hedley
et al., 1993) und gleichfalls in deren CTCs nachgewiesen (Ye et al., 2019). Darliber hinaus kann sie mit
einfachen Mitteln wie der DNA-Bildzytometrie detektiert werden. Zusatzlich ist wichtig, dass
Aneuploidie eines der wenigen Charakteristika ist, die liber die gesamte Karzinogenese hinweg
detektierbar sind und nicht Veranderungen wie EMT oder MET unterliegt. Es ist also denkbar, dass
Aneuploidie zum Nachweis von CTCs aus Liquid Biopsies von Patientenblut geeignet ist und hierbei die

aktuellen Einschrankungen der markerabhangigen Detektion liberwinden kann.
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2.1 Tumorerkrankungen, Metastasierung und ihre Bedeutung fir die

personalisierte Medizin

Ein Tumor bezeichnet die Zunahme des Gewebevolumens an einer bestimmten Lokalisation (National
Cancer Institute, 2021) wobei zwischen benignen und malignen Tumoren unterschieden wird (National
Cancer Institute, 2021). Maligne Tumoren weisen Zellen mit Zellkernpolymorphie, Atypien sowie

Anaplasie auf und zeigen zudem ein unkontrolliertes, destruierendes Wachstum (Moch et al., 2019).

Im Jahr 2020 verstarben in Deutschland 338.000 Menschen an den Folgen von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und 239.600 Menschen an den Folgen eines malignen Tumors (Statistisches Bundesamt,
2022). Maligne Tumoren stellen damit die dritthaufigste Todesursache in Deutschland dar. Die
haufigsten bosartigen Neubildungen sind im Bereich der Lunge und der Bronchien (13%), in der
Mamma (8%) sowie in der Haut (7%) beschrieben. Weltweit verstarben Menschen ebenfalls am
haufigsten an kardiovaskularen Erkrankungen (World Health Organization, 2020). Platz sechs der
haufigsten Todesursachen belegten auch im Jahr 2020 im internationalen Vergleich
Tumorerkrankungen, dabei mit Abstand am haufigsten waren das Lungen- und Bronchialkarzinom
(Small Cell Lung Cancer, SCLC und Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) (World Health Organization,
2022).

Bei 90% aller Tumor-assoziierten Todesfalle ist die Todesursache auf Metastasierung des Primdrtumors
zurickzufihren (Zeeshan und Mutahir, 2017). Im Zusammenhang mit malignen Neoplasien bezeichnet
der Begriff der Metastase das gleichzeitige Vorhandensein eines sekundaren Krankheitsherdes, der
sich aus einem primaren Tumor entwickelt hat und nicht mit einem simultanen Karzinom verwechselt
werden darf (Moch et al., 2019). Der Ursprung der Metastase liegt beim Primartumor, was histologisch
zu sichern ist. Prinzipiell konnen Metastasen in jeder Region des Korpers auftreten. Es gibt
verschiedene Typen von Metastasen, welche hauptsachlich durch die Klassifizierung der raumlichen
Ndhe zum Primartumor definiert sind. Man unterscheidet zwischen lokalen und regionaren
Metastasen sowie Fernmetastasen (Moch et al., 2019). Der Prozess der Metastasenbildung ist komplex
und beginnt mit dem Herauslésen der Tumorzellen aus dem Zellverband und der Invasion in
nahegelegene Blut- oder LymphgefdRe (lokale Invasion). Die Zellen kdnnen nun mit dem Blut- oder
Lymphfluss an jeden Ort im Korper gelangen und aus dem GefaRsystem heraustreten (Extravasation)
(Abbildung 1) (Moch et al., 2019). Wenn an diesem Ort die Bedingungen fiir Ansiedelung geeignet sind,
kommt es zur Bildung von , Tumorzell-Knoten“ und Mikrometastasen (Hanahan und Weinberg, 2011)
(Abbildung 1). Je nach Primdrtumor und Metastasierungsweg kénnen bevorzugte Organsysteme
benannt werden, in welchen eine Metastasierung relativ wahrscheinlich ist (Pfortader-Typ vs. Cava-
Typ) (Moch et al.,, 2019). Aufgrund dieser typischen Metastasierungsmuster bei bestimmten

Tumorentitdten werden potenzielle Manifestationsorte im sogenannten Staging untersucht. Staging-
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Untersuchungen dienen der Klassifizierung der Erkrankung und ihrer Ausbreitung im Kérper nach dem
Tumour site and size- Lymph node- Metastasis spread (TNM) -Schema, welches von der Union for
International Cancer Control (UICC) regelmaRig fur jede Tumorentitat aktualisiert wird. Ein Staging
schlieRt sich in der Regel nach der histologischen Sicherung einer malignen Neoplasie an und umfasst

unter anderem bildgebende Verfahren.

Primartumor

Mikrometastase

Makroskopisch sichtbare
Metastase

Abbildung 1: Schematische Darstellung der méglichen Metastasenbildung bei malignen Tumoren

Zu Beginn erfolgt ein lokal begrenztes Tumorwachstum, wodurch die Tumormasse wachst. Wahrend
dieses Prozesses kdnnen sich Zellen aus dem Zellverband 16sen und lokale Absiedelungen bilden, von
denen aus sie weiter in die Blutzirkulation gelangen kénnen. Uber den Blutweg kénnen diese Zellen zu
allen moglichen Orten im Korper gelangen und bilden an den Orten Metastasen, an denen die fir sie
besten physischen Bedingungen bestehen. Abbildung modifiziert nach Saxena und Kollegen (Saxena und

Christofori, 2013).

Nach heutigen diagnostischen Standards wird die fir die Klassifizierung nach TNM notwendige
Diagnostik nicht-invasiv anhand bildgebender Verfahren wie beispielsweise Computertomographie
oder Sonographie durchgefiihrt. Jedoch sind diese Methoden in ihrer Aussagekraft besonders in sehr
frihen Stadien limitiert und kdnnen beispielweise im Bereich der Leber Metastasen erst ab einer GroRe

von < 1 cm detektieren (Okasha et al., 2021). Sobald ein Tumor jedoch Metastasen ausgebildet hat,

11



sinkt die Wirksamkeit standardisierter und individuell entwickelter Therapiekonzepte deutlich. Selbst
wenn der Primartumor sensibel auf ein etabliertes Therapieregime reagiert, kann es durch
Metastasenbildung trotzdem zu einem Therapieversagen kommen (Qiu et al., 2016). So konnte bei
Uber 200 antiproliferativen Wirkstoffen gezeigt werden, dass diese ihre Wirkung bei Metastasierung
des Primartumors verlieren (Qian et al., 2017). Aufgrund dieser Tatsache ist es notwendig, Metastasen
so friih wie moglich zu erkennen und die Biologie der Metastase in die Entwicklung des
Therapieregimes miteinzubeziehen. Am effektivsten scheint es also, Metastasen nicht erst dann zu
detektieren, wenn sie manifest geworden sind, sondern bereits die Tendenz des Primartumors zu
kennen, ob Metastasen ausgebildet werden konnten. Bei bestimmten Tumorentitaten kann zu diesem

Zweck die Untersuchung einer Blutprobe auf Tumormarker sinnvoll sein.

2.2 Biomarker und Prazisionsmedizin, Liquid Biopsy

In der modernen Tumortherapie wird der Ansatz der personalisierten Medizin verfolgt, um fiir jeden
Patienten ein individuelles Therapieregime zu entwickeln. Eine individuelle Therapieanpassung kann
beispielsweise durch die Untersuchung von Mutationen im Bereich des humanen epidermalen
Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, Her-2/neu) bei Brustkrebs
(Breast Cancer, BC) oder des Programmed Cell Death 1 Ligand 1 (PD-L 1) - Status bei malignen
Neoplasien verschiedener Gewebe erfolgen. Durch molekulargenetische Analysen des Tumors soll
eine bessere Anpassung der Therapie erfolgen und dadurch eine Steigerung der Lebensqualitat unter
Therapie und eine Verlangerung des Gesamtiiberlebens erreicht werden (Bundesministerium fir

Bildung und Forschung, 2022).

Um eine exakte Abschatzung des individuellen Krankheitsverlaufs vornehmen zu koénnen, sind
prognostische Biomarker hilfreich. Hierunter versteht man beispielsweise das Prostata-spezifische
Antigen (PSA) bei Tumoren der Prostata. Besonders wichtig ist in diesem Zusammenhang der
Ausgangswert des Markers und die Dynamik seiner Expression Uber einen bestimmten Zeitraum. Die
Expression solcher Marker kann entweder im Tumorgewebe selbst nachgewiesen werden, wie bei PD-
L1 oder Her-2/neu, oder aber im Blut bestimmt werden, wie bei PSA Uber eine so genannte
Flussigbiopsie (Liquid Biopsy, LB). Um Gewebe zu untersuchen, ist die invasive Biopsie am Primartumor
oder der Metastase die Methode der Wahl. Dies ist mit einem operativen bzw. invasiven Eingriff

verbunden und somit meist nur einmalig und nicht in allen Situationen moglich.

Alternativ zur Gewebebiopsie kann relevantes Probenmaterial auch durch eine Liquid Biopsy
gewonnen werden. Eine Liquid Biopsy entspricht einer Entnahme von Korperflissigkeiten wie Blut oder
Urin; besonders im Zusammenhang der Tumordiagnostik stellt die Liquid Biopsy von Patientenblut eine

sichere, minimalinvasive Methode dar, die einfach und schnell durchzufiihren ist (Chen et al., 2019).
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Liquid Biopsy aus Patientenblut ermoglicht eine Analyse der Tumorbiologie in regelmaligen
Abstanden, sowie die Detektion von (neu aufgetretener) Heterogenitat im Vergleich zum Primartumor
oder bekannten Metastasen (Abbildung 2) (Rodriguez et al., 2021). Somit kann eine bessere Anpassung
des Therapieregimes bei verdandertem genetischem Profil der analysierten Zellen erfolgen (Diaz und
Bardelli, 2014), was eines der obersten Ziele der personalisierten Medizin in greifbare Nahe bringt: das
exakte Monitoring des Krankheitsprogress und die Anpassung der Therapie (Arnedos et al., 2015). Dies
kann hingegen mit Biopsien aus einem soliden Tumor weniger verlasslich erreicht werden, da nur eine
Aussage zu den Zellen des untersuchten Gewebes gemacht werden kann (Heitzer et al., 2013;
Vaidyanathan et al., 2018). Zudem gibt es bei der Entnahme einer Gewebebiopsie auch einen Einfluss

durch den Proben enthnehmenden Untersucher.

Gewebebiopsien

Tumorge.:webe .
assoziierte —> \N NN \

T U WES der Biopsie und

‘ ’ der cfDNA

P

Analysen ohne

(= - M
¢
spezifischen | _ 0'\ \0 Q&Y
Bezug zur . b

Gewebebiopsie Analyse der
Leukozyten und der

CTCs cfDNA
Extrazellulédre
Vesite RNRNGVRX
Metabolite Methylierungsanalysen
mRNA der cfDNA

Abbildung 2: Entnahme einer Liquid Biopsy aus Patientenblut und ihre Anwendungsmoglichkeiten

Durch eine Liquid Biopsy aus Patientenblut ist es méglich, verschiedene Analyte zu untersuchen, die sich
in der Blutprobe befinden. Hierzu gehdren CTCs genauso wie cfDNA und mRNA, welche alle weiteren
molekulargenetischen Untersuchungen unterzogen werden konnen. Zuséatzlich kdnnen beispielsweise
CTCs dazu benutzt werden, Zellkulturen zu etablieren oder antiproliferative Tumortherapeutika in vitro
zu testen. Ebenfalls ist es moglich, die Ergebnisse direkt mit einer Gewebebiopsie des Tumors zu
korrelieren oder sie ohne ein entsprechendes Korrelat zu bewerten. Modifiziert nach Rolfo und Kollegen

(Rolfo und Russo, 2020).

Ein wichtiger Analyt in der Liquid Biopsy aus Patientenblut, mit dem sich unter anderem die Tendenz
zur Metastasenbildung bei soliden Tumoren abschéatzen lasst, ist der Gehalt an zellfreier DNA (Cellfree

DNA, cfDNA) bzw. zirkulierender Tumor-DNA (Circulating Tumour DNA, ctDNA) im Blut (Bronkhorst,
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Ungerer, and Holdenrieder 2019). cfDNA beziehungsweise ctDNA gelangt unter anderem aufgrund von
erhohten Mitose- und Apoptoseraten der Tumorzellen in die Blutzirkulation (Silvestris et al., 2017).
Weitere wichtige Analyte in der Liquid Biopsy aus Patientenblut sind mikroRNAs (microRNA, miRNA),
Tumour Educated Platelets (TEP), Exosomen (Poulet et al., 2019) und CTCs (Maheswaran and Haber,
2015). All diese unterschiedlichen Analyte kénnen theoretisch aus einer einzigen Blutprobe gewonnen

und analysiert werden (Rodriguez et al., 2021).

2.3 Zirkulierende Tumorzellen

CTCs sind Zellen, welche sich aus dem Verband eines soliden primadren Tumors oder dessen Metastase
herausgel6st haben und an einem anderen Ort im Korper unter bestimmten Bedingungen Metastasen
bilden kdnnen (Barriere et al., 2014). Sie haben eine Uberlebensdauer von ca. zwei bis drei Stunden in

peripherem Blut und eignen sich als Analyt einer Liquid Biopsy aus Patientenblut (Lemma et al., 2021).

Die Analyse von CTCs kann nicht nur Informationen beziglich der Therapieauswahl liefern, sondern
auch zum Therapie-Monitoring beitragen (Poulet et al., 2019) und zur in vitro Sensitivitatstestung
gegeniber antiproliferativer Medikation eingesetzt werden (Hyun et al., 2016). Dariber hinaus wurde
gezeigt, dass die Anzahl von CTCs in einer Blutprobe nachweislich als unabhangiger prognostischer
Parameter beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens (Progression Free Survival, PFS) und des
Gesamtliberlebens (Overall Survival, OS) bei Tumorpatienten dienen kann (Bidard et al., 2014). So
waren ein Gehalt von weniger als 5 CTCs pro Blutprobe beim metastasierten Mammakarzinom
(Cristofanilli et al., 2005) und ein Gehalt von weniger als 3 CTCs pro Blutprobe nach Therapiebeginn
bei metastasiertem Prostatakarzinom (Prostate Cancer, PC) mit einer signifikanten Steigerung des
Gesamtliiberlebens korreliert (de Bono et al., 2008; Goldkorn et al., 2014; Okegawa et al., 2014;

Vogelzang et al., 2017).

Die Existenz von CTCs wurde erstmalig in der Mitte des 19. Jahrhunderts beschrieben (Plaks et al.,
2013; Lianidou, 2014). Jedoch dauerte es noch bis in die 1970er Jahre, bis molekulare Beobachtungen
an diesem Zelltyp durchgefiihrt wurden, die das metastatische Potential herausstellten (Fidler, 1973;
Lione und Bosmann, 1978) und erst mit Beginn des 21. Jahrhunderts konnte das ganze pathogene

Potential dieses Tumorzell-Subtyps bewiesen werden.

CTCs kommen meist in sehr niedrigen Konzentrationen im Blut vor (ca. 1 CTC pro 10° bis 107 periphere
Blutmonozyten (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs)) (Alix-Panabiéres, 2012), besonders bei
Patienten ohne manifeste Metastasierung (Rink et al., 2012; Rack et al., 2014), und sind mit dem
Vorliegen einer malignen Tumorerkrankung korreliert (Menarini Silicon Biosystems Inc., 2022). In einer
Metaanalyse definierten Vasseur und Kollegen, dass bei metastasierten Tumoren ca. 3-5 CTCs/7,5 ml

Blut mittels CellSearch® (Menarini Silicon Biosystems Incorporation, Huntington Valley) detektiert
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werden konnen (Vasseur et al.,, 2021). Dartber hinaus kann, abhangig von der urspriinglichen
Tumorbiologie, beobachtet werden, dass CTCs entweder als einzelne Zellen oder in Clustern im Blut

zirkulieren (Rodriguez et al., 2021).

Viele verschiedene Forschungsgruppen zeigten, dass die Gen- und Proteinexpression von CTCs sehr
unterschiedlich zum eigentlichen Ursprungsgewebe sein kann. Diese Verdanderung des Phanotyps wird
unter anderem durch epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) beziehungsweise mesenchymale-
epitheliale Transition (MET) bedingt (Thiery et al., 2009). Diese Prozesse haben einen groRen
Stellenwert in der physiologischen Zelldifferenzierung (Abbildung 3), aber auch in der Pathogenese von

Tumoren (Thiery et al., 2009).

Entwicklung von Geweben
Forderung Gastrulation
Bildung der Neuralleiste

EMT

Geweberegeneration
EMTII Geweberegeneration

Initiierung und Fortdauern der

MET Wundheilung
Bildung von Myofibroblasten

Mesenchymale Zellen

v

Epitheliale Zellen

Zelleigenschaften

Platt, isoprismatisch oder prismatisch Zelleigenschaften
Dicht aneinander stehend Herabgesetzte interzellulire Adhasion Bildung manifester Metastasen
Immobil Verlust der apiko-basalen Polaritit maligner Tumoren
Apiko-basale Polaritat Mobilitdtssteigerung
Markerproteine Markerproteine
E-Cadherin N-Cadherin
Claudin Vimentin
Occludin Fibronectin
Z0-1 FSP-1
Mucl R-Catenin
Abbildung 3: Schematische Darstellung von EMT und MET mit zelluldren Eigenschaften, Einfluss auf Physiologie und

Tumorbiologie sowie typische Markerproteine

EMT kann sowohl im physiologischen, als auch im pathologischen Kontext aktiviert werden. Hierdurch
verandern sich Zellmorphologie und Genom, was den Zellen einen Zuwachs an Mobilitdt ermoglicht und
Migration férdert. ZO-1: Zonula Occuldens-1. Mucl: Mucin 1. FSP-1: Fibroblasten spezifisches Protein 1
(fibroblast specific protein 1). Modifiziert nach Debnath und Kollegen (Debnath et al., 2022).

Im Hinblick auf CTCs sind EMT und MET deshalb von Bedeutung, da durch beide Prozesse der
urspriingliche Phanotyp der Tumorzellen verandert werden kann (Roche 2018). Diese Verdanderungen
kénnen zu starken Unterschieden in Bezug auf die Tendenz zur Bildung von Metastasen oder invasivem
Wachstum im Vergleich zum Priméartumor fiihren (Valdés et al., 2002; Chaffer und Weinberg, 2011).
Durch EMT verlieren epitheliale Zellen Zell-Zell-Kontakte (Pantel et al., 1998), wodurch sich ihre apiko-

basale Polaritat auflést (Thiery, 2002) und sie den Zellverband verlassen kénnen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Allgemeine Charakteristika von EMT in malignen Tumoren

Der Ubergang von epithelialem zu mesenchymalem Phanotyp ist hauptsichlich durch Verlust der Zell-
Zell-Kontakte (Tight junctions und Adherent junctions) und durch Verlust der Zellpolaritat
gekennzeichnet. Beides wird durch eine spezielle Mikroumgebung des Tumors gefordert. Hierdurch
erlangen die Zellen die Fahigkeit, Migration zu betreiben und in andere Gewebe einzudringen. Durch
Hochregulierung mesenchymaler Markerproteine wie SNAIL 1/2 oder Twist kommt es zu einem Verlust
von E-Cadherin, was in einer verstarkten Expression von N-Cadherin resultiert. Diese ist positiv mit

infiltrierendem Verhalten von Tumorzellen und Metastasenbildung korreliert. Modifiziert nach Li und

Kollegen (Li et al., 2018).

Auf diese Weise konnen die Zellen, zum Beispiel mit dem Blutstrom, zu anderen Organsystemen des
Korpers gelangen (Joosse et al., 2015), was die initiale Bildung von Metastasen erleichtert (Thiery,
2002). MET ist als umgekehrter Schritt zu EMT zu verstehen und beginstigt die Extravasation von

CTCs. Fiir die Bildung manifester Metastasen sind EMT und MET also von gleichwertiger Bedeutung

(Abbildung 5) (Bakir et al., 2020).
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Abbildung 5: MET und EMT in malignen Tumoren

MET erméglicht die Extravasation der Tumorzellen und dadurch die Bildung manifester Metastasen in

einer geeigneten Mikroumgebung. Modifiziert nach Samatov und Kollegen (Samatov et al., 2013).

Sowohl EMT als auch MET kénnen also Einfluss auf die Metastasierung epithelialer Tumoren
nehmen. Eine mogliche Ursache fir die Aktivierung von EMT kann Hypoxie in der (Mikro-) Umgebung
des Primartumors sein, welche haufig aufgrund der schnellen Tumorzellproliferation ohne
ausreichende Nahrstoffversorgung entsteht (Nowak und Bednarek, 2021). Hypoxie induziert Gber
den hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) die Transkription von SNAIL und TWIST, die auch fir die
Aktivierung von EMT verantwortlich sein kénnen (Moreno-Bueno et al., 2008). Eine andere maogliche
Ursache, EMT zu initialisieren, stellt die vermehrte Expression des Epithelialen Wachstumsfaktors
(epithelial growth factor, EGF) dar. Dies ist im physiologischen Kontext von groRer Wichtigkeit, wurde

aber genauso bei der Entstehung des Mammakarzinoms beobachtet (Gao et al., 2016).

In Bezug auf die Wirksamkeit antiproliferativer Therapien stellen EMT und MET ebenfalls relevante
Einflussfaktoren dar. Zum einen kdnnen Veranderungen der Zelleigenschaften durch EMT oder MET
den Eintritt der Zelle in Seneszenz oder Apoptose verdandern und so die Wirksamkeit der
medikamentdsen Therapie herabsetzen (Yang et al., 2006). Zum anderen kann es durch EMT zu
Veranderungen in wichtigen Onkogenen kommen. Hierzu zdhlen unter anderem die erhdhte
Expression von HER2/neu beim Mammakarzinom (Wan et al., 2013) oder Mutationen im KRAS-Gen,
wodurch der Signalweg des epithelialen Wachstumsfaktor Rezeptors (epithelial growth factor
receptor, EGFR) gestort wird und bei Patienten mit kolorektalem Karzinom (colorectal cancer, CRC)
Antikorpertherapien unwirksam machen kann; HER2/neu und EGFR sind Hauptziele von aktuell

leitliniengerechten Antikorpertherapien des Mammakarzinoms beziehungsweise des kolorektalen
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Karzinoms (Wan et al.,, 2013). Dartber hinaus kann durch die genomische Heterogenitat und
Instabilitat vieler Tumoren ein unterschiedliches genomisches Profil in CTCs und Metastasen zu
verschiedenen Beobachtungszeitpunkten der Erkrankung resultieren (Gasch et al., 2013). Im Endeffekt
kann dies einen Wirkverlust der Therapie bedingen (Douillard et al.,, 2013; Peeters et al., 2013).
Dadurch lasst sich zeigen, dass ein regelmaRiges Monitoring von CTCs, beispielsweise durch eine Liquid

Biopsy von Patientenblut sinnvoll sein kann, um eine Anpassung des Therapieregimes vorzunehmen.

2.4 Korrelation zwischen CTC-Anzahl im Blut, Tumorstadium und Uberleben

In vielen Arbeitsgruppen wurde gezeigt, dass die Anzahl von CTCs in einer Blutprobe nicht bei jeder
Tumorentitat gleich ist und je nach Tumorstadium schwankt. Bei Tumoren ohne Nachweis einer
Metastasierung konnten bei verschiedenen Tumorentitdten selten mehr als 1 CTC/7,5 ml Blut
detektiert werden (Vasseur et al., 2021). Bei metastasierten Tumoren wurde jedoch oft eine héhere
CTC-Konzentration im Blut gefunden. Bei allen Subtypen des Bronchialkarzinoms wurden haufig mehr
als 50 CTCs/7,5 ml Blut gefunden (Hou et al., 2012) und bei metastasiertem Mammakarzinom wurden
in einer Arbeit sogar 84 CTCs/7,5 ml Blut detektiert (Allard et al., 2004). Es kann also eine Korrelation
zwischen CTC-Gehalt pro Blutprobe und Tumorstadium gezogen werden. Nichtsdestotrotz sollte in
diesem Zusammenhang die Entnahmestelle der Liquid Biopsy von Patientenblut beachtet werden. Wie
bei einer Gewebebiopsie kann die Liquid Biopsy von Patientenblut an verschiedenen GefaRen und in
verschiedenen Situationen durchgefiihrt werden, was Auswirkungen auf das Ergebnis haben kann. So
wurde gezeigt, dass bei Patienten mit Bronchialkarzinom in peripherem Blut wenig CTCs zu detektieren
sind (1-4 CTCs/7,5 ml Blut), die Anzahl jedoch stark ansteigen kann (1-3093 CTCs/7,5 ml Blut), sobald
die Liquid Biopsy von Patientenblut aus einer tumornahen Lungenvene durchgefiihrt wird (Crosbie et

al., 2016).

Fiir die meisten groRen Tumorentitaten wurde gezeigt, dass CTCs regelmaRig im Blut zu finden sind.
Beispielsweise wurden CTCs beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) in 70-95% aller
untersuchten Proben nachgewiesen (Hou et al., 2009; Hou et al., 2011; Hiltermann et al., 2012; Naito
et al., 2012; Shi et al., 2013; Huang et al., 2014; Igawa et al., 2014; Normanno et al., 2014; Zhang et al.,
2014; Cheng et al., 2016). Dabei wurde gezeigt, dass ein Gehalt von 2 bis 5 CTCs pro 7,5 ml Blutprobe
sowohl mit einem verringerten progressionsfreien Uberleben, als auch mit einem reduzierten
Gesamtiiberleben assoziiert ist. Foy und Kollegen stellten in einer multizentrischen, europaweiten
Studie heraus, dass ein pratherapeutisch bestimmter CTC-Gehalt von > 15 Zellen/7,5 ml Vollblut mit
einem verringerten progressionsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben einhergeht, was als
unabhangiger prognostischer Marker eingesetzt werden kann (Foy et al., 2021). Erwahnenswerter

Weise war dieses Ergebnis in allen moglichen Krankheitsstadien zu beobachten.
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Ebenfalls fir das Mammakarzinom wurde gezeigt, dass bereits im initialen Tumorstadium CTCs
vorhanden sein kbnnen (Barriere et al., 2012), obwohl klinisch keine Metastase gefunden worden war.
Die Detektion mit herkdmmlichen bildgebenden Verfahren erfasst Tumoren erst ab einem Zellvolumen
von ca. 10° Zellen (Alix-Panabiéres und Pantel, 2014) und der Nachweis von CTCs scheint in einem
solchen Fall sehr erstrebenswert, um friihestmogliche Diagnostik und eine zielgerichtete Therapie
einzuleiten. Thery und Kollegen bestatigten dies und zeigten dariiber hinaus, dass sowohl bei einem
Tumorstadium mit NO in 21% der Félle, als auch bei einem Tumorstadium N1 oder gréRer in 24% der
Falle CTCs nachweisbar waren (Thery et al., 2019). Dies unterstitzt die Annahme, dass ein erhéhter
CTC-Gehalt auf einen klinisch inapparenten Tumorprogress hinweisen kann (Lin et al., 2021) und zeigt

das grolRe prognostische Potential von CTCs selbst in niedrigen Tumorstadien dieser Entitat.

Im Fall des kolorektalen Karzinoms wird Patienten mit héherem Tumorstadium die Anwendung von
kombinierter chirurgischer und Chemotherapie empfohlen. Bei Patienten mit dieser Fallkonstellation
wurde gezeigt, dass der Nachweis von CTCs nach Abschluss des gesamten Therapieregimes mit einem
verringerten krankheitsfreiem Uberleben korreliert ist (Lu et al., 2013; Sotelo et al., 2015). Fiir nicht
metastasierte kolorektale Karzinome bestatigten Lu und Kollegen in einer Metaanalyse ein
verringertes progressionsfreies Uberleben, sobald CTCs im peripheren Blut zu detektieren waren,
sowohl vor als auch nach operativer Entfernung des Tumors (Lu et al., 2017). Generell Isst sich sagen,
dass mehr als 3 CTCs pro 7,5 ml Vollblut mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind, besonders bei
metastasiertem kolorektalem Karzinom (Krebs et al., 2015), und eine generell erhéhte Anzahl von CTCs
im metastasierten Stadium als unabhangiger prognostischer Faktor fiir progressionsfreies und
Gesamtiiberleben gesehen werden kann (Huang et al.,, 2015). Des weiteren zeigten Krebs und
Kollegen, dass in metastasierter Situation mit > 3 CTCs/7,5 ml Vollblut eine intensivierte adjuvante
Therapie durchgefiihrt werden sollte, da Patienten mit erhéhtem CTC-Gehalt und intensivierter
Therapie ein verbessertes progressionsfreies und Gesamtiiberleben aufwiesen als Patienten mit < 3
CTCs/7,5 ml Vollblut und ebenfalls intensivierter Therapie (Krebs et al., 2015). In einer klinischen
Untersuchung an 17 Patienten mit malignen Neoplasien des Gastrointestinaltrakts wurde
infolgedessen gezeigt, dass ein Monitoring des CTC-Gehalts zu Therapiebeginn und am 28. Tag ein
verbessertes progressionsfreies und Gesamtiiberleben durch friihzeitige Therapieanpassung bedingen

kann (Pernot et al., 2017).

Ahnliche Ergebnisse finden sich fiir das Prostatakarzinom. Es wurde mehrfach gezeigt, dass bei einem
erhéhten CTC-Gehalt von > 5 CTCs/7,5 ml Vollblut das Gesamtiiberleben vermindert ist. Besonders
wurde dies mit ansteigendem Tumorstadium beobachtet (Okegawa et al., 2014; Goldkorn et al., 2014)

und es wurde konkret eine positive Korrelation zwischen zunehmender CTC-Anzahl pro Vollblutprobe,
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steigendem PSA-Wert und hohem TNM-Stadium gezeigt (Saad und Pantel, 2012; Folkersma et al.,
2012).

Es lasst sich also feststellen, dass mit steigender CTC-Anzahl pro Blutprobe auch ein zunehmendes
Tumorstadium assoziiert ist. Damit einhergehend ist ein verschlechtertes progressionsfreies
Uberleben und vermindertes Gesamtiiberleben mit steigendem Tumorstadium zu erwarten. Eine CTC-
Detektion zu Beginn, wahrend und nach einer antiproliferativen Therapie kann Aufschllsse Uber die
mogliche Wirkung der Therapie geben und sollte in die Therapieentscheidung miteinbezogen werden,

auch wenn hierzu aktuell noch keine Leitlinienempfehlung existiert.

2.5 lsolation und Detektion von CTCs

CTCs unterscheiden sich von anderen Blutzellen zum einen durch ihre biologischen Eigenschaften wie
der Expression von Oberflachenproteinen, und zum anderen durch ihre physikalischen Eigenschaften

wie GroRe, Dichte, elektrischer Ladung und physischer Plastizitat (Alix-Panabieres und Pantel, 2014).

2.5.1 Isolation von CTCs

Zur Isolierung und Detektion von CTCs kdnnen sowohl biologische als auch physikalische Eigenschaften
genutzt werden und gegebenenfalls kombiniert zum Einsatz kommen (Yang et al., 2021). Die Isolierung
von CTCs durch eine Dichtegradientenzentrifugation nutzt die spezifische Dichte dieses Zellsubtyps.
Blut besteht zum einen aus Blutplasma und zum anderen aus festen Blutbestandteilen: Erythrozyten
(Red Blood Cells, RBCs), Leukozyten und Thrombozyten. Alle Blutzellen entwickeln sich aus
pluripotenten Stammzellen, die sich weiter differenzieren; Erythrozyten und Thrombozyten sind in
ihrer endgililtigen Differenzierung kernlos und wie alle anderen Blutzellen nicht teilungsfahig. Zu den
Leukozyten gehdren Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten (Reynés et al., 2018), mit welchen
sich CTCs nach einer Dichtegradientenzentrifugation in einer Phase befinden (Yang et al., 2021). Fir
die Dichtegradientenzentrifugation wird haufig eine Ficoll-Paque®-L6sung verwendet, um PBMCs von
den anderen Blutbestandteilen zu trennen (Weitz et al., 1998). Nach Anreicherung der PBMC-Fraktion
durch Zentrifugation schlieRen sich weitere spezifische Isolierungsschritte an, um die CTCs von den
PBMCs zu trennen. Eine haufig verwendete Methode zur CTC-Isolierung, die auf
Dichtegradientenzentrifugation beruht, ist das RosetteSep™-System (StemCell™ Technologies,
Vancouver, Kanada). Hier wird die Dichtegradienten-Zentrifugation mit einer Antikérperreaktion
kombiniert und so PBMCs mit RBCs gemeinsam von CTCs getrennt; die Fraktion der PBMCs und RBCs
wird verworfen und (brig bleiben die CTCs (Prinzip der negativen Selektion) (He et al., 2008; Wu et al.,

2017).

Eine weitere Moglichkeit, CTCs zu isolieren, ist die GroRenselektion Gber Mikrofilter, welche Blutzellen

passieren lassen und CTCs zurlickhalten. Auch in diesem Fall existieren verschiedene Verfahren, die
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eingesetzt werden. ISET® (Rarecells Diagnostics, Paris, Frankreich) und ScreenCell® (ScreencCell,
Sarcelles, Frankreich) nutzen eine Filtermembran, um die lebenden CTCs aus einer Probe zu isolieren
und fiir weitere Analysen zu verwenden (Desitter et al., 2011). Das Pasortix®-System (Angle
Biosciences, Toronto, Kanada) ist eine weitere Isolationsmethode, die auf GréRenselektion basiert,
wobei hier ein mikrofluidischer Chip verwendet wird, der neben der Grofle auch die plastische
Verformbarkeit der Zellen berlcksichtigt. Zudem konnen die isolierten Zellen direkt in dem

mikrofluidischen Chip gefarbt werden (Xu et al., 2015; Hvichia et al., 2016; Dabighi und Toghraie, 2020).

Fiir die haufigen malignen Neoplasien der Mamma, des Kolons und des Bronchialbaumes mit allen
Subtypen, sowie flr das Ovarialkarzinom (Ovarial Cancer, OC) wurden CTCs durch verschiedene
Methoden nachgewiesen und es zeigte sich ebenfalls ein prognostischer und teilweise sogar
diagnostischer Nutzen (Lu et al., 2016). Die Methoden, die am ausfiihrlichsten betrachtet wurden,
sind neben dem markerabhangigen CellSearch®-System (Cristofanilli et al., 2004), Pasortix® (Habli et
al., 2020) und ISET® (Farace et al., 2011). Diese wiesen bei allen groRen Tumorentitdten eine
Sensitivitat und Spezifitat von 70% und mehr auf. Darliber hinaus existieren noch viele weitere, meist
jedoch markerabhangige Systeme, welche zusatzlich oft zu gering spezifisch sind und nicht selten nur
an einer Tumorentitat getestet wurden. Zusammenfassend ist auffallig, dass die aktuell in der
klinisch-theoretischen Praxis angewendeten Methoden markerabhangig sind und eher zur
Prognosestellung beitragen als zur Diagnosesicherung (Alimirzaie et al., 2019). Letztere wird noch
Uber herkdmmliche Bildgebung in Kombination mit tumorunspezifischen Biomarkern gestellt.
Besonders interessant ist die Tatsache, dass unterschiedliche Detektionsmethoden fiir CTCs eines
metastasierten und nicht-metastasierten Subtyps derselben Tumorentitat existieren. Dies wurde
beispielsweise mehrfach fiir CellSearch® gezeigt, welches nur fiir metastasierte Karzinome der

Mamma, des Kolons und der Prostata zugelassen ist (Yang et al., 2021).

2.5.2 Detektion von CTCs

Neben der Isolation wird die Bindung von Antikdrpern an spezifische CTC-Markerproteine fir die
Detektion von CTCs genutzt. Das erste System, das diese Vorgehensweise nutzte, um CTCs des
metastasierten Mamma-, kolorektalen und Prostatakarzinoms zu detektieren, war das CellSearch®-
System (Menarini Silicon Biosystems, Castel Maggiore, Italien) (Yang et al., 2021). Es galt lange Zeit als
der Goldstandard im Bereich der CTC-Detektion, da es das einzige System war, welches von der
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen worden war und als Referenz fiir jede
neue Methode am Markt herangezogen wurde (Pantel et al., 2009; Hofman et al., 2011; Andreopoulou
et al, 2012). CellSearch® isoliert epitheliale CTCs anhand ihrer Expression des epithelialen
Zelladhasionsmolekiils (Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM)) und nutzt anschlieBend die

Expression von Cytokeratin (CK) 8, 18 und 19, sowie dem PBMC-spezifischen Oberflachenprotein
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Cluster of Differentiation 45 (CD45) zur Detektion der CTCs. Die Isolation erfolgt hierbei durch
Antikorper, welche an magnetische Partikel gebunden sind (Abbildung 6). Neben der
Antikorperfarbung wird zuséatzlich eine Kernfarbung mittels 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
durchgefiihrt (Yang et al., 2021). Als Nachteile des CellSearch®-Systems gilt, dass es abhangig von der

EpCAM-Expression der Tumorzellen ist und dass die analysierten Zellen nicht mehr vital sind.

CTCs:
EpCAM*
CK* .
Mit DAPI gefarbter Zellkern

! ‘ CD45- " Magnetische Extraktion:
i Anti- EpCAM
‘ Anti-CD45
Leukozyten: Anti-CK
Mit DAPI gefarbter Zellkern
cDas*
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Funktionsweise von CellSearch®

Magnetische Selektion von EpCAM* /CK* sowie CD45- CTCs. In mehreren Zwischenschritten werden Giber
magnetische Krafte CD45* Zellen verworfen, sodass am Ende des Prozesses CD45- Zellen Ubrigbleiben,
welche durch EpCAM* /CK* am ehesten CTCs entsprechen. Modifiziert nach Miscoci und Kollegen
(Miscoci et al., 2018).

Lange Zeit empfahl die FDA fir die Detektion von CTCs das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil EpCAM
als Markerprotein (Mu et al., 2016). EpCAM ist ein wichtiges Molekiil in der Entstehung von Tumoren
und Metastasen, da es maRgeblich fir die physische Adharenz und somit auch fir die Kommunikation
zwischen den einzelnen Zellen eines Zellverbandes verantwortlich ist (Fagotto, 2020). Besonders hohe
Expressionsraten von EpCAM sind in embryonalen Zellen zu finden. Die Expression sinkt, sobald die
Zelle in einen entdifferenzierten Zustand eingeht (Trzpis et al., 2007; McDougall et al., 2015). Erhalten
Zellen einen Anreiz zur Proliferation, erhoht sich die Expression; dies wurde sowohl in gesunden als
auch in neoplastischen Geweben beobachtet (Cirulli et al., 1998; de Boer et al., 1999; Santin et al.,
2004). In Bezug auf maligne Neoplasien und CTCs ist die Hohe der EpCAM-Expression davon abhangig,
ob die Tumorzellen einen EMT- oder MET-Prozess durchlaufen haben (Thiery et al., 2009). Durch EMT
sinkt die Expression von EpCAM und die Zellen l6sen sich durch Verlust von Zell-Zell-Verbindungen
vermehrt aus ihrem Zellverband, was die Integritdt von Geweben schadigt. Zusatzlich verlieren die

ehemals epithelialen Zellen ihre apikale Polaritdat und konnen in den Blutstrom eintreten; dartber
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hinaus ermoglicht der mesenchymale Phanotyp unter anderem die initialen Schritte von
Metastasenbildung und hilft Zellen durch verdanderte DNA-Reparaturmechanismen, Apoptose zu
verhindern (Brabletz et al., 2021). Die CTC-Detektion Uber epitheliale Marker wird durch den EMT-
Prozess also deutlich erschwert. Jedoch muss bedacht werden, dass auch epitheliale Tumoren nicht
immer eine hohe EpCAM-Expression haben miissen. Went und Kollegen zeigten, dass von 131
untersuchten Tumorentitaten 98 EpCAM exprimierten, wohingegen bei den Ubrigen Entitaten keine
erhohte EpCAM-Expression nachzuweisen war (Went et al., 2004). Gleiches wurde ebenfalls fiir andere

epitheliale Marker wie CK demonstriert (Willipinski-Stapelfeldt et al., 2005).

Eine andere Protein-Familie, die typischer Weise in epithelialen Tumorzellen vermehrt exprimiert sein
kann und in Blutzellen nicht zu finden ist, sind CK. Sie sind ein Teil des Cytoskletts und dienen der
mechanischen Stabilisierung von Epithelien (Moll et al., 2008). Eine erhohte Expression von CK wurde
bei soliden, epithelialen Tumoren wie zum Beispiel beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
(Numata et al., 2020), bei verschiedenen Subtypen von Lebertumoren (Takahashi et al., 2021) oder

beim metastasierten Mammakarzinom (Joosse et al., 2012) beschrieben.

Besonders die Korrelation zwischen erhéhter Expression von CK und der Tendenz zur Metastasierung
machen diesen Marker zur Detektion und Charakterisierung von CTCs interessant. Bei EMT sinkt
typischerweise die CK-Expression, was die Migration und Intravasation von Tumorzellen férdert und
zur plastischen Diversitat von CTCs im Vergleich zu epithelialen Zellen beitragt (Gradilone et al., 2011;

Blick et al., 2010).

Als spezifischer Marker fir Blutzellen, speziell flir PBMCs, kann das CD45-Antigen zur Anwendung
kommen (Loken et al., 1990). Es wird haufig zur Differenzierung zwischen CTCs und Blutzellen bei der
negativen Selektion verwendet (Castro-Giner und Aceto, 2020). CD45 ist ein membranstdndiges
Protein, dessen intrazellularer Abschnitt eine Tyrosin-Phosphatase-Aktivitat aufweist. Es wird von allen
Leukozyten in unterschiedlichem Malie exprimiert, aber nicht von Erythrozyten oder Thrombozyten

(Rheinlander et al., 2018).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die phanotypische Diversitdt von CTCs, welche durch
biologische Prozesse wie EMT/MET entsteht und sich auf die Expression wichtiger Markerproteine
auswirkt, die Detektion und Charakterisierung von CTCs stark erschwert (Thiery et al., 2009). Aufgrund
dieser Einschrankungen ist die Etablierung einer markerunabhangigen Detektionsmethode fiir CTCs
ein wichtiger Schritt, um trotz dieser Diversitat so viele Zellen dieses Subtyps in einer Blutprobe wie

moglich zu erfassen.

23



2.6 Ploidie als ein Charakteristikum von Tumoren

2.6.1 Aneuploidie als mogliches Merkmal solider maligner Tumoren

Ein Charakteristikum von Tumorzellen ist Aneuploidie, die numerische Aberrationen ihrer
Chromosomen (Hedley et al., 1993). Aneuploide Zellen besitzen somit keinen diploiden
Chromosomensatz (2c), sondern ein Vielfaches hiervon und der Nachweis von Aneuploidie gilt als ein
Charakteristikum von malignen Neoplasien (Kops et al., 2005; Gordon et al., 2012). In tiber 90% aller
soliden Tumoren und 50% aller hamatologisch-onkologischen Erkrankungen wurde ein aneuploider
Chromosomensatz nachgewiesen (Vasudevan et al., 2021). Meist entsteht Aneuploidie durch fehlende
Trennung der Chromosomen wahrend der Mitose und tritt bei Tumorzellen haufig zusammen mit
chromosomaler Instabilitdt (chromosomal instability, CIN) auf (Bakhoum und Cantley, 2018). CIN
beschreibt eine fehlerhafte Aufteilung der Chromosomen wahrend der Mitose und ist haufig ein Grund
fir Aneuploidie; allerdings kann Aneuploide auch ohne das Auftreten von CIN existieren (McGranahan
et al., 2012). Carter und Kollegen beschrieben CIN als eine Vorstufe von Aneuploidie und zeigten, dass
CIN mit einem schlechteren klinischen Verlauf bei malignen Neoplasien des Bronchialsystems und der
Mamma assoziiert ist (Carter et al., 2006). Dartiber hinaus zeigten andere Forschungsgruppen, dass
CIN und Aneuploidie mit einem verringerten Gesamtiliberleben und verkiirztem krankheitsfreien
Uberleben (disease free survival, DFS) sowohl beim Bronchialkarzinom (Choi et al., 2009), als auch beim
kolorektalen Karzinom korrelieren (Walther et al., 2008; Gerling et al., 2011). Zusétzlich sind spezifische
Aneuploidie-Muster identifiziert worden, welche spezifisch fiir die Genese und das Wachstum von
malignen Tumoren sind (Carter et al., 2012; Zack et al., 2013; Ben-David et al., 2017; Taylor et al.,
2018).

In vielen unterschiedlichen Tumorentitdten korreliert Aneuploidie neben einem verringerten
krankheitsfreien Uberleben und einem verringertem Gesamtiiberleben ebenfalls mit einer erhdhten
Mortalitdt (Hedley et al., 1993; Sebo, 1995). In Deutschland wird Aneuploidie besonders zur
Differentialdiagnose des Prostatakarzinoms und von gynakologischen Tumoren (Borderlinetumoren
des Ovars, Dysplasien der Zervix uteri, Myelodysplasien) eingesetzt (Auffermann und Bécking, 1985;
Biesterfeld et al., 2001a; Biesterfeld et al., 2001b). Zusatzlich ist ein diagnostischer Nutzen fir
Tumoren des hepatobilidgren Systems und maligne Neoplasien der Bronchialschleimhaut
nachgewiesen (Krishnamurthy et al., 2001; Osterheld et al., 2005; Biesterfeld und Deacu, 2009).
Besonders fiir das Prostatakarzinom sind nicht nur diagnostische Zwecke (Baretton et al. 1993),
sondern auch die Anwendung im Therapiemonitoring beschrieben worden (Bécking, 2005). Fir
Neoplasien im Bereich der Mundhohle oder des Gebarmuttermundes konnte sogar eine

Friherkennung mittels DNA-Bildzytometrie (DNA Image Cytometry, DIC) durchgefiihrt werden (Grote
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et al., 2001; Remmerbach et al., 2001; Remmerbach et al., 2003; Maraki et al., 2004; Maraki et al.,
2006).

2.6.2 Aneuploidie als mogliches Merkmal von CTCs

Allerdings muss angemerkt werden, dass aneuploide Zellen regelmaRig auch in gesunden Geweben
vorkommen. Es wurde gezeigt, dass zum Beispiel 1-33% aller Neuronen (Rehen et al., 2001; Cai et al.,
2014; Knouse et al., 2014; van den Bos et al., 2016; Vitak et al., 2017) oder 1-50% aller Hepatozyten
(Duncan et al., 2012; Knouse et al., 2014) aneuploid sind. Jedoch sind diese Werte nur in soliden
Geweben gemessen worden; im Blut befinden sich nur im Rahmen einer hamatologischen
Grunderkrankung aneuploide Zellen (Weaver und Cleveland, 2006). Auch wenn Aneuploidie in einigen
soliden Geweben zumindest teilweise ein normaler Zustand zu sein scheint (Knouse et al., 2014),
wurde beispielsweise fiir Leber und Gehirn gezeigt, dass Erkrankungen und Fehlbildungen existieren,
die sicher mit Aneuploidie assoziiert sind (Poduri et al., 2012; Lee et al., 2012). Im Vergleich der oben
genannten Organsysteme zu malignen Tumoren mit nachgewiesener Aneuploidie besteht weiterhin
der grundlegende Unterschied, dass bei malignen Tumoren deutlich mehr Zellen mit Aneuploidie
gefunden wurden. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass in soliden Neoplasien unterschiedlicher
Entitdten mehr als 99% aller getesteten Zellen aufgrund von CIN aneuploid waren (Baretton et al.,
1993; Bocking, 2005; Weaver und Cleveland, 2006). Aneuploidie ist also besonders bei soliden

Tumoren ein wichtiges und wiederkehrendes Merkmal.

Aneuploidie ist nicht nur ein Merkmal von Zellen, die sich im Zellverband solider Neoplasien oder deren
Metastasen befinden. Dass Zellen, die sich aus einem aneuploiden malignen Tumor l6sen und in die
Blutbahn wandern, ebenfalls einen aneuploiden DNA-Gehalt haben, zeigten Lin und Kollegen durch
den Nachweis von aneuploiden CTCs und aneuploiden zirkulierenden endothelialen Zellen (Circulating
Endothelial Cells, CECs) in Liquid Biopsies aus peripherem Patientenblut (Lin et al., 2017a). Ye und
Kollegen zeigten dies ebenfalls flir weitere unterschiedliche maligne Neoplasien wie dem Bronchial-
oder Hepatozellularem Karzinom (Ye et al., 2019). Blutzellen wie Erythrozyten, Thrombozyten und
Leukozyten sind in der Regel diploid und nur im Falle einer hamatologischen Grunderkrankung ist mit
Aneuploidie zu rechnen (Weaver und Cleveland, 2006; Williams und Amon, 2009). Allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass in 4-5% aller untersuchten Lymphozyten aus Liquid Biopsies aus peripherem
Patientenblut dlterer, gesunder Probanden auch Hypo- oder Hyperdiploidie vorliegt, ohne dass der
Nachweis einer manifesten Tumorerkrankung bestand (Jacobs et al., 1963; Nowinski et al., 1990).
William und Kollegen wiesen jedoch nach, dass diese Aneuploidie in Lymphozyten sehr oft die Vorstufe
einer malignen Tumorerkrankung darstellt (William et al., 2021) und es ist in diesem Zusammenhang
wichtig zu erwahnen, dass aneuploide CTCs im Blut nur in sehr seltenen Fallen hyper- oder hypodiploid

sind. Ye und Kollegen zeigten, dass CTCs in 84,6-95,6% aller untersuchten Blutproben verschiedener
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Tumorentitaten und -lokalisation tri-, tetra- oder polyploid sind (Ye et al., 2019). Zusétzlich
unterscheiden sich aneuploide Lymphozyten durch die Expression anderer extrazelluldrer
Markerproteine an ihrer Zelloberflaiche von CTCs, beispielsweise durch die Expression von CD3 und
CD8 (William et al. 2021) oder CD45 (Loken et al., 1990; Rheinldnder et al.,, 2018). Viele
Forschungsgruppen verwendeten aneuploide CTCs bisher fiir Genomanalysen, um durch besseres
Verstandnis der individuellen Biologie des Primarius und/oder der Metastase die Wirksamkeit einer
antiproliferativen Therapie zu optimieren (Oulhen et al., 2021). Dass bei Ploidieuntersuchungen von
CTCs hauptsachlich euploide Zellen detektiert wurden, die ebenfalls extra- oder intrazellulare
Merkmale von CTCs hatten, ist bisher nicht berichtet. Es scheint jedoch nicht von der Hand zu weisen,
dass in einer Liquid Biopsy aus peripherem Patientenblut nicht nur aneuploide CTCs zu finden sind. So
zeigten Ye und Kollegen, dass 10-13% der untersuchten Liquid Biopsies aus peripherem Patientenblut
zwar CTCs beinhalteten, allerdings wiesen diese keinen aneuploiden Phanotyp auf (Ye et al., 2019). Es
ist also anzunehmen, dass der GroRteil der detektierten CTCs aus peripherem Patientenblut aneuploid

ist, aber dennoch Ausnahmen existieren.

In der personalisierten Medizin wird der Nachweis aneuploider CTCs aus einer Liquid Biopsy aus
Patientenblut allein fiir prognostische Zwecke bisher nicht genutzt. Der Nachweis aneuploider CTCs
aus einer Liquid Biopsy aus Patientenblut erfolgt hauptsachlich mit Hilfe von Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (Fluorescence in situ Hybridisation, FISH), die zusatzlich mit Immunfluoreszenz
gekoppelt werden kann (iFISH) (Lin, 2018). iFISH verbindet den quantitativen Nachweis von CTCs und
charakterisiert sie anhand der Expression ihrer flir CTCs spezifischen extrazelludren
Oberflachenproteine (Lin, 2018), was Lin und Kollegen bereits mehrfach erfolgreich angewendet
haben (Lin et al., 1999; Lin et al., 2009; Ge et al., 2015; Lin, 2015; Lin et al., 2017). Diese Methode ist
besonders in Bezug auf die Charakterisierung der Zellen aussagekraftig, jedoch kann die Frage gestellt
werden, ob diese Informationen im Falle einer Screeninguntersuchung lberhaupt nétig sind. Ein
Screening soll sicher eine schnelle Aussage dariiber zulassen, ob eine gesuchte Erkrankung vorliegt
oder nicht (Morrison, 1993). Aneuploidie in CTCs kann hierzu beitragen und die Detektion von

Aneuploidie in CTCs aus einer Liquid Biopsy aus Patientenblut kann der passende Schritt hierfiir sein.

2.6.3 Detektion von Aneuploidie

Ein oft verwendetes Verfahren, durch welches Aneuploidie auf Einzelzellebene detektiert werden
kann, ist DNA-Bildzytometrie. Durch sie kann der DNA-Gehalt einer Zelle densitometrisch mittels
Kamera und Mikroskop erfasst werden. Die densitometrische Messung wird durch eine vorherige
Feulgen-Reaktion ermdoglicht, welche die DNA im Zellkern stéchiometrisch anfarbt (Feulgen und
Rossenbeck, 1924). Hierbei werden die Purinbasen Adenin und Guanin durch saure Hydrolyse entfernt

und auf diese Weise Aldehydgruppen freigelegt. Durch die anschlieBende Inkubation mit dem
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Schiff 'schen Reagenz, welches Fuchsin und Schwefel in einer sauren Verbindung enthilt, bindet diese
Saure an die frei werdenden Aldehydgruppen und farbt die DNA im Zellkern rétlich bis lila. Im Anschluss
erfolgt die Messung der Extinktion des gefdarbten Areals, wobei die Gesamtextinktion eines
gemessenen Partikels, beziehungsweise einer Zelle, als intrinsische optische Dichte (Intrinsic Optical
Density, 10D) bezeichnet wird. Die Bestimmung des DNA-Gehalts der Analysezellen erfolgt
anschlieRend tber den Vergleich der gemessenen |OD mit der gemittelten IOD von Referenzzellen mit
bekanntem DNA-Gehalt. Als Referenzzellen dienen meist Lymphozyten, da diese nicht mehr

teilungsfahig sind und somit einen diploiden Chromosomensatz aufweisen.

Ein weiteres Verfahren, um Aneuploidie auf Einzelzellebene nachzuweisen, ist Durchflusszytometrie
(Flowctometry Based Measuring, FCM) (Grimwade et al., 2017). Zudem wird FISH h&ufig zur Detektion

von Aneuploidie auf Chromosomenebene angewendet (Danielsen et al., 2016; Lin, 2015).
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3 Fragestellung und Zielsetzung

CTCs sind als ursachlich fiir die Entstehung von Metastasen solider maligner Tumoren anzusehen.
Metastasen schranken die Lebensqualitdt von Patienten stark ein und fiihren im Endeffekt zum
friiheren Tod. Ein sicheres Merkmal solider Neoplasien ist Aneuploidie, die durch DNA-Bildzytometrie
einfach detektiert werden kann. Allerdings liegt im klinischen Alltag bei (Ausbreitungs-) Diagnostik
oder Prognosestellung das Augenmerk nicht auf dem Ploidiestatus. Es wurde bereits gezeigt, dass in
einer Liquid Biopsy von Patientenblut von Patienten mit metastasierten Tumoren regelmaRig CTCs
vorhanden sind und die Anzahl von CTCs pro Blutprobe mit einem fritheren Tod korreliert ist. Darliber
hinaus weisen CTCs ebenfalls wie der Primarius Aneuploidie auf, weshalb in dieser Arbeit untersucht
werden sollte, ob sich der Nachweis von Aneuploidie mittels DNA-Bildzytometrie als neue
markerunabhangige Methode zur Detektion von Tumorzellen im Blut nutzen lasst. Nach aktuellem
Stand der Forschung wird Aneuploidie nicht zur Detektion von CTCs eingesetzt. CTCs werden bisher
hauptsachlich durch die Markierung spezifischer Oberflachenproteine in der Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Um die Anwendbarkeit dieser Methode in diesem Gebiet erstmalig zu Uberprifen,
sollte basierend auf spike in-Modellen aus kultivierten Tumorzelllinien und isolierten mononuklaren
Blutzellen ein Protokoll etabliert werden, das eine Kombination aus Immunfluoreszenz und DNA-
Bildzytometrie ermoglicht. Anhand dieses etablierten Protokolls sollte die Anwendbarkeit der
Methodik evaluiert und mit der Immunfluoreszenz verglichen werden. Im Detail stellten sich folgende

Fragen:

1) Kann der Ploidiegehalt als Kriterium zur Detektion von Tumorzellen in einer Blutprobe genutzt
werden?

2) Wo liegen die Vor- und Nachteile der markerunabhangigen Methode im Vergleich zur aktuell
empfohlenen Detektion mittels Immunfluoreszenzmarkierung von Oberflachenproteinen?

3) Ist der Ploidiegehalt von Zellen als zuverlassiges alleiniges Kriterium zur Detektion von
Tumorzellen nutzbar?

4) Gibt es eine numerische Untergrenze von CTCs, die mit Hilfe von Aneuploidie detektiert

werden kann?
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Fiir eine bessere Ubersicht sind alle verwendeten Materialien inklusive der Zusammensetzungen der
Kulturmedien tabellarisch im Anhang zu finden. Das Verwenden von humanen Blutproben war durch
das Ethikvotum 17-043 der Ethikkommission der Universitat zu Libeck genehmigt worden. Das

Ethikvotum ist ebenfalls im Anhang zu finden.
4.2 Methoden

4.2.1 Kultivierung humaner Tumorzelllinien

4.2.1.1 Kultivierung

Zur Kultivierung wurden die adharent wachsenden Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und
HCC1954 der American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) ausgewahlt (Tabelle 1), die
allesamt aneuploid sind und von unterschiedlichen Tumorentitaten abstammen. Die Kultivierung
erfolgte jeweils in T25-Zellkulturflaschen. Alle Arbeitsschritte wurden unter einer sterilen Werkbank
durchgefiihrt. Gelagert wurden die kultivierten Zellen in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,. Zwei
Mal wochentlich erfolgte ein Mediumwechsel. Das Passagieren der Zellen wurde bei einer Konfluenz
von circa 75% durchgefiihrt, was durchschnittlich einer Teilung pro Woche entsprach. Hierzu wurden
die Zellen mit 2 ml Trypsin fiir 2 Minuten bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. AnschlieRend wurde
die Reaktion durch die Zugabe von 4 ml fetalem Kalbserum (Fetal Bovine Serum, FBS) -haltigem
Medium abgestoppt und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die
Aufteilung der Zellen erfolgte angepasst an die Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelllinie im

Verhéltnis 1:3 bis 1:5.
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Tabelle 1: Verwendete Tumorzelllinien

(ATCC-Nummer und offiziell verwendeter Name), TNM-Stadium mit histologischem Status (sofern
vorhanden) und deren Kulturbedingungen. ATCC = American Type Culture Collection; FBS = Fetal Bovine

Serum; k. A. = keine Angabe

ATCC-Nummer Zelllinie Histologie Progressionsgrad Kulturmedium FBS (%) CO, (%)

Duktales e
CRL-2338 HCC1954 . TNMIIA, Grad 3 +1% 10 5

Mammakarzinom . .
Penicillin/Streptomycin

Duktales
Adenokarzinom der RPMI 1640
CRL-2871 HCC4006 Lunge; k. A. +1% 10 5
Metastase der Penicillin/Streptomycin
Pleura

Kolorektales EMEM
HTB-37 CaCo-2 KA. +1% 2 ;

Adenokarzinom Penicillin/Streptomycin

Kolorektales
Adenokarzinom;
Metastase der
Aszites

EMEM
k. A. +1% 10 5
Penicillin/Streptomycin

HTB-39 SK-CO-1

4.2.1.2 Kryokonservierung

Fiir eventuelle Rekultivierung und um die Anzahl der Passagen (iber die gesamte Kultivierungsdauer
hinweg gering zu halten, erfolgte in regelmaBigen Abstanden eine Kryokonservierung der Zelllinien in
flissigem Stickstoff. Hierzu wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand mit einer Pipette abgenommen
und das Zellpellet in 1 ml Kryokonservierungsmedium (95% Medium, 5% Dimethylsulfoxid (DMSO))
resuspendiert. Diese Suspension wurde in gekiihlte 100 pul Kryokonservierungsréhrchen tberfihrt und
anschlieRend sofort in der Kryokonservierungsbehaltereinheit Mr. Frosty™ auf -80°C heruntergekiihlt.
Dies war notig, um Kristallisationsprozesse wahrend des Einfrierens zu vermeiden, welche die Zellen
hatten schadigen kénnen. Durch den Gefrierbehalter wurden die Zellen gleichmaRig um 1°C pro
Minute heruntergekiihlt und konnten nach 24 bis 48 Stunden aus dem Gefrierbehalter in die
Langzeitaufbewahrung in Stickstoff bei <-170°C in Stickstofftanks verbracht werden. Die Rekultivierung
der eingefrorenen Zelllinien erfolgte bei Bedarf. Hierzu wurden die R6hrchen aus dem Stickstofftank
auf Eis entnommen und bei Raumtemperatur vollstandig aufgetaut. Danach wurden die Zellen in 10
ml warmes Kulturmedium mit einer Pipette aufgenommen, in ein 10 ml Zentrifugenréhrchen tGberfihrt
und bei 200 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen. Das
Zellpellet wurde in dem entsprechenden Kulturmedium suspendiert und die Zellsuspension in eine
T25-Zellkulturflasche Gberfihrt. Am Folgetag erfolgte immer ein Mediumwechsel, um Zelldetritus und

verbliebene zytotoxische Zusatze des Kryokonservierungsmediums vollstandig zu eliminieren.

30



4.2.2 Blutentnahme und PBMC-Isolierung

CTCs befinden  sich aufgrund ihrer  physikalischen Eigenschaften nach einer
Dichtegradientenzentrifugation in der PBMC-Zellfraktion des Blutes. Fiir diese Arbeit wurden PBMCs
aus dem Vollblut von gesunden Probanden isoliert und diese anschlieSend fir spike in-Modelle mit

kultivierten Tumorzellen verwendet.

4.2.2.1 Blutentnahme an gesunden Probanden

Fiir die PBMC-Isolierung wurden subjektiv gesunde, freiwillige Probanden gesucht. Nach Aufklarung
Uber allgemeine Risiken einer Blutentnahme wurde jedem Probanden ein EDTA-
Blutentnahmerdéhrchen (7,5 ml) peripher-vendéses Blut aus der Vena mediana cubiti beziehungsweise
der Vena cephalica entnommen. Das Blut wurde daraufhin direkt fir die

Dichtegradientenzentrifugation und PBMC-Isolierung weiterverwendet.

4.2.2.2 lIsolierung von PBMCs

Zur lIsolierung von PBMCs kam in dieser Arbeit die Dichtegradientenzentrifugation mittels
Lymphozyten Separationsmedium 1077 (Lymphocyte Separation Medium 1077, LSM 1077) zum
Einsatz. Dieses Medium basiert auf einer so genannten ,Ficoll-L6sung”, die aus einem synthetischen,
vielverzweigten Saccharose-Polymer besteht und die spezifische Dichte von 1,077 g/ml aufweist. Fur
die Isolierung wurden 7,5 ml Vollblut mit dem gleichen Volumen PBS in einem 50 ml
Zentrifugenrohrchen gemischt und anschlieRend vorsichtig in ein separates 50 ml Zentrifugenréhrchen
mit 15 ml Ficoll-Losung Uberfihrt, sodass das Vollblut-PBS-Gemisch die Ficoll-Lésung Uberschichtete.
Dabei durften sich die beiden Phasen nicht miteinander vermischen. Danach wurde eine Zentrifugation
bei 800 x g fiir 15 Minuten unter langsamer Beschleunigung und fehlender Abbremsung durchgefiihrt.
Dies bewirkte eine Auftrennung der unterschiedlichen Blutbestandteile in vier Schichten (Abbildung
7). PBMCs befanden sich in der mittleren Phase zwischen Plasmazellen und LSM-Medium. Die
Plasmazellschicht wurde vorsichtig mit einer serologischen Pipette abgenommen und verworfen. Die
Interphase mit PBMCs wurde ebenfalls mit einer Pipette abgenommen und in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal gewaschen. Hierzu wurde
die abgenommene Phase mit kaltem PBS aufgefiillt und 5 Minuten bei 300 x g und 4°C zentrifugiert

und der Uberstand jeweils vorsichtig mit einer serologischen Pipette abgenommen und verworfen.
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Vollblut- n
prObe Zentri-
fugation [F—| PBMCs
LSM-1077
Separations- Granulozyten
medium
Erythrozyten
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation mit LSM 1077

Nachdem das Separationsmedium (grau) mit der Vollblutprobe (rot) Giberschichtet wurde, erfolgt die
Zentrifugation bei 800 x g fiir 15 Minuten unter langsamer Beschleunigung und fehlender Abbremsung.
Hiernach entstehen vier Schichten, von oben nach unten betrachtet: Blutplasma mit
Blutplattchenfraktion (orange), PBMC- und Blutplattchenfraktion (griin), Separationsmedium (grau) und
als unterste Schicht die Fraktion der Erythrozyten und Granulozyten (violett/rot), die teilweise vermischt
oder aufgetrennt sein kdnnen. Abbildung modifiziert nach KamTek Incorporation (KamTek

Incorporation, 2023).

4.2.3 Erstellung eines spike in-Modells aus isolierten PBMCs und kultivierten Tumorzellen
Um die Detektion von CTCs in der PBMC-Fraktion des Bluts nachzubilden, wurde in dieser Arbeit ein
spike in-Modell aus kultivierten Tumorzellen und isolierten PBMCs verwendet. Hierdurch konnten
definierte Mengen an Tumorzellen und PBMCs fiir die Etablierung der Detektionsmethode eingesetzt

werden.

Um ein spike in-Modell zu erstellen, wurden Tumorzellen wie in Abschnitt 4.2.1.1 beschrieben
kultiviert. Die Zellen wurden wie beim Passagieren fiir 2 Minuten bei 37°C mit Trypsin inkubiert und
die Reaktion anschlieBend durch Zugabe des doppelten Volumens an Zellkulturmedium gestoppt. Nach
ausgiebigem Resuspendieren wurde ein Teil der Zellsuspension zur erneuten Aussaat verwendet, der
andere Teil wurde in ein 10 ml Zentrifugenrohrchen liberfihrt und 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert,
zweimal in PBS gewaschen und das Zellpellet in PBS aufgenommen. AnschlieRend wurde die Anzahl
der Zellen pro Milliliter mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu wurden 10 pl der
Zellsuspension in eine Zdhlkammer nach Neubauer (Brand, Wertheim, Deutschland) Gberfiihrt und mit
einem Deckglas abgedeckt. Nach einer Wartezeit von 10 Sekunden, welche die Zellen zum Verteilen
bendtigten, begann die Auswertung aller vier Quadranten von links oben nach rechts unten jeweils
meanderformig, wobei die Zellen mit Hilfe einer Zahluhr gezahlt wurden. Zusatzlich zu den Zellen in

den vier GroRquadraten, wurden bei der Zahlung Zellen bericksichtigt, die an der oberen und linken
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Mallinie an- oder aufliegend waren. Im Anschluss wurde die gewtlinschte Anzahl an Tumorzellen mit

einem definierten Volumen der isolierten PBMCs gemischt (s. Abschnitt 4.2.4).

4.2.4 Erstellung von Cytospins

Unter Cytospins versteht man Objekttrager, auf denen Zellen durch Zentrifugation immobilisiert
wurden. Die so immobilisierten Zellen lassen sich anschlieRend direkt fiir verschiedene Farbungen
verwenden. Zur Herstellung eines Cytospins wurde ein beschrifteter Objekttrager mit einer Filterkarte
belegt und in eine Metallklemme mit Trichter (,,Schlitten”) eingespannt. AnschlieBend wurden 100 pl
Zellsuspension mit einer Pipette in den Trichter Gberfiihrt. Die Immobilisierung der Zellen auf dem
Objekttrager erfolgte durch Zentrifugation des eingesetzten Schlittens fiir 5 Minuten bei 55 x g. Die
Objekttrager wurden im Anschluss mindestens 30 Minuten im Dunkeln und bei Raumtemperatur

getrocknet.

4.2.5 Immunfluoreszenz

Die Detektion von Tumorzellen und PBMCs Uber charakteristische zelluldre Marker erfolgte in der
vorliegenden Arbeit durch spezifische Antigen-Antikdrper-Farbereaktionen. Diese wurden
anschlieRend mit einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Die Immunfluoreszenz wurde in
einem ersten Protokoll an den entsprechenden Tumorzelltypen getestet und anschliefend in einem
weiterentwickelten und erganzten Protokoll finalisiert, um Tumorzellen und PBMCs gleichzeitig zu

markieren.

4.2.5.1 Immunfluoreszenzmarkierung CK-positiver Tumorzellen (,Single Step Protocol”)

Um die kultivierten Tumorzellen auf ihre CK-Expression zu testen, wurden alle Tumorzelllinien einer
Immunfluoreszenzfarbung unterzogen. Hierflir wurden Cytospins erstellt und die immobilisierten
Zellen fir 15 Minuten mit einer Losung aus 4% PFA inkubiert, um die Tumorzellen zu fixieren.
Anschlieend wurden die Objekttrager drei Mal gewaschen, wobei die Objekttrager mit je 200 pul PBS
fir 3 Minuten inkubiert wurden. Danach erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembran durch die
Inkubation in 0,1% Triton X-100 (gelost in 1% BSA/PBS) fur 10 Minuten. Hiernach wurden die
Objekttrager erneut gewaschen und im Anschluss fur 45 Minuten in 1% BSA/PBS inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach der Inkubation und mehreren Waschschritten in PBS
erfolgte die einstiindige Inkubation der Objekttrager mit 200 pl Primdrantikdrper. Der verwendete
panCytokeratin (pCK)-Antikorper war mit AlexaFluor 488® konjugiert und wurde in einer Verdiinnung
von 1:100 in 0,01% BSA/PBS eingesetzt. Ab diesem Punkt erfolgten alle Arbeitsschritte im Dunkeln.
Alle Objekttrager wurden nach der Antikorper-Inkubation zwei Mal in einer Kiivette mit PBS
gewaschen, einschlielllich der Negativkontrolle. Im Anschluss wurde die Kernfarbung mit DAPI

durchgefiihrt. Hierfir wurden die Objekttrager fir 2 Minuten in einer Kiivette mit DAPI-LOsung
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(Verdiinnung 1:5000 in PBS) inkubiert. AbschlieRend wurden die Objekttrager mit Vectamount®
Antifade Medium eingedeckt und zum Trocknen im Dunkeln aufbewahrt. Alle aufgelisteten Teilschritte
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Der verwendete anti-panCytokeratin Antikdrper ist gegen

Cytokeratin 1 -8, 10, 14, 15, 16 und 19 gerichtet.

4.2.5.2 Immunfluoreszenzmarkierung CK-positiver Tumorzellen und CD45-positiver PBMCs
(,,Two Step Protocol”)
Um Tumorzellen und PBMCs in einem spike in-Modell zu detektieren, wurde das bestehende Single
Step Protokoll leicht abgeandert und um das Farbekit Fix&Perm der Firma Nordic-MUbio erganzt.
Hierbei wurden die Objekttrager zuerst mit jeweils 100ul Component A fiir 20 Minuten inkubiert und
auf diese Weise fixiert. AnschlieRend wurden die Objekttrager mit 200l 1% BSA/PBS fiir drei Minuten
inkubiert, um Component A vollstandig zu entfernen. Danach erfolgte fiir 30 Minuten die Inkubation
der Objekttrager in Staining-Solution. Diese Losung bestand aus Component B des Fix&Perm-Kits,
sowie den zwei Fluoreszenz-Antikorpern; PBMCs wurden mittels eines direkt an Alexa Fluor® 594
gekoppelten CD45-Antikdrpers und Tumorzellen mit einem direkt an Alexa Fluor® 488 gekoppelten
anti-panCytokeration-Antikdrper markiert. Hierfur wurden in 100 pl Component B anti-panCytokeratin
Antikorper (1:150) und anti-CD45 Antikorper (1:100) gelost. Component B ermoglicht die
Permeabilisierung der Zelle und eine gleichzeitige Bindung der Antikérper. Nach der Inkubation wurde
die Losung vorsichtig mit Filterpapier abgesaugt und die Objekttrager zwei Mal in 1% BSA/PBS
gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation fiir flinf Minuten in PBS. AbschlielRend wurden die
Objekttrager mit einem Tropfen Prolong™Diamond Antifade unter einem Deckglaschen eingedeckt
und im Dunkeln flr mindestens 12 Stunden getrocknet. Alle Schritte wurden unter Raumtemperatur
durchgefiihrt. Zur Erstellung der Negativkontrollen wurden die Objekttrager identisch bearbeitet,

auller dass keine Zugabe von Antikorper in die Losung mit Component B erfolgte.

4.2.6 Aufnahme und Analyse von Fluoreszenzbildern

Nachdem die Objekttrager vollstandig getrocknet waren, wurden sie mit dem Fluoreszenzmikroskop
Keyence BioRevo BZ-9000 ausgewertet. Hierzu wurden die Bilder mittels einer Charge Coupled Device
(CCD)-Kamera monochromatisch aufgenommen und anschlieRend durch das BZ-Viewer-Programm
kanalspezifisch rot, griin oder blau eingefarbt. Im blauen Kanal wurde der Zellkern von Tumorzellen
und PBMCs gleichermaBen sichtbar. Jeder Objekttrager wurde im Ganzen ausgewertet. Hierzu
mussten die Objekttrager vollstandig vom Mikroskop gescannt werden und die entstandenen Bilder
wurden durch sogenanntes Resizing in ihrer Datenmenge komprimiert. Dies war nétig, da sonst ein
Zusammenfligen der verschiedenen Kanale aufgrund der hohen Datenmengen pro Bild nicht moglich
gewesen ware. Vor jeder Auswertung wurde immer die Negativkontrolle eingescannt, so konnten

Referenzwerte fir die Belichtungszeiten in den spezifischen Kanalen festgelegt werden. Dieser
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Vorgang wurde fiir jede Farbeserie mit einer neuen Negativkontrolle wiederholt. Ein Objekttrager galt
als positiv gefarbt, wenn bei einer bestimmten Belichtungszeit im Rot- und im Griinkanal ein positives

Signal im Vergleich zur Negativkontrolle zu erkennen war.

4.2.7 DNA-Bildzytometrie

Korperzellen haben auRerhalb der Phase der Zellteilung normalerweise einen diploiden
Chromosomensatz (2c). Das Vorliegen von aneuploiden Zellen ladsst sich unter anderem durch die
Methode der DNA-Bildzytometrie bestimmen. Hierbei wird die DNA im Zellkern durch die sogenannte

Feulgen-Reaktion angefarbt und anschlieffend der DNA-Gehalt jeder Zelle bildzytometrisch bestimmt.

4.2.7.1 Praparatvorbereitung und Feulgen-Farbung

Die luftgetrockneten Cytospins wurden tber Nacht lichtgeschiitzt in 4,5% Formaldehyd fixiert. Danach
erfolgte die vollstandige Entfernung des Formaldehyds durch Spllung unter flieBendem Wasser.
Anschliefend wurde eine saure Hydrolyse durchgefiihrt, bei der die Objekttrager in 5M HCI fiir 60
Minuten inkubiert wurden. Durch die Behandlung l6sen sich Purinbasen selektiv vom DNA-Strang,
wodurch purinfreie Strange mit freiliegenden Aldehydgruppen gebildet werden. Nach der HCI-
Behandlung wurde ein dreimaliges Waschen mit destilliertem H,0 durchgefiihrt, wonach die
Inkubation mit Schiff'schem Reagenz bei Raumtemperatur fir zwei Stunden im Dunkeln erfolgte. In
diesem Schritt bindet das im Schiff’schen Reagenz enthaltene Fuchsin an die freien Aldehydgruppen
und interkaliert auf diese Weise den DNA-Strang. Diese irreversible und kovalente Fuchsin-DNA-
Bindung verandert die elektrische Ladung der DNA und erzeugte so eine rotviolette Farbung. Nach
mehreren Waschschritten mit destilliertem Wasser, >99% haltiger Natriumpyrosulfit-Losung und
flieBendem Leistungswasser wurden die Objekttrdager in einer aufsteigenden Alkoholreihe fir drei
Minuten in 70% Ethanol, anschlielend zwei Mal flir 3 Minuten in 96% Ethanol, danach fiir drei Minuten
in 100% Ethanol und abschlieBend fir drei Minuten in 100% Analyse-Ethanol dehydriert. Hiernach
wurden die Praparate durch kurzes, dreimaliges Eintauchen in reinstem Xylol (< 99,9%) komplett von
zurilickgebliebenem Wasser gereinigt und mit Entellan eingedeckt. Hiernach wurden die Praparate zum

Trocknen tber Nacht im Dunkeln aufbewahrt. Alle genannten Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.

4.2.7.2 Ploidiemessung

Zur Quantifizierung des DNA-Gehalts der gefarbten Zellen auf den Objekttragern wurde eine
Kombination aus einer CCD-Videokamera und einem Zeiss Axiovert-Mikroskop (planes Objektiv, 40:1)
genutzt und jeweils der gesamte Objekttrager eingescannt. Die Auswertung der digitalisierten
Aufnahme erfolgte mit der Image-Cytometry ICM Software der Firma Ahrens ICM. Nachdem der
gesamte Objekttrager im Durchlichtmikroskop gescannt wurde, erfolgte die Sortierung der
Analysezellen. Hierfir wurden alle gefundenen Partikel in der Zellgalerie der Software nach

aufsteigendem DNA-Gehalt geordnet und die Zellen wurden manuell aussortiert. Wenn Zellen zu dicht
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beieinander lagen, konnten diese mittels Cutting-Tool innerhalb des Softwareprogramms getrennt
werden. Wenn sich die Zellen so (iberlagerten, dass eine sinnvolle Trennung nicht mehr moglich war,
wurden die Zellen von der Messung ausgeschlossen. Allgemein wurden Schmutzpartikel, nicht
vollstandig erfasste oder unvollstandig beziehungsweise ungleichmaRig gefarbte Zellen in die Analyse
nicht miteinbezogen (Tabelle 2). Die Berechnung der Ploidie durch die Software erfolgt lber die
Messung der Menge an absorbiertem Licht pro Partikel (Extinktion), welche proportional zur Menge
des aufgenommenen Farbstoffs, und hiermit auch zur vorhandenen DNA-Menge, ist. Um die Extinktion
eines Partikels zu bestimmen, werden die Absorptionswerte aller zugehorigen Bildpunkte ermittelt
(inklusive Korrektur von Glare-(Streulicht)-Anteilen). Als Partikel wird im Falle dieser Arbeit ein
einzelner Zellkern bezeichnet, der aus mehreren einzelnen Bildpunkten besteht. Der gemessene
Extinktionswert aller einzelnen Bildpunkte wird als Gesamtextinktion oder IOD bezeichnet und
anschlieRend mit dem Extinktionswert einer diploiden Referenzpopulation verglichen, um den DNA-
Gehalt des Partikels zu ermitteln (Gebauer, 2017). Zuséatzlich misst die Software die Kernflache, um
diese der 10D in einem Histogramm gegeniiberzustellen. Auf diese Weise kann die Ploidie einzelner
Zellen miteinander verglichen werden. Als diploide Referenzpopulation dienten in dieser Arbeit frisch
isolierte PBMCs von gesunden Spendern, welche sich entweder auf demselben Objekttrager befanden
wie die Analysezellen oder auf einem externen Objekttrager, der in der gleichen Feulgen-Farbeserie

wie die Analysezellen inkludiert war.

Tabelle 2: Ausschlusskriterien der Analysezellen fir DNA-Bildzytometrie

Formale Kriterien

Sich tiberlagernde Zellen, die handisch nicht sinnvoll voneinander zu trennen sind

Farbeartefakte im Inneren (Kohlepartikel, Lufteinschliisse, ungleichmaRige Farbung)

Zelldetritus

Schmutzpartikel

4.2.8 Kombination von Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie

Fiir das Ziel der Arbeit war es notwendig, dass vor der Identifizierung aneuploider Tumorzellen in der
DNA-Bildzytometrie eine Charakterisierung dieser Zellen mittels Immunfluoreszenz erfolgte. Dies
ergab sich daraus, dass zu Beginn der Feulgen-Reaktion die Zellmembran der Analysezellen mit
Salzsdure lysiert wird, um den Nucleus zugadnglich zu machen. Die weitere Analyse von

membranstandigen Strukturen ist nach diesem Schritt also nicht mehr moglich.
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4.2.8.1 Erstellung einer Protokoll-Kkombination von Immunfluoreszenz und DNA-
Bildzytometrie
Fiir die Kombination der beiden Verfahren wurden Cytospins wie in 4.2.4 beschrieben erstellt und
anschlieRend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung und Auswertung nach den in 4.2.5 und 4.2.6
beschriebenen Schritten. Nach der Auswertung der Immunfluoreszenz wurden die Objekttrager in
einer mit PBS geflllten Kiivette aufrechtstehend und mit Abstand zueinander bei 37°C inkubiert, bis
sich alle Deckglaschen von allein abgeldst hatten. Nur so konnte ein Zellverlust durch Traktionskrafte
am Deckglas so gering wie moglich gehalten werden. In der Regel waren alle Deckglaschen nach ca. 60
Minuten Inkubation abgeldst. Nachdem alle Deckglaschen abgeldst waren, wurde die Feulgen-Farbung

mit anschliefender Bildanalyse und Auswertung wie in 4.2.7 beschrieben durchgefiihrt.

4.2.8.2 Optische Analyse der Cytospins und Synopsis

Um die Ergebnisse der Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie direkt miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden die Objekttrager nach der DNA-Bildzytometrie zusatzlich noch im
Phasenkontrastmodus des Keyence-Mikroskops eingescannt. Hierbei wurde dieselbe VergréRerung
(20x) wie fir die Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Somit entstanden zwei gleich groRe Abbildungen
der Objekttrager, die mit Hilfe des Programms BZ-Viewer (ibereinandergelegt wurden (Overlay-Bild).
Auf diese Weise erfolgte ein optischer Abgleich der Zellen und deren Zellkerne, die in der
Immunfluoreszenz als panCytokeratin positiv/CD45-negativ (pCK*/CD45), und in der DNA-
Bildzytometrie als aneuploid identifiziert wurden. AnschlieRend wurden diese Zellen in der Bildgalerie

des Zytometrie-Programms identifiziert, um den DNA-Gehalt der pCK*/CD45" Zellen zu bestimmen.

4.2.9 Statistische Auswertung

Um die Vergleichbarkeit der Versuche zu gewahrleisten, wurde jede Farbung in drei Durchgangen fiir
jede Tumorzelllinie an neu erstellten Cytospins wiederholt. Durch die dreimalige Wiederholung war
sichergestellt, dass die Ergebnisse sicher und objektivierbar zu reproduzieren waren. Da es sich um
Tumorzelllinien aus einer Zellkultur handelte, waren die Wachstumsbedingungen von Zellpassage zu
Zellpassage gut vergleichbar. Allerdings war zu beachten, dass auch intrazelluldre Prozesse zu
Veranderungen der Expression von Oberflachenproteinen wie EpCAM oder pCK fithren kénnen, was
vor den jeweiligen Untersuchungen nicht UGberprift werden kann, ohne dass die Zellen fir die
eigentlichen Versuche untauglich werden. Dieser Zustand ist vergleichbar mit der Heterogenitat von
soliden Tumoren aller bekannten Entitaten. Um nun die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse besser
beurteilen zu kdnnen wurde die Anzahl der Wiederholungen pro Zelllinie auf drei Wiederholungen
festgelegt. Zum einen war durch die Verwendung verschiedener Zelllinien ein Faktor zur
objektivierbaren Vergleichbarkeit gegeben. Zum anderen bestand durch die Wiederholungen mit

verschiedenen Passagen einer einzelnen Zelllinie ausreichende Variabilitdt, um zu zeigen, dass die
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etablierte Methode auch bei verandertem Expressionsprofil angewendet werden kann. Es wurden
jeweils neu erstellte spike in-Modelle verwendet, die technisch in gleicher Weise hergestellt und
anschlieRend behandelt wurden. Durch Zellzdhlung in der Zahlkammer nach Neubauer wurde vor
Erstellung der Modelle versucht, eine identische Anzahl von Tumorzellen und PBMCs auf die
Objekttrager zu bringen. Danach wurden, wie in 1.5. beschrieben, Cytospins hergestellt und die
Kombination von Immunfluoreszenz und Feulgen-Farbung kam wie in 4.2.8 beschrieben zur
Anwendung. Nach Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie und Ploidiemessung wurde die Anzahl der
als Tumorzellen identifizierten Zellen, welche durch beide Methoden identifiziert worden waren,
miteinander verglichen. Hierflir wurden nach geltenden mathematischen Grundsatzen, fiir jeden
Objekttrager einzeln und fir alle Objekttrager einer Farbeserie, der Mittelwert X und die
Standardabweichung o bestimmt und im Anschluss die relative Detektionsrate der DNA-Bildzytometrie
in Prozent ermittelt. Die Eingabe und Auswertung der Daten erfolgte mit dem Computerprogramm
Microsoft Excel, (Microsoft Office 360, Microsoft Corporation) unter Gultigkeit der allgemeinen

mathematischen Standards.
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung einer Immunfluoreszenzfarbung zur gleichzeitigen Detektion

von kultivierten Tumorzellen und PBMCs

Im ersten Schritt dieser Arbeit wurde ein Immunfluoreszenzprotokoll fiir die Detektion von epithelialen
Tumorzellen und PBMCs etabliert. Da Immunfluoreszenz aktuell den Goldstandard fiir die Detektion
von CTCs in peripherem Blut darstellt, war dieser Schritt essenziell, um den Erfolg der hier zu

etablierenden Methode beurteilen und vergleichen zu kdnnen.

Die Methode der Immunfluoreszenz basiert auf der Markierung von spezifischen zellularen Antigenen
durch fluoreszenzmarkierte Antikérper und der anschlieRenden Visualisierung dieser Fluoreszenz im
Mikroskop. Zur Etablierung des Immunfluoreszenzprotokolls wurden Tumorzellen der vier Zelllinien
CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 in-vitro kultiviert. Als spezifischer Immunfluoreszenz-Marker
fir die Tumorzellen wurde in dieser Arbeit ein AlexaFluor 488® -gekoppelter anti-panCytokeratin
Antikorper verwendet, der gegen Cytokeratin 1 - 8, 10, 14, 15, 16 und 19 gerichtet ist. Mit diesem
Antikoérper wurden in einem ersten Schritt alle vier Zelllinien angefarbt, um deren CK-Expression zu
visualisieren und die Eignung des Antikdrpers fir die Immunfluoreszenz zu testen. Dariiber hinaus war
dies wichtig, um in spateren Versuchen epitheliale (Tumor-) Zellen von Blutzellen unterscheiden zu

kénnen.

Alle vier Zelllinien zeigten ein spezifisches pCK-Signal im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 8).
Zwischen den einzelnen Zelllinien war eine unterschiedlich starke Auspragung der pCK-Expression zu
beobachten. Wahrend die pCK-Expression bei der Zelllinie SK-CO-1 am hochsten zu sein schien, zeigte
die Zelllinie CaCo-2 das schwachste Signal. Unabhangig von der unterschiedlich starken pCK-Expression
zwischen den Zelllinien zeigten die Ergebnisse, dass das hier verwendete Immunfluoreszenzprotokoll

fiir den eindeutigen Nachweis der pCK-Expression in allen Zellliniengut geeignet war.
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Positivkontrolle
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Negativkontrolle

Positivkontrolle

Abbildung 8: Nachweis der Cytokeratin-Expression durch direkte Immunfluoreszenz

Zur Detektion der Cytokeratin-Expression wurden Cytospins der Zelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1
und HCC1954 mit einem anti-panCytokeratin Alexa Fluor 488®-Antikorper gefarbt (griin). Der Zellkern
wurde mittels DAPI markiert (blau). Fiir die Negativkontrollen wurde kein Antikorper in die
Inkubationsldsung pipettiert, ansonsten wurden die Zellen identisch behandelt. VergréRerung 20-fach,

Belichtungszeit: blau = 430 ms, griin = 140 ms, rot= 200 ms. MaRstab: 40 um.

Im nachsten Schritt erfolgte die Etablierung einer kombinierten Immunfluoreszenzfarbung gegen pCK
und den PBMC-Marker CD45. Hierflir wurde beispielhaft die Zelllinie CaCo-2 verwendet, die mit
isolierten PBMCs eines gesunden Spenders im Verhaltnis 1:1 gemischt und auf Objekttragern
immobilisiert wurde. Um eine optimale und spezifische Doppelfarbung zu etablieren, wurden in dieser
Arbeit verschiedene Parameter der Farbung variiert und getestet. Unter anderem wurden die

verwendeten Permeabilisierungsreagenzien, die Inkubationszeiten mit den Antikérpern, und die
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Antikorper selbst variiert. Beziglich der Antikorper wurde auch eine direkte mit einer indirekten
Immunfluoreszenzfarbung verglichen. Das optimale Farbeergebnis wurde durch direkte
Immunfluoreszenz mit einem AlexaFluor 488®-gekoppelten anti-panCytokeratin Antikorper und einem
AlexaFluor 594®-gekoppelten anti-CD45 Antikdrper erreicht. Des Weiteren stellte sich eine Fixierung
der Zellen mit 4% PFA, eine Permeabilisierung der Zellen mit 0,1% Triton X-100 und eine Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen mit 1% BSA als optimal heraus. Mit diesem Protokoll prasentierte sich
eine spezifische und intensive Farbung beider Zelltypen, wodurch sich die Tumorzellen eindeutig von
den PBMCs unterscheiden lieBen (Abbildung 9). In der Negativkontrolle war kein Signal bei den
spezifischen Anregungswellenlangen zu finden. Da das neu erstellte Protokoll jedoch viele
Waschschritte beinhaltete, wurde nach einer Moglichkeit gesucht, diese Zwischenschritte zu
minimieren. Durch die vielen Zwischenschritte konnte es zu einem erhdhten Zellverlust kommen, was
die Auswertung der Ergebnisse negativ beeinflussen konnte. Zudem waren die Inkubationen und

Waschprozeduren zeitaufwendig, was einem Einsatz in der klinischen Routine widersprach.
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Negativkontrolle

Positivkontrolle

Abbildung 9: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen panCytokeratin und CD45 zur Detektion von CaCo-2

Tumorzellen und PBMCs in einem in vitro spike in-Modell

Zur Doppelfarbung wurden kultivierte CaCo2-Tumorzellen und isolierte PBMCs eines gesunden Spenders
im Verhaltnis 1:1 auf einen Objekttrager gebracht und mittels eines anti-panCytokeratin Alexa Fluor®
488-Antikdrpers (griin) und eines anti-CD45 Alexa Fluor® 594-Antikorpers (rot) gefarbt. Fir die
Negativkontrolle wurde kein Antikérper in die Inkubationsldsung pipettiert, ansonsten wurden die
Zellen identisch behandelt. Die Zellkerne wurden mit DAPI markiert (blau). VergroRerung: 20-fach.

Belichtungszeit: blau = 125 ms, griin = 400 ms, rot = 400 ms. Mafstab: 40 pm.

Um den Zellverlust zu minimieren und das Protokoll spater gut in den klinischen Alltag integrieren zu
konnen, wurde das bestehende Protokoll mit dem Farbe-Kit Fix&Perm der Firma Nordic MUbio
erweitert. Dieses enthdlt Component A und Component B, wodurch Fixierung und Permeabilisierung
in einem Schritt stattfinden konnen und somit die Waschschritte minimiert werden. Zur Validierung
des erganzten Protokolls wurden alle oben verwendeten Tumorzelllinien mit PBMCs gemischt, auf
Objekttragern immobilisiert und die Farbung entsprechend durchgefiihrt. Es zeigte sich ein eindeutiger
Kontrast zwischen Negativ- und Positivkontrollen ohne Hinweise auf unspezifische Reaktionen der

Antikorper (Abbildung 10). Wie vorher bereits beobachtet worden war, zeigten CaCo-2 Zellen eine
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geringere pCK-Expression als die anderen drei Zelllinien. Erwartungsgemal zeigten die Zellen jeder

Tumorentitat einen gréReren Durchmesser als PBMCs.
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Abbildung 10: Validierung des etablierten Immunfluoreszenzprotokolls an einem spike in-Modell mit PBMCs und den

Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954

Zur Doppelfarbung wurden kultivierte Tumorzellen und isolierte PBMCs eines gesunden Spenders im
Verhiltnis 1:1 auf einen Objekttrager gebracht und mittels eines anti-panCytokeratin Alexa Fluor® 488-
Antikorpers (griin) und mit einem anti-CD45 Alexa Fluor® 594-Antikérper (rot) gefarbt. Flr die
Negativkontrollen wurde kein Antikdrper in die Inkubationslésung pipettiert, ansonsten wurden die
Zellen identisch behandelt. Der Zellkern ist mittels DAPI markiert (blau). VergroBerung 20-fach;

Belichtungszeit: blau = 28 ms, griin = 50 ms, rot= 333 ms. MaRstab: 40 um.
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5.2 Kombination von Immunfluoreszenz mit DNA-Bildzytometrie

Im nachsten Schritt dieser Arbeit wurde untersucht, ob die etablierte Immunfluoreszenzfarbung mit
DNA-Bildzytometrie kombiniert werden kann, ohne deren Ergebnisse negativ zu beeinflussen. Die in
dieser Arbeit verwendete Variante der DNA-Bildzytometrie basiert auf der Feulgen-Reaktion, einer
histochemischen Farbung der DNA im Zellkern. Da hierbei durch die Anwendung von Salzsdure die
Zellmembran und alle anderen Zellbestandteile bis auf den Nucleus fiir weitere Analysen unbrauchbar

werden, musste die Immunfluoreszenzfarbung und -auswertung vor der DNA-Bildzytometrie erfolgen.

5.2.1 Nachweis von Aneuploidie durch DNA-Bildzytometrie

Bevor die Versuche zur Kombination der Immunfluoreszenz mit der DNA-Bildzytometrie durchgefiihrt
wurden, wurde in einem ersten Schritt die Ploidie der vier ausgewahlten Zelllinien mittels DNA-
Bildzytometrie bestimmt. Fir die Ploidiemessung wurden Cytospins mit jeweils ca. 100.000
Tumorzellen erstellt und diese durch die Feulgen-Reaktion angefarbt. Als diploide Referenzzellen
dienten PBMCs auf einem separaten Objekttrager, welcher in derselben Farbeserie hergestellt wurde.
Die Ergebnisse der anschliefenden DNA-Bildzytometrie zeigten, dass alle vier Zelllinien aneuploid
waren (Abbildung 11). Die zwei Hauptpeaks der Zellpopulationen waren jeweils bei 4c und 8c, was
nicht-teilenden Tumorzellen in der G1-Phase beziehungsweise sich in Teilung befindlichen Zellen in der
G2/M-Phase entsprach. Darlber hinaus waren bei allen vier Zelllinien auch einige Zellen mit noch
hoherer Ploidie (> 8c) zu beobachten. Dies wies darauf hin, dass es sich bei den Zelllinien um genomisch
heterogene Zellpopulationen handelte. Die gemessene Ploidie wurde auBerdem mit den Angaben von
ATCC verglichen und es zeigte sich, dass die in dieser Arbeit gemessene Ploidie mit den zu erwartenden
Werten Ubereinstimmte (Tabelle 3). Jede der verwendeten Tumorzelllinien wies somit einen

aneuploiden DNA-Gehalt auf und war deshalb fiir die nachfolgenden Untersuchungen geeignet.

Tabelle 3: Mittlere gemessene Ploidie der Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 nach eigener
DNA-Bildzytometrie im Vergleich zu ATCC-Angaben

Die mittlere Ploidie der Zelllinien wurde nach Kultivierung und Erstellung von Cytospins durch DNA-
Bildzytometrie ermittelt und den Angaben der American Type Culture Collection (ATCC)

gegenibergestellt. Der Ploidie ist als ein Vielfaches des Chromosomensatzes ,,c“ angegeben.

Zelllinie Ploidie ATCC Ploidie Eigenbestimmung [c]
CaCo-2 aneuploid 4,32

HCC4006 aneuploid 4,76

SK-CO-1 aneuploid 4,45

HCC1954 aneuploid 4,98
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Abbildung 11: DNA-Bildzytometrie der Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 nach Feulgen-Farbung

Der DNA-Gehalt der Tumorzelllinien CaCo-2 (A), HCC4006 (B), SK-CO-1 (C) und HCC1954 (D) wurde durch
DNA-Bildzytometrie nach Feulgen-Farbung bestimmt. Als Referenz dienten PBMCs auf einem separaten
Objekttrager. Die Histogramme zeigen den DNA-Gehalt als ein Vielfaches des Chromosomensatzes ,,c“
(x-Achse) gegenliber der Anzahl untersuchter Zellen (y-Achse). Die Farbkodierung entspricht dem
gemessenen DNA-Gehalt der jeweiligen Zelllinie bezogen auf die Referenzzellen (dunkelblau =
Tetraploidie; violett = Hyperaneuploidie >4,4 c; rot =hdhere Aneuploidie; grau = Zellen oberhalb des G2-
/M-Phase Peak). Anzahl der Analysezellen: A =736, B = 2.858, C = 9.467, D = 2.596. Intrinsic Optical
Density (I0D): A=10,9; B=9,89; C=9,61; D= 10,45.

Da alle Zelllinien die Anforderungen erfiillten, sollte im folgenden Schritt untersucht werden, ob
PBMCs und Tumorzellen auf einem Objekttrager durch DNA-Bildzytometrie eindeutig zu
unterscheiden waren. Hierzu wurden kultivierte Tumorzellen der Zelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-
1 und HCC1954 jeweils im Verhaltnis 1:1 mit frisch isolierten PBMCs gemischt und auf einem
Objekttrager immobilisiert. Im Anschluss erfolgte die Feulgen-Reaktion mit DNA-Bildzytometrie. Es
zeigten sich fiir jede Zellpopulation in jedem spike in-Modell voneinander zu unterscheidende Peaks
in den zu erwartenden Bereichen um 2c, 4c und 8c (Abbildung 12). Der Peak bei 2c entsprach sehr

wahrscheinlich diploiden PBMCs, die Peaks um 4c und 8c wurden der jeweiligen Tumorzelllinie
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zugeordnet. Auch in diesem Versuch zeigten sich vereinzelte Zellen im Bereich > 8c. Nicht alle Peaks

waren mit einer eindeutigen Zasur voneinander abgegrenzt, sondern gingen ineinander Uber.

Besonders gut sichtbar war dies bei Zelllinie HCC1954 (Abbildung 12). Die Ploidieprofile der

Tumorzellen waren erwartungsgemalR dhnlich zu denen der vorherigen Messung. Eine Trennung der

verschiedenen Zellpopulationen auf einem Objekttrager war somit prinzipiell moglich, nachfolgende

Versuche mussten jedoch genauer eruieren, wie spezifisch und sensitiv die Differenzierung zwischen

Tumorzellen und PBMCs in der DNA-Bildzytometrie wirklich ist.
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Abbildung 12:

DNA-Bildzytometrie der Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 im spike in-Modell mit

PBMCs nach Feulgen-Farbung

Die Tumorzelllinien CaCo-2 (A), HCC4006 (B), SK-CO-1 (C) und HCC1954 (D) wurden im Verhaltnis 1:1 mit
isolierten PBMCs gesunder Spender versetzt und der DNA-Gehalt aller Zellen wurde durch DNA-
Bildzytometrie nach Feulgen-Farbung bestimmt. Als Referenz dienten PBMCs auf dem selben
Objekttrager. Die Histogramme zeigen den DNA-Gehalt als ein Vielfaches des Chromosomensatzes ,,c“
(x-Achse) gegenliber der Anzahl untersuchter Zellen (y-Achse). Die Farbkodierung entspricht dem
gemessenen DNA-Gehalt der jeweiligen Zelllinie (dunkelblau = Tetraploidie; violett = Hyperaneuploidie
>4,4 c; rot = héhere Aneuploidie; grau = Zellen oberhalb des G2-/M-Phase Peak). Anzahl der
Analysezellen: A =1.137; B = 1.272; C=2.836; D = 2.996. Intrinsic Optical Density (IOD): A=9,38; B =
10,02; C=10,92; D =10,76.

46



5.2.2 Fusion beider Methoden

Durch den anschlieRenden Versuch sollte untersucht werden, ob Immunfluoreszenzfarbung und DNA-
Bildzytometrie ohne Einfluss auf die Qualitat der Ergebnisse miteinander kombiniert werden kénnen.
Die Kombination der beiden Verfahren war deshalb wichtig, da nur auf diese Weise gezeigt werden
konnte, dass sich mit beiden Methoden dieselben Zellen auf ein und demselben Objekttrager
identifizieren lassen und jede Methode unabhangig von der anderen gleichermalien zur Detektion von

Tumorzellen verwendet werden kann.

Um den Einfluss der Immunfluoreszenz auf die DNA-Bildzytometrie zu untersuchen, wurden frisch
isolierte PBMCs mit Tumorzellen der jeweiligen Zelllinie im Verhaltnis 1:1 gemischt, auf Objekttragern
immobilisiert und anschliefend entweder direkt fiir die Feulgen-Farbung verwendet oder zuvor mit
dem bestehenden Immunfluoreszenzprotokoll gefarbt. In der DNA-Bildzytometrie zeigten sich die
Referenzzellen beziehungsweise PBMCs und die Tumorzellen erwartungsgemall durch drei
voneinander zu unterscheidende Peaks um jeweils 2c, 4c und 8c (Abbildung 13), kongruent zu den

vorherigen Messungen.

Jedoch war auffallig, dass die Peaks der einzelnen Zellpopulationen bei einer vorher durchgefiihrten
Immunfluoreszenzfarbung etwas schlechter voneinander zu trennen waren. Es war im Vergleich eine
Ubereinanderlagerung der Peaks im Bereich um 4c und 8c herum zu erkennen, welche ohne vorherige
Immunfluoreszenz weniger stark ausgepragt war. Darliber hinaus zeigte sich eine etwas niedrigere IOD
nach der Kombination beider Methoden. Dies sprach zwar fiir einen gewissen Einfluss der vorherigen
Immunfluoreszenzfarbung auf die Qualitat der DNA-Bildzytometrie, jedoch waren Tumorzellen und
PBMCs ausreichend gut voneinander zu trennen, um eine Auswertung der Messung zu ermoglichen.
Eine Kombination beider Methoden war also moglich, jedoch war ein Effekt der Immunfluoreszenz auf

die Qualitat der DNA-Bildzytometrie zu beobachten (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Einfluss einer vorherigen Immunfluoreszenzfarbung auf die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie

Die Tumorzelllinien CaCo-2 (A), HCC4006 (B), SK-CO-1 (C) und HC1954 (D) wurden im Verhaltnis 1:1 mit
isolierten PBMCs eines gesunden Spenders versetzt, auf Objekttragern immobilisiert und entweder
direkt fir die Feulgen-Farbung verwendet oder vorher mit dem etablierten Immunfluoreszenzprotokoll
(IF) gefarbt. Anschliefend wurde der DNA-Gehalt der Zellen durch DNA-Bildzytometrie bestimmt. Die
Histogramme zeigen den DNA-Gehalt als ein Vielfaches des Chromosomensatzes ,,c” (x-Achse)
gegeniber der Anzahl untersuchter Zellen (y-Achse). Die Farbkodierung entspricht dem gemessenen
DNA-Gehalt der jeweiligen Zelllinie (dunkelblau = Tetraploidie; violett = Hyperaneuploidie >4,4 c; rot =
héhere Aneuploidie; grau = Zellen oberhalb des G2-/M-Phase Peak). Anzahl der Analysezellen: A ohne
IF=1.137; A IF=1.215; B ohne IF=1.272; B IF=2.491; C ohne IF=2.836; C IF=4.631; D ohne IF=2.996; D
IF=2.565. Intrinsic optical density (I0OD): A ohne IF=9,38; A IF=7,37; B ohne IF=10,02; B IF=7,19; C ohne
IF=10,92; C IF=9,61; D ohne IF=10,76; D IF=7,92.

5.3 Validierung der etablierten Methode mit definierten Tumorzellzahlen

Nachdem gezeigt wurde, dass sich Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie kombinieren liel3en,
sollte im nachfolgenden Versuch die Sensitivitat und Spezifitdt der DNA-Bildzytometrie zum Nachweis
von Tumorzellen untersucht werden. Hierfiir wurden spike in-Modelle mit 100, 50 und 5 Tumorzellen
der Zelllinien CaCo-2, HCC4006 und SK-CO-1 erstellt (jeweils in Duplikaten) und mittels
Immunfluoreszenz sowie DNA-Bildzytometrie analysiert (Abbildung 14). Die Anzahl der detektierten
pCK*-Zellen in der Immunfluoreszenz wurde anschlieRend mit der Anzahl der aneuploiden Zellen aus
der DNA-Bildzytometrie verglichen und der eingespikten Zellzahl gegenlibergestellt (Tabelle 4).
Basierend auf den vorherigen Experimenten, in denen die verwendeten Tumorzelllinien CaCo-2,
HCC4006 und SK-CO-1 jeweils eine Ploidie > 4c aufwiesen, wurden nur Zellen mit einem DNA-Gehalt >

4c als aneuploid gewertet. Bei der quantitativen Auswertung der Immunfluoreszenz zeigte sich, dass
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in keinem Modell exakt die Anzahl pCK*-Zellen auf den Objekttrdgern zu finden war, welche in das
Modell eingespikt wurde; es wurden immer weniger oder teilweise gar keine pCK*-Zellen detektiert.
Es war jedoch zu beobachten, dass die Objekttrager der Tumorzelllinie HCC4006 in allen
Versuchsreihen die Zellzahlen aufwiesen, welche der theoretisch eingespikten Anzahl am nachsten

kam.

Der optische Vergleich der Histogramme zeigte, dass die unterschiedlichen Zellpopulationen unscharf
voneinander zu trennen waren, wodurch eine eindeutige Zuordnung von einem Peak zu jeder Zelllinie
nicht méglich war. Besonders im Bereich der Ubergénge der diploiden Zellfraktion zu den aneuploiden
Tumorzellen war keine eindeutige Zasur zu finden. Dartiber hinaus waren bei fast allen Tumorzelllinien
nur sehr wenige aneuploide Zellen auf den Objekttragern zu finden, was nicht den Erwartungen
entsprach (Tabelle 4). Daflir war zu sehen, dass der Bereich um 2c herum sehr viel mehr Zellen

prasentierte, als angenommen wurde.

Die Analyse der spike in-Modelle gestaltete sich aufgrund eines geringen 10D schwierig. Es wurden
hauptsachlich 10D zwischen 3,2 und 9,8 gemessen, nur ein Cytospin der Tumorzelllinie CaCo-2 zeigte
eine 10D mit 11,2 (Abbildung 14). Dies sprach fiir ein unzureichendes Farbeergebnis, welches die
Auswertung der Ploidie fragwiirdig macht. Bei der Durchsicht aller Cytospins zeigten sich die meisten
Zellen pro Objekttrager schwach bis sehr schwach gefarbt und es war davon auszugehen, dass durch
die ICM-Software ein verfdlscht hoher Wert an diploiden Zellen ermittelt worden war. Es stellte sich
heraus, dass auch Zellen als diploid gewertet wurden, die vom Zelldurchmesser viel groBer waren als
diploide PBMCs. Von ihrer Morphologie her sind Tumorzellen typischer Weise groRer als PBMCs (Deng

et al., 2022), was in vorherigen Farbungen regelmaRig beobachtet worden war (Abbildung 9).

Im Vergleich der Detektionsraten von Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie war zu sehen, dass
die Immunfluoreszenz relativ dhnliche Ergebnisse aufwies, wobei die Detektionsrate in der DNA-
Bildzytometrie groflen Schwankungen unterlegen war. Teilweise war ein Vielfaches mehr an
detektierten aneuploiden Zellen zu sehen als in der Immunfluoreszenz, beispielsweise bei Zelllinie
HCC4006 im Versuch mit 100 eingespikten Tumorzellen oder bei Zelllinie SK-CO-1 mit flinf eingespikten
Tumorzellen. Im letztgenannten Versuch zeigten sich fiir Zelllinie SK-CO-1 Detektionsraten von 220%
beziehungsweise 260%. In den (brigen Versuchen und den anderen Tumorzelllinien war die
Detektionsrate der DNA-Bildzytometrie meist niedriger als die Anzahl der eingespikten Tumorzellen
und ebenfalls niedriger als die Anzahl der pCK*-Zellen (Tabelle 4). Die Detektionsraten der DNA-
Bildzytometrie im Mittel zeigten bei 100 eingespikten Tumorzellen X = 38% mit einer
Standardabweichung o = 49,7, bei 50 eingespikten Tumorzellen X = 13,7% mit einer
Standardabweichung o = 12,2 und bei 5 eingespikten Tumorzellen betrug der Mittelwert X = 120% mit
einer Standardabweichung o = 100,4 (Tabelle 4).
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Abbildung 14: Beispielhafte Darstellung der Histogramme der Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006 und SK-CO-1 nach

kombinierter Immunfluoreszenzfarbung und Feulgen-Farbung in einem spike in-Modell mit jeweils 100,

50 und 5 Tumorzellen

Die Tumorzelllinien CaCo-2 (A), HCC4006 (B) und SK-CO-1 (C) wurden so im entsprechenden Verhaltnis
mit isolierten PBMCs eines gesunden Spenders versetzt, dass auf Objekttragern jeweils 100, 50 oder 5
kultivierte Tumorzellen immobilisiert waren. Diese Cytospins wurden mit dem etablierten
Immunfluoreszenzprotokoll (IF) gefarbt. AnschlieBend wurde der DNA-Gehalt der Zellen durch DNA-
Bildzytometrie bestimmt. Die Histogramme zeigen den DNA-Gehalt als ein Vielfaches des
Chromosomensatzes ,,c“ (x-Achse) gegenliber der Anzahl untersuchter Zellen (y-Achse). Die
Farbkodierung entspricht dem gemessenen DNA-Gehalt der jeweiligen Zelllinie (dunkelblau =
Tetraploidie; violett = Hyperaneuploidie >4,4 c; rot = héhere Aneuploidie; grau = Zellen oberhalb des G2-
/M-Phase Peak). Anzahl der Analysezellen: A (100) = 6.857; A (50) = 20.130; A (5) = 12.861; B (100) =
13.726; B (50) = 17.609; B (5) = 17.700; C (100) = 4.856; C (50) = 11.119; C (5) = 7.139. Intrinsic Optical
Density (I0D): A (100) = 11,2; A (50) = 8,8; A (5) = 4,5; B (100) = 3,72; B (50) = 8,5; B (5) = 9,8; C (100) =
3,2;C(50)=4,1;C(5) =
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Tabelle 4:

Vergleich zwischen der eingespikten Zellzahl, Anzahl pCK*-positiver Tumorzellen in der
Immunfluoreszenz und der Anzahl aneuploider Tumorzellen, die auf demselben Objekttrager mittels

DNA-Bildzytometrie detektiert wurden

Flr den Vergleich wurden jeweils 100, 50 und 5 Tumorzellen der Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006 und
SK-CO-1 zusammen mit ca. 10.000 isolierten PBMCs eines gesunden Spenders auf einen Objekttrager
aufgebracht und mit dem etablierten Immunfluoreszenz-Protokoll gefarbt und ausgewertet (IF).
AnschlieBend erfolgte die Feulgen-Farbung und DNA-Bildzytometrie zur Bestimmung der aneuploiden
Zellen (> 4c). Pro Zelllinie und Zellzahl wurden jeweils zwei Objekttrager ausgewertet.

o= Standardabweichung, X= Mittelwert.

Detektionsrate Anzahl Zellen Detektionsrate
- Anzahl gespikter . " Anzahl pCK*/CD45" 3 L " .
Zelllinie gesp Objekttrager peK’/ Immunfluoreszenz mit Ploidie >4c DNA-Bildzytometrie
Tumorzellen Zellen IF
[%] [%]
1 20 20 7 7
CaCo-2 100
2 35 35 25 25
1 85 85 134 134
HCC4006 100
2 95 95 14 14
1 18 18 47 47
SK-CO-1 100
2 18 18 1 1
X 45,2 45,2 38 38
G100 35,4 35,4 49,7 49,7
1 13 26 6 12
CaCo-2 50
2 9 18 4 8
1 23 46 9 18
HCC4006 50
2 26 52 18 36
1 11 22 1 2
SK-CO-1 50
2 8 16 3 6
X 15 30 6,8 13,7
G50 7,6 15,2 6,1 12,2
1 0 0 1 20
CaCo-2 5
2 0 0 5 100
1 2 40 5 100
HCC4006 5
2 2 40 1 20
1 0 0 11 220
SK-CO-1 5
2 1 20 13 260
X 08 16,7 6 120
o5 1 19,7 5 100,4
Rgesamt 203 31,2 10 57,2
Ggesamt 27,4 27 42 7

Fir alle verwendeten Tumorzelllinien machten die Ergebnisse deutlich, dass weder die eingespikte

Anzahl Tumorzellen mit DNA-Bildzytometrie, noch die Anzahl der in der Immunfluoreszenz

nachgewiesenen Tumorzellen zuverlassig durch DNA-Bildzytometrie detektiert werden konnten. Die

uneindeutige Trennung der Zellpopulationen in den Histogrammen, eine geringe 10D und grolRe

Schwankungen in der Detektionsrate der DNA-Bildzytometrie, welche zwischen 1% und 260% lag,

bestatigten dies. Selbst bei Duplikaten einer Zelllinie und derselben Anzahl eingespikter Tumorzellen

waren Schwankungen von teilweise > 50% festzustellen. Generell schienen die divergierenden

Ergebnisse unabhangig von der Gesamtanzahl an Tumorzellen auf einem Objekttrager oder der
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verwendeten Zelllinie zu sein und spiegelten sich auch in den Histogrammen der DNA-Bildzytometrie

wider.

Mit diesen Ergebnissen war es somit nicht moglich, eine abschlieBende Aussage lber die Sensitivitat
und Spezifitat der DNA-Bildzytometrie fiir die Detektion von Tumorzellen in spike in-Modellen zu

treffen.

5.4 Optimierung der etablierten Methode

Die groRen Unterschiede zwischen der Anzahl detektierter Tumorzellen in der Immunfluoreszenz und
der DNA-Bildzytometrie mit einem unrealistisch hohen Anteil als aneuploid identifizierter Zellen
(Tabelle 4), die geringe 10D und die schlecht zu differenzierenden Peaks in den Histogrammen
(Abbildung 15) zeigten, dass eine weitere Optimierung des kombinierten Protokolls nétig war, um die
Qualitat der DNA-Bildzytometrie zu verbessern. Da ein starker negativer Einfluss der
Immunfluoreszenzfarbung auf die Qualitat der DNA-Bildzytometrie durch initiale Versuche (Abbildung
13) bereits grofteils ausgeschlossen werden konnte, wurde im Folgenden untersucht, ob die zeitliche
Abfolge bestimmter Zwischenschritte des kombinierten Protokolls eine wichtige Rolle fiir die Qualitat
von Feulgen-Reaktion und DNA-Bildzytometrie spielt. Besonders zwei Protokollschritte wurden in den
vorherigen Versuchsreihen nicht immer zeitlich einheitlich durchgefiihrt, was meist der Anzahl an zu
bearbeitenden Proben geschuldet war. Zum einen handelte es sich um die Zeit zwischen der
Fertigstellung der Immunfluoreszenz-Objekttrager und dem Beginn der Feulgen-Farbung, die aufgrund
der manuellen Auswertung und hohen Menge an Objekttragern teilweise bis zu 48 Stunden betrug.
Zum anderen betraf es die Inkubationszeit der Immunfluoreszenz-Objekttrager in PBS, um die

Deckglaser fir die Feulgen-Farbung wieder abzulosen.

Um den Einfluss dieser beiden Parameter naher zu untersuchen, wurden spike in-Modelle der
Tumorzelllinie CaCo-2 erstellt und das etablierte Immunfluoreszenzprotokoll wie folgt modifiziert
angewendet: im Anschluss an die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Objekttrager entweder direkt
oder nach 6 Tagen fiir die Feulgen-Farbung verwendet und es wurden verschiedene Inkubationszeiten

der Objekttrager in PBS zum Abl6sen der Deckglaser untersucht (4 h vs. 24 h).

Die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie zeigten, dass besonders die Inkubationsdauer der Objekttrager
in PBS einen groRen Einfluss auf die Qualitat der Feulgen-Farbung und der DNA-Bildzytometrie hat
(Abbildung 15). Je langer die Inkubation in PBS war, desto breitere Peaks, besonders um 2c, 4c, aber
auch um 8c, waren in den Histogrammen zu beobachten. Hierdurch konnten die unterschiedlichen
Zellpopulationen schlechter voneinander getrennt werden. Besonders durch eine Inkubation in PBS
Uiber 24 Stunden waren viele zusatzliche Peaks zwischen 3c und 5c zu beobachten. Der negative Effekt

einer langeren Inkubation der Objekttrager in PBS war unabhangig davon, ob die Objekttrager direkt
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gefarbt oder fiir 6 Tage gelagert wurden. Der I0D-Wert wurde durch eine verlangerte Inkubation in
PBS ebenfalls negativ beeinflusst. Wahrend er ohne die Inkubation in PBS beziehungsweise nach
Inkubation in PBS nach 4 Stunden nahezu unverdandert > 11 lag, verringerte er sich nach einer
Inkubation in PBS tiber 24 Stunden auf 9,55 (Abbildung 15). Dies sprach fiir ein nicht optimales

Farbeergebnis mit gegebenenfalls negativem Einfluss auf die Auswertung mittels DNA-Bildzytometrie.

Beim Vergleich der Lagerdauer zwischen direkter Weiterverarbeitung der Objekttrager nach der
Immunfluoreszenz und Einlagerung der Objekttrager tGiber 6 Tage bei Raumtemperatur und Dunkelheit
war kein nennenswerter negativer Einfluss auf die Qualitat der DNA-Bildzytometrie zu erkennen. Die
einzelnen Peaks bei 2c, 4c und 8c waren vergleichbar mit denen der Objekttrager, welche direkt
weiterverarbeitet worden waren. Die Lagerung der Objekttrager Glber 6 Tage erbrachte darliber hinaus
keine Hinweise auf eine negative Veranderung der I0D. Diese blieb unabhangig von der Lagerdauer

konstant zwischen 12 und 13.

Anhand des durchgefiihrten Versuchs wurde gezeigt, dass ein negativer Einfluss der Immunfluoreszenz
auf die Qualitat der DNA-Bildzytometrie gering war. Jedoch konnte insbesondere eine langere
Inkubationszeit der Objekttrager in PBS mit einer Verschlechterung der Qualitat der DNA-
Bildzytometrie assoziiert werden. Aufgrund dessen wurde das bestehende Protokoll angepasst und die
Inkubationszeit in PBS auf maximal 4 Stunden reduziert; sobald die Deckglaschen abgel6st waren,

wurde die Feulgen-Reaktion angeschlossen.
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Einfluss von PBS-Inkubation und Lagerungszeit der Objekttrager auf die Ergebnisse der DNA-

Bildzytometrie bei Zelllinie CaCo-2

Die Tumorzelllinie CaCo-2 wurde im Verhéltnis 1:1 mit isolierten PBMCs gesunder Spender auf
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Objekttragern immobilisiert, die Zellen mit dem etablierten Immunfluoreszenzprotokoll (IF) gefarbt und

die Objekttrager daraufhin eingedeckt. Diese Objekttrager wurden ausgewertet und unmittelbar im
Anschluss an die Fluoreszenzmikroskopie fiir die Feulgen-Farbung verwendet, was durchschnittlich 3

Stunden dauerte (,,direkt“) oder nach Auswertung fiir 6 Tage trocken und lichtgeschltzt gelagert (,,6

Tage“). Danach wurden die Objekttrager zum Abldsen der Deckglaser entweder flr 4 Stunden (PBS 4 h)

oder 24 Stunden (PBS 24 h) in PBS inkubiert. Anschliefend wurden die unterschiedlich behandelten

Objekttrager durch Feulgen-Farbung und DNA-Bildzytometrie ausgewertet. Die Histogramme zeigen den

DNA-Gehalt als ein Vielfaches des Chromosomensatzes ,,c“ (x-Achse) gegenliber der Anzahl untersuchter

Zellen (y-Achse). Als Referenz dienten PBMCs auf demselben Objekttrager. Die Farbkodierung entspricht

dem gemessenen DNA-Gehalt der jeweiligen Zelllinie (dunkelblau = Tetraploidie; violett =

Hyperaneuploidie >4,4 c; rot =h6here Aneuploidie; grau = Zellen oberhalb des G2-/M-Phase Peak).

Anzahl der Analysezellen: Ohne IF (direkt) = 1.051; Ohne IF (6 Tage) = 3.189; IF, PBS 4h (direkt) = 2.687;
IF, PBS 4h (6 Tage) = 2.211; IF, 24h PBS (direkt) = 1.128; IF, 24h PBS (6 Tage) = 1.225. Intrinsic optical

density (IOD): Ohne IF (direkt) = 11,76; Ohne IF (6 Tage) = 13,39; IF, PBS 4h (direkt) = 11,49; IF, PBS 4h (6

Tage) = 12,31; IF, 24h PBS (direkt) = 9,55; IF, 24h PBS (6 Tage) = 9,8.

54




5.5 Validierung der etablierten Methode mit 30 Tumorzellen

Nachdem die zeitliche Abfolge des Protokolls optimiert worden war, sollte die Sensitivitat und
Spezifitat der Methode erneut validiert werden. Da das Einspiken von 5 Tumorzellen in der vorherigen
Versuchsreihe nicht zu einer konsistenten Anzahl von Tumorzellen auf den Objekttragern fiihrte,
wurde fir diesen Versuch eine Anzahl von 30 Tumorzellen pro Objekttrager gewahlt. Hierfiir wurden
frisch isolierte PBMCs eines gesunden Spenders mit rechnerisch 30 Tumorzellen jeweils der
Tumorzelllinien CaCo-2, HC4006, SK-CO-1 und HCC1954 gemischt und auf einem Objekttrager
immobilisiert und fiir jede Tumorzelllinie wurden Triplikate angefertigt. Anschlieffend wurde das
optimierte Protokoll angewendet und die Anzahl an pCK*-Zellen in der Immunfluoreszenz, sowie die
Anzahl der aneuploiden Zellen in der DNA-Bildzytometrie quantifiziert. Die Ergebnisse der DNA-
Bildzytometrie zeigten eine Verteilung der Peaks um 2c, 4c und 8c, wie von den Tumorzelllinien CaCo-
2, HCC4006 und SK-CO-1 zu erwarten war. Zelllinie HCC1954 jedoch zeigte keinen Peak im Bereich um
8c (Abbildung 16A). Die Zellpopulationen der PBMCs sowie der Tumorzelllinien waren in jedem spike
in-Modell gut voneinander zu unterscheiden. Aufgrund dieser besseren Trennung wurde fir die
guantitative Auswertung dieses Versuchs ein Cut-off > 3c in der DNA-Bildzytometrie gewahlt, um
Tumorzellen von PBMCs zu differenzieren (Tabelle 5). Bei diesem Cut-off-Wert sollten diploide PBMCs
theoretisch nicht quantifiziert werden, wahrend Tumorzellen mit einer Ploidie zwischen 3c und 4c noch

beriicksichtigt wurden.

Die Quantifizierung der pCK*-Zellen in der Immunfluoreszenz ergab eine Anzahl von 4 bis 38
Tumorzellen auf den Objekttragern aller untersuchten Tumorzelllinien (Tabelle 5). Mittels DNA-
Bildzytometrie wurden zwischen 2 und 26 Zellen als aneuploid identifiziert. Die Zelllinien CaCo-2,
HCC4006 und SK-CO-1 zeigten homogenere Detektionsraten mit geringen Standardabweichungen
(Mittelwert Xcaco-2 = 44,4 und Standardabweichung Gcaco2 = 5,1 bzw. Mittelwert Xuccaoos = 67,8 und
Standardabweichung Ghccaoos = 18,4) im Vergleich zum vorherigen Versuch (Tabelle 4). Zelllinie
HCC4006 zeigte in der Immunfluoreszenz sogar mehr als die zu erwartende Anzahl von 30 Tumorzellen
und es wurden mittels DNA-Bildzytometrie in diesem Versuch die meisten aneuploiden Zellen
detektiert. Fir Zelllinie HCC1954 hingegen lagen die Detektionsraten in der DNA-Bildzytometrie bei
einem Cut-off 2 3¢ zwischen 10% und 63,3% und damit am weitesten voneinander entfernt. Hierdurch
ergab sich im Mittel fur diese Zelllinie die geringste Detektionsrate und die hochste
Standardabweichung (Mittelwert Xucciosa = 30 %, Standardabweichung Guccissa = 29). Fiir alle Zelllinien
betrachtet war eine geringere Standardabweichung (Ggesamt = 21,8) als im vorherigen Versuch
festzustellen. Generell war nach der Optimierung der etablierten Methode auffillig, dass die
Detektionsraten in Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie ahnlicher wurden. Im Mittel wurden

dhnlich viele Zellen detektiert und die Standardabweichungen zeigten sich angeglichen.
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Neben der Quantifizierung der identifizierten Tumorzellen in der Immunfluoreszenz und DNA-
Bildzytometrie wurden auch die mikroskopischen Aufnahmen der beiden Detektionsmethoden direkt
miteinander verglichen (Abbildung 16B). Dieser Vergleich war wichtig, um zu bestatigen, dass beide
Methoden exakt dieselben Zellen als aneuploid beziehungsweise pCK* identifizierten. Nur auf diese
Weise konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei den als aneuploid identifizierten Zellen
wirklich um Tumorzellen handelte und nicht um Artefakte, welche wahrend der Farbung entstanden
waren. Bei diesem Vergleich konnten fiir jede Zelllinie in mindestens einem der durchgefiihrten
Durchgénge des Versuchs die aneuploiden Korrelate zu pCK*-positiven Zellen an derselben Stelle eines
Objekttragers gefunden werden (Abbildung 16B). Dies bestatigte, dass beide Methoden prinzipiell die
selben Zellen als Tumorzellen identifizieren. Jedoch war ein vollstandiger Vergleich aller Zellen
technisch nicht moglich, da die exakte Position der gemessenen Zellen im Analyseprogramm der DNA-
Bildzytometrie nicht dokumentiert war und die Orientierung somit nur anhand von optischen Kriterien
wie der Position zu anderen Zellen oder auffalliger Anordnung im Zellverband erfolgen konnte. In der
Auswertung der Objekttrager wurden auch Zellen gefunden, die pCK*-positiv waren und eine Ploidie <
4c aufwiesen (Abbildung 16B). Der Anteil der Zellen mit einer Ploidie zwischen 3¢ und 4c lag fir die
Tumorzelllinien CaCo-2 und HCC4006 bei iber 30% aller aneuploiden Zellen. Es erwies sich also als
sinnvoll, den Cut-off zur Differenzierung von diploiden PBMCs und aneuploiden Tumorzellen > 3c zu

setzen.
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Exemplarische Darstellung zur Validierung des kombinierten Protokolls aus Immunfluoreszenz und DNA-

Bildzytometrie zur Detektion von 30 Tumorzellen in einem spike in-Modell

(A) 30 Tumorzellen der Zelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 wurden mit isolierten PBMCs
eines gesunden Spenders versetzt, auf einem Objekttrager immobilisiert und mit dem etablierten
Immunfluoreszenzprotokoll gefarbt. Nach Quantifizierung der pCK+*-Zellen im Fluoreszenzmikroskop
wurden die Objekttrager direkt fiir die Feulgen-Farbung verwendet, wobei die Deckgldser vorher durch
Inkubation fiir 4 Stunden in PBS abgeldst wurden. AnschlieRend wurde der DNA-Gehalt der Zellen
bildzytometrisch bestimmt. Die Histogramme zeigen den DNA-Gehalt als ein Vielfaches des
Chromosomensatzes ,,c“ (x-Achse) gegenliber der Anzahl untersuchter Zellen (y-Achse). Als Referenz
dienten PBMCs auf dem selben Objekttrager. Die Farbkodierung entspricht dem gemessenen DNA-
Gehalt der jeweiligen Zelllinie (dunkelblau = Tetraploidie; violett = Hyperaneuploidie >4,4 c; rot =hdhere
Aneuploidie; grau = Zellen oberhalb des G2-/M-Phase Peak). Anzahl der Analysezellen: CaCo-2 = 1.726;
HCC4006 = 1.260; SK-CO-1 = 709; HCC1954 = 166. Intrinsic Optical Density (I0D): CaCo-2 = 13,07;
HCC4006 = 14,14; SK-CO-1 = 10,75; HCC1954 = 10,52.

(B) Vergleich von pCK*-Zellen der Zelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 in der
Immunfluoreszenz (IF) mit Phasenkontrastaufnahmen derselben Zellen nach Feulgen-Farbung und DNA-
Bildzytometrie (IC). Es handelt sich um die selben Objekttrager wie in (A). Die Abbildung zeigt die
Overlayrekonstruktion einer Immunfluoreszenzaufnahme und eine Aufnahme mittels
Phasenkontrastmikroskop nach Feulgen-Farbung und DNA-Bildzytometrie. Die
Immunfluoreszenzmarkierung erfolgte durch einen direkten Antikorper (anti-panCytokeratin = griin;
anti-CD45 = rot; Zellkern = blau). Die mit den Pfeilen markierten Zellen wurden gleichzeitig als pCK* und
aneuploid identifiziert, die Ploidie der jeweiligen Zelle ist als ein Vielfaches des Chromosomensatzes ,,c

angegeben. Belichtungszeit: blau = 28 ms, griin = 50 ms, rot= 333 ms. MaRstab: 30 um.
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Tabelle 5: Vergleich der Anzahl pCK*-positiver Tumorzellen der Zelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954
mit der Anzahl aneuploider Tumorzellen in einem spike in-Modell aus PBMCs und 30 Tumorzellen
Flr den Vergleich wurden 30 Tumorzellen von CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 zusammen mit
ca. 10.000 isolierten PBMCs eines gesunden Spenders auf einen Objekttrager aufgebracht und mit dem
etablierten Immunfluoreszenz-Protokoll gefarbt und ausgewertet (IF). Anschliefend erfolgte die
Feulgen-Farbung und DNA-Bildzytometrie zur Bestimmung der aneuploiden Zellen (> 3c und > 4c). Pro
Zelllinie und Zellzahl wurden jeweils drei Objekttrager ausgewertet. o= Standardabweichung, X=
Mittelwert.
Anzahl Anzahl Detektionsrate Anzahl Zellen mit Detektionsrate
Zelllinie gespikter Objekttrager pCK*/CD45- Immunfluoreszenz Ploidie >3c DNA-Bildzytometrie
Tumorzellen Zellen [%] (davon >4c) [%]
1 7 23,3 12 (4) 40
2 4 13,3 15(2) 50
3 8 26,7 13 (4) 433
CaCo-2 30
X 6,4 21,1 13,3 aa,4
Ocaco2 2,1 7 1,5 51
1 31 103,3 20 (3) 66,7
2 38 126,7 26 (9) 86,7
3 15 50 15(8) 50
HCC4006 30
X 28 93,3 20,3 67,8
Oliccaoos 11,8 39,3 5,5 18,4
1 21 70 12 (11) 40
2 12 40 9(6) 30
SKCO1 30 3 17 56,7 8(8) 26,7
X 16,7 55,6 9,7 32,2
Osk.co-1 4,5 15 2,1 6,9
1 12 40 5(3) 16,7
2 10 33,3 19 (10) 63,3
3 1 36,7 3(2) 10
HCC1954 30
X 11 36,7 9 30
Ohcci9sa 1 3,4 8,7 29
Xgesamt 15,5 51,7 11,9 43,6
Cgesamt 10,1 33,6 5,4 21,8

Die durchgefiihrten Versuche bestatigen, dass sich Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie

sequenziell miteinander kombinieren lassen. Es zeigten sich zwar leichte qualitative EinbulRen in der

DNA-Bildzytometrie durch eine vorherige

Immunfluoreszenz, diese wurden jedoch mit der

Optimierung der zeitlichen Abfolge von Zwischenschritten auf ein Minimum gesenkt. Ein GroRteil der

pCK*-Zellen in der Immunfluoreszenz war auch mittels DNA-Bildzytometrie identifiziert worden, was

auch noch bei einer geringen Zellzahl von 10-30 Tumorzellen pro Objekttrager moglich war (Abbildung

16). In Stichproben wurde darlber hinaus bestatigt, dass es sich bei den als aneuploid identifizierten

Zellen wirklich um pCK*- Zellen handelte (Abbildung 16, Tabelle 6). Es war jedoch aus technischen
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Grinden nicht moglich, fiir jede aneuploide Zelle mit dem entsprechenden pCK*-Pendant die Ploidie

Zu bestimmen.

Tabelle 6: Darstellung der identifizierbaren Zellpaare in Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie
Fur den Versuch wurden 30 Tumorzellen von CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 zusammen mit
ca. 10.000 isolierten PBMCs eines gesunden Spenders auf einen Objekttrager aufgebracht und mit dem
etablierten Immunfluoreszenz-Protokoll gefarbt und ausgewertet (IF). Anschliefend erfolgte die
Feulgen-Farbung und DNA-Bildzytometrie zur Bestimmung der aneuploiden Zellen. Pro Zelllinie und
Zellzahl wurden jeweils drei Objekttriger ausgewertet und anschlieRend Ubersichtsaufnahmen der
gesamten Objekttrager abgeglichen.
1 5 2
CaCo-2 30 2 3 1
3 3 1
1 11 3
HCC 4006 30 2 20 2
3 9 1
1 16 5
SK-CO-1 30 2 7 2
3 2 1
1 7 2
HCC1954 30 2 8 1
3 9 2
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6 Diskussion

Bei Diagnostik, Prognosestellung und therapeutischem Monitoring von Tumorerkrankungen kann die
Detektion und Quantifizierung von CTCs im Blut wichtige Zusatzinformationen liefern. Die Detektion
von CTCs erfolgt bis dato meist durch den Nachweis von epithelialen Markerproteinen wie EpCAM
oder CK im Rahmen einer Immunfluoreszenzfarbung (Vasseur et al.,, 2021). Tumor-spezifische
Anderungen in der Proteinexpression, wie zum Beispiel bei EMT, kdnnen allerdings dazu fiihren, dass
der Nachweis von CTCs durch Immunfluoreszenz negativ ausfillt (Feng et al., 2022). In dieser Arbeit
wurde deshalb untersucht, ob sich der Nachweis von Aneuploidie mittels DNA-Bildzytometrie als neue
alternative, markerunabhangige Methode zur Detektion von Tumorzellen im Blut nutzen lasst. Fiir die
Evaluierung der Methode wurden spike in-Modelle aus kultivierten Tumorzelllinien und isolierten
mononukldaren Blutzellen hergestellt und die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie mit der

Immunfluoreszenz verglichen.

Eine geeignete Methode zum Nachweis von CTCs im Patientenblut muss aufgrund der niedrigen CTC-
Konzentrationen in der Vollblutprobe (1 CTC pro 10°%-107 Blutzellen) sehr sensitiv sein. Gleichzeitig
sollte sie eine hohe Spezifitat besitzen, da Blut- oder Endothelzellen nicht falschlicherweise als
Tumorzellen identifiziert werden dirfen. Haufig wird in der klinischen Routine zum Nachweis von
Tumormarkern eine Sensitivitdt des Markers von >95% als sinnvoll erachtet (Limbach Gruppe, 2017).
Als Referenzmethode zur Detektion von Tumorzellen wurde in dieser Arbeit die
Immunfluoreszenzfarbung verwendet, welche auch in der Praxis sehr haufig zur CTC-Detektion
angewendet wird; besonders eine Markierung von EpCAM und CK an der Zellmembran stellt aktuell

die am weitesten verbreitete Methode dar, um CTCs zu detektieren (Lu et al., 2020).

Bei den Ergebnissen dieser Arbeit war auffallig, dass in den meisten Versuchsdurchlaufen weder in der
Immunfluoreszenz noch in der DNA-Bildzytometrie die eingespikte Zellzahl detektiert wurde (Tabelle
4 und Tabelle 5). Durch die Erstellung der Verdiinnungen und der Cytospins war generell mit leichten

Abweichungen von der eingespikten Zellzahl zu rechnen.

Die Ergebnisse kdonnen mit zwei verschiedenen Ansatzen interpretiert werden. Lange galt
Immunfluoreszenz mit Nachweis von EpCAM und CK als Goldstandard in der Detektion von CTCs und
wurde als dieser von der FDA empfohlen (Mu et al., 2016). Wenn Immunfluoreszenzmarkierung die
Grundlage zur Detektion von CTCs darstellt, kann angenommen werden, dass die Anzahl der
detektierten pCK*/CD45 Zellen die tatsichlich vorhandene Anzahl an Tumorzellen auf dem
Objekttrager korrekt widerspiegelt. Diese Annahme wurde dadurch bestatigt, dass alle Zellen der vier
verwendeten Tumorzelllinien in der Immunfluoreszenz pCK* und CD45 waren. Im optischen Vergleich

der Tumorzelllinien zeigte die Zelllinie CaCo-2 die geringste CK-Expression. Diese Beobachtung deckt
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sich mit den Ergebnissen einer Genanalyse haufig verwendeter Tumorzelllinien von Klijn und Kollegen
(Klijn et al., 2015). Diese Arbeitsgruppe zeigte eine vergleichsweise niedrigere Genexpression von
NCAM 1, sowie KRT 10, 18 und 19 in CaCo-2 Zellen. Diese Gene sind unter anderem an der Expression
der Cytokeratine CK10 und 19 beteiligt (Rouillard et al., 2016); der in dieser Arbeit verwendete anti-
panCK-Antikorper war unter anderem gegen CK10 und 19 gerichtet. Fir die drei Tumorzelllinien
HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 wurden in dieser Arbeit bei einer theoretischen Zellzahl von 30
Tumorzellen pro Objekttrager im Mittel 74,5% der pCK*-Zellen auch als aneuploid detektiert. Somit
sind, wenn die Immunfluoreszenz als Goldstandard gesehen wird, gegen den die neue
Nachweismethode verglichen wird, bei der Auswertung meist mehr pCK* Zellen gefunden worden, als
aneuploide Zellen nachzuweisen waren. Im Gegensatz hierzu waren bei Zelllinie CaCo-2 jedoch in allen
Replikaten mehr aneuploide als pCK* Zellen zu detektieren; sonst war dies nur in einem Replikat bei

Zelllinie HCC1954 zu beobachten.

Der andere Interpretationsansatz stellt die Immunfluoreszenz als Referenz in Frage. Auch wenn sie am
haufigsten zur Detektion von CTCs im Blut eingesetzt wird (Weissenstein et al., 2012), kdnnen mit
dieser Methode trotzdem Zellen Gibersehen werden. Ein Grund hierfir kann EMT sein, wodurch die
Expression von Oberflaichenproteinen beeinflusst werden kann (Puisieux et al., 2014; Nieto et al., 2016;
Brabletz et al., 2018). Deshalb kann es sinnvoll sein, die eingespikte Anzahl aneuploider Tumorzellen
an sich als Referenz zum Vergleich von Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie zu wahlen.
Allerdings muss mit gewissen Schwankungen gerechnet werden und es ist moglich, dass etwas mehr
oder weniger als 30 Zellen auf einem Objekttrager immobilisiert werden. Im Fall von 30 eingespikten
Tumorzellen wurden weder durch Immunfluoreszenz noch durch Feulgen-Farbung und DNA-
Bildzytometrie regelmafig > 75% der Tumorzellen auf den Cytospins detektiert. Dies ist am ehesten
dadurch zu erklaren, dass duBere Limitationen die Ergebnisse beeinflusst haben und nie exakt 30 Zellen
auf den Objekttragern immobilisiert worden waren. Werden die Detektionsraten pro Cytospin fir jede
Tumorzelllinie miteinander verglichen, sind die Unterschiede weniger auffallig als beim Vergleich der
jeweiligen Mittelwerte X und der Standardabweichungen o. Bei den Zelllinien CaCo-2, HCC4006 und
HCC1954 wurden regelmaRig mehr als 50% der eingespikten Tumorzellen entdeckt, bei HCC4006 sogar
mehr als 60%. Bei einer Anzahl von 30 Tumorzellen pro Objekttrager sollte beachtet werden, dass das
Fehlen von bereits wenigen Zellen die Detektionsraten sehr schmalern kann. Betrachtet man die
Ergebnisse qualitativ, also ob eine Detektion von Tumorzellen mit den beschriebenen Methoden
moglich ist, kann eine positive Bilanz gezogen werden, da auf jedem Cytospin regelmaRig aneuploide
Zellen gefunden wurden. Ebenfalls war eine Dynamik der Detektionsrate in der Immunfluoreszenz
auch in der DNA-Bildzytometrie zu erkennen: je hoher die absolute Detektionsrate in der
Immunfluoreszenz war, desto hoher war sie auch in der DNA-Bildzytometrie. Dies spricht am ehesten

dafiir, dass beide Methoden dieselben Zellen detektieren.
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In beiden Interpretationsansatzen wird deutlich, dass mit DNA-Bildzytometrie eine sehr geringe Anzahl
von CTCs pro Blutprobe detektiert werden kann. In den abschlieBRenden Versuchen dieser Arbeit
wurden von den eingespikten Tumorzellen durchschnittlich > 50% detektiert, also ca. 10-15 Zellen.
Dies spricht dafiir, dass auch eine geringe Anzahl von CTCs, wie sie haufig in Liquid Biopsies aus
Patientenblut vorkommt, anhand von Aneuploidie detektiert werden kann. Besonders bei seltenen

Zellen wie CTCs ist es wichtig, diese bei kleiner Anzahl sicher zu identifizieren.

Als Erklarung fir die abweichenden Ergebnisse zwischen Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie
in der Detektion von Tumorzellen aller Zelllinien kommen verschiedene Griinde in Frage und sind fir

beide Interpretationsansatze zuldssig.

Ein Grund konnte sein, dass durch mehrmalige Waschschritte wahrend der Feulgen-Farbung Zellen
vom Objekttrager gespilt wurden. Allerdings wurden hierzu Vergleiche zwischen Phasenkontrast- und
Immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen durchgefiihrt, die bei den meisten Objekttragern
keinen Anhalt dafiir gaben, dass es aufgrund der Waschschritte zu einem bedeutenden Zellverlust
gekommen war. Weder makroskopisch beim Betrachten der gesamten Objekttrager noch auf
Einzelzellebene schien es groRe Unterschiede zu geben. Eine wichtige Erkenntnis aus dem Vergleich
der mikroskopischen Aufnahmen war aullerdem, dass es sich bei den detektierten aneuploiden Zellen
auch wirklich um pCK* Zellen handelte. Dies bestéatigte, dass die DNA-Bildzytometrie und die
Immunfluoreszenz prinzipiell die selben Zellen detektieren (Abbildung 16). Es muss allerdings in
diesem Zuge erwihnt werden, dass die Bestitigung der Ubereinstimmung von Aneuploidie und pCK-
Positivitat auf Einzelzellebene technisch nur fiir einen Teil der aneuploiden Zellen moglich war. Fiir fast
jede Zelllinie war es moglich, in jedem der durchgefiihrten Durchgange auf allen drei Objekttragern
das aneuploide Pendant zur pCK*-Markierung zu finden (Tabelle 6). Jedoch war es oft nicht moglich,
die Zellen im Bildzytometrieprogramm sicher zu identifizieren und die Ploidie entsprechend
zuzuordnen. In den meisten Fallen war dies der Tatsache geschuldet, dass die Zellen im
Bildzytometrieprogramm nicht durch eindeutige optische Charakteristika oder spezifische

Umgebungsformationen zu anderen Zellen abgrenzbar waren.

Ein weiterer Grund fur die héhere Anzahl detektierter Tumorzellen durch Immunfluoreszenz als durch
DNA-Bildzytometrie kann die Qualitat der Feulgen-Farbung sein. Zum einen ist es moglich, dass Zellen
nicht ausreichend oder ungleichmaBig gefarbt wurden. Einen Hinweis auf die Qualitat der Feulgen-
Farbung gibt der IOD-Wert, welcher einen Vergleich zwischen verschiedenen Farbungen zulasst und
normalerweise groBer 10 sein sollte. Dies war in dieser Arbeit der Fall, allerdings ist der IOD kein Wert
fir einzelne Zellen, sondern stellt einen Mittelwert dar. Es ist also auch nach der Optimierung der
Methodenkombination moglich, dass einzelne Zellen ungleichmaRig angefarbt und hierdurch nicht als

aneuploid erkannt wurden. Zum anderen kam es bei allen Zelllinien vor, dass durch verstarkte Bildung
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von Zellclustern einzelne Nuclei in der DNA-Bildzytometrie nicht eindeutig voneinander zu trennen
waren. Hierdurch kann ein Teil eines benachbarten Partikels falschlicherweise nicht miterfasst werden.
Aufgrund dieser Einschrankungen kann sich die Anzahl der tatsachlich ausgewerteten aneuploiden

Zellen verringert haben, obwohl es sich um pCK* Tumorzellen handelte.

Ganz im Gegenteil hierzu wurden im Fall der Tumorzelllinie CaCo-2 im Mittel mehr als doppelt so viele
aneuploide Zellen auf den Objekttrdagern detektiert als pCK* Zellen vorhanden waren. Allerdings waren
es immer noch nur anndhrend 50% der eingespikten Tumorzellen, wenn Immunfluoreszenz als
Goldstandard die tatsachlich vorhandene Anzahl von Tumorzellen auf dem Objekttrager darstellt. Auch

hierfiir konnen mehrere Ursachen vorliegen.

Zum einen kénnen aufgrund der vergleichsweise niedrigen pCK-Expression bei Zelllinie CaCo-2 nicht
alle Tumorzellen in der Immunfluoreszenz identifiziert worden sein. Wie oben bereits beschrieben,
fielen CaCo-2 Zellen in der Immunfluoreszenz durch ein deutlich niedrigeres pCK-Signal im Vergleich
zu den anderen drei Zelllinien auf. Solange aneuploide Zellen auf dem Objekttrager fixiert bleiben,
sollten diese trotzdem in der DNA-Bildzytometrie als aneuploid erkannt werden. Folglich handelt es
sich bei dem beobachteten Effekt womadglich nicht um falsch-positive Ergebnisse, sondern wirklich um

Tumorzellen, die jedoch ausschlieRlich durch DNA-Bildzytometrie detektiert wurden.

Allerdings gibt es auch Beobachtungen, die darauf hindeuten, dass es sich moglicherweise doch um
falsch-positive Ergebnisse handelt. So wies Zelllinie CaCo-2 im Vergleich mit den anderen Zelllinien die
niedrigste mittlere Ploidie mit 4,32c auf, was dazu fihren kdnnte, dass eine eindeutige Trennung
zwischen diploiden PBMCs und den Tumorzellen hier schwieriger und fehleranfalliger war. Da die
Unterschiede jedoch relativ klein waren und die gemessene Ploidie von 4,32c deutlich von 2,0c
entfernt ist, scheint dies nicht der Hauptgrund fiir die Ergebnisse zu sein. Dariliber hinaus ist
anzumerken, dass die niedrige Gesamtanzahl an CaCo-2 Zellen auf den Objekttragern (6 Zellen in der
Immunfluoreszenz beziehungsweise 13 Zellen in DNA-Bildzytometrie im Mittel), dazu flihrt, dass sich
kleine Abweichungen in der Anzahl der detektierten aneuploiden Zellen stark auf die relative
Detektionsrate auswirken, wahrend die absoluten Unterschiede in der detektierten Zellzahl im
Vergleich zu den anderen Zelllinien nicht so grol? waren. In diesem Fall kann es zutreffen, dass trotz
grofSter Sorgfalt beim Pipettieren weniger als 30 Zellen in die Zellsuspension eingespikt und somit

tatsachlich der GroRteil der Tumorzellen durch DNA-Bildzytometrie detektiert wurde.

Alle gefundenen aneuploiden Zellen in der DNA-Bildzytometrie wurden in dieser Arbeit manuell
abgeglichen, d.h. nach dem Scannen des Objekttragers durch einen Untersucher erneut begutachtet.
Dieser Schritt war notwendig, um eine zusatzliche Kontrolle der Qualitat der Farbung auf

Einzelzellebene durchzufiihren und gegebenenfalls Artefakte auszuschlieBen, wie beispielsweise eine
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Ubereinanderlagerung oder ungleichmaRig gefiarbte Nuclei. Zusatzlich ist es sinnvoll, einen Grenzwert
zu definieren, der angibt, ab welchem Ploidiewert aneuploide (Tumor-) Zellen detektiert werden. In
dieser Arbeit wurde ein Cut-off > 3¢ fiir die Detektion der verwendeten Tumorzellen festgelegt. Durch
diesen Grenzwert sollte bestmoglich zwischen diploiden Referenzzellen und aneuploiden
Analysezellen unterschieden werden, wobei gleichzeitig die Anzahl an falsch-positiven oder falsch-
negativen Ergebnissen minimiert werden sollte. Die Versuche in dieser Arbeit haben gezeigt, dass ein
Cut-off von 3c zu einer guten Trennung zwischen diploiden PBMCs und Tumorzellen fihrte. Ein hoherer
Cut-off von 2 4c schien nicht sinnvoll, da bei den Tumorzelllinien HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954
mindestens 50% der Zellen eine Ploidie zwischen 3c und 4c aufwiesen. Bei der Tumorzelllinie CaCo-2
zeigten sogar mehr als 75% der Zellen eine Ploidie zwischen 3c und 4c. Zusatzlich wurden Tumorzellen
als aneuploid und pCK* detektiert, deren Ploidie geringer als 4c war (Abbildung 16b); um solche pCK*
Zellen auch zu detektieren, sollte der Cut-off also eher etwas niedriger als die zu erwartende Ploidie
gesetzt werden. Die Wahl eines niedrigeren Cut-off Wertes von > 2,5c birgt die Gefahr, dass diploide
PBMCs falschlicherweise als Tumorzellen klassifiziert werden. Auch wenn diese Zellen theoretisch
nicht vorkommen sollen, muss mit leichten Schwankungen und Messungenauigkeiten gerechnet

werden, welche eine leicht hohere oder niedrigere Ploidie bedingen kénnen.

Die groRte Einschrankung des Cut-off liegt darin, dass bei verschiedenen Tumorzellentitaten, oder
auch aufgrund hoher intratumoraler Heterogenitat, die individuellen Schwankungen der Ploidie nicht
beriicksichtigt werden konnen. In dieser Arbeit wurden kauflich erwerbbare Tumorzelllinien
verwendet, die vor Beginn der eigentlichen Versuche bereits genau untersucht worden waren. CTCs
im Blut sind selten und variieren durchschnittlich zwischen 1 bis 100 CTCs pro 10° Blutzellen (Hou et
al., 2013). Darliber hinaus sind sie gegebenenfalls genomisch sehr heterogen (Siu, 2013), was
ausfiihrliche Untersuchungen des Primartumors, einer gegebenenfalls vorhandenen Metastase und
von CTCs dieses Primartumors wiinschenswert macht. Allerdings ist es aufgrund ihrer Seltenheit
unrealistisch, die genannten Zelltypen in ausreichendem MaR detektieren zu kénnen (Bulfoni et al.,
2016). Abgesehen davon scheint es aufgrund der heterogenen Natur von CTCs und malignen Tumoren
allgemein nicht sehr sinnvoll, die Ploidie von CTCs anhand von Gewebeproben des Primartumors oder
einer Metastase festzulegen (Burrell et al., 2013). Dies erscheint im klinischen Alltag genauso
aufwendig wie wissenschaftlich fraglich (Burrell et al. 2013). Obwohl ein individueller Grenzwert also
im Vorhinein nicht bestimmbar zu sein scheint, sollte fiir die Detektion von CTCs mit DNA-
Bildzytometrie ein Cut-off definiert werden. CTCs Uberschreiten, auch bei manifester Metastasierung
nur selten eine Anzahl > 100 Zellen pro 7,5 ml Vollblut (Vasseur et al.,, 2021) und die manuelle
Durchsicht dieser Zellen ist mit vergleichsweise geringem Zeitaufwand moglich; dartiber hinaus ist sie
als zusatzliche Qualitatskontrolle der Farbung sinnvoll. Allerdings ist die manuelle Durchsicht kein

Ersatz des Cut-off. Dieser hilft bei der (schnellen) Objektivierung der Ergebnisse, besonders bei

64



niedriger Aneuploidie oder grenzwertigen Zellen, setzt eine klare Grenze zwischen diploiden und

aneuploiden Zellen und sollte trotz aller genannten Einschrankungen standardmaRig definiert werden.

Die sicherste Methode, um die oben beschriebenen falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnisse
identifizieren und bewerten zu kénnen, wéare der Abgleich jeder einzelnen pCK* Zelle mit ihrem jeweils
aneuploiden Pendant in der DNA-Bildzytometrie. In dieser Arbeit war eine exakte Lokalisation der
aneuploiden Zellen auf dem Objekttrager aufgrund technischer Einschrankungen durch die ICM-
Software jedoch nicht moglich und der Abgleich jeder einzelnen Zelle nicht durchfiihrbar. Die Software
ermoglichte eine ungefdhre Lokalisation der (aneuploiden) Zellen auf dem Objekttrdger, was sich
technisch allerdings nicht direkt mit der Immunfluoreszenzaufnahme korrelieren liel. Die Zellen
konnten nur anhand von charakteristischen Umgebungsformationen als identisch identifiziert werden,
weshalb der Abgleich nur fir eine kleine Zellzahl moglich war. Fir einen Abgleich der Zellen auf dem
gesamten Objekttrager konnte zukiinftig die Entwicklung eines Rasters hilfreich sein. Dieses erleichtert
die Suche nach falsch-negativen Zellen in der DNA-Bildzytometrie, da durch ein Raster auf dem
Objekttrager die Position der pCK* Tumorzelle eingegrenzt werden kann und im Anschluss durch einen
Overlay von phasenkontrast- und immunfluoreszenzmikroskopischer Aufnahme die Existenz des
Pendants bestatigt oder ausgeschlossen werden konnte. Als Einschrankung ist zu nennen, dass nicht
immer ein Pendant existieren muss, da die Zelle unter Umstanden nicht mehr auf dem Objekttrager
fixiert sein kann. Fir falsch-positive Zellen in der DNA-Bildzytometrie ist die Identifikation deutlich
schwieriger, da die Lokalisation der aneuploiden Zellen auf dem Objekttrager iber die ICM-Software

nicht eindeutig zu bestimmen ist.

Um anhand des Histogramms der DNA-Bildzytometrie eine Aussage liber das Vorliegen von
Aneuploidie zu treffen, miissen die Peaks der verschiedenen Zelltypen gut voneinander zu trennen
sein. Dies wurde durch die Optimierung des etablierten Protokolls erreicht. Nach der Optimierung war
auffillig, dass die Standardabweichung o vom Mittelwert X reduziert wurde. Im Versuch mit 30
eingespikten aneuploiden Tumorzellen lag sie in der DNA-Bildzytometrie zwischen 1,5 und 5,5; Zelllinie
HCC1954 bildete die Ausnahme. Im Vergleich zur Standardabweichung der DNA-Bildzytometrie war
die Standardabweichung der Immunfluoreszenz durchschnittlich um 50% grof3er, was zeigt, dass mit
DNA-Bildzytometrie in den durchgefiihrten Versuchen ein exakter reproduzierbares Ergebnis erzielt
und aneuploide Zellen zuverldssiger detektiert werden konnten. Als Einschrankung bleibt allerdings

die geringere Detektionsrate der DNA-Bildzytometrie zu beachten.

Der Einsatz von DNA-Bildzytometrie in der klinischen Praxis soll die Detektion aneuploider Tumorzellen
markerunabhangig machen. Jedoch birgt der Nachweis durch Aneuploidie im Allgemeinen gewisse

Einschrankungen.
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Als grundlegende Voraussetzung muss beim Primarius oder den gegebenenfalls vorliegenden
Metastasen Aneuploidie vorliegen. Dies ist zwar fiir viele solide Tumoren und ihre Tochtergeschwulste
nachgewiesen und eines der Hauptmerkmale maligner solider Neoplasien (Vasudevan et al., 2021),
jedoch ist dieser Zustand durch intratumorale Mutationen jederzeit veranderbar; der Wechsel von
Aneuploidie zu einem euploiden DNA-Gehalt scheint allerdings sehr unwahrscheinlich. Zum anderen
miussen sich aus Primarius oder Metastase aneuploide CTCs l6sen, im Blut zirkulieren und Gberleben,
bis sie mit einer Liquid Biopsy aus Patientenblut gesammelt werden kdnnen. Sind auf dem Objekttrager
nur Zellen mit euploidem DNA-Gehalt nachzuweisen, bietet die Methode keinen Mehrgewinn.
Zusatzlich muss bedacht werden, dass auch in einem gesunden Organismus aneuploide Zellen
detektiert werden konnen. Beispielweise sind Hepatozyten oder Neuronen ebenfalls oft aneuploid
(Rehen et al., 2001; Duncan et al., 2012; Knouse et al., 2014; van den Bos et al., 2016; Vitak et al.,
2017). Je nach Punktionsort der Liquid Biopsy aus Patientenblut ist es moglich, dass diese Zellen mit in
die zu untersuchende Probe aufgenommen werden, was immer in die Betrachtung der Ergebnisse

miteinflieBen sollte.

Ein weiterer limitierender Faktor liegt also in der Probengewinnung. Je weiter die Entfernung vom
Primarius oder der Metastase zur Punktionsstelle der Liquid Biopsy aus Patientenblut ist, desto
geringer ist die Wahrscheinlichkeit, CTCs in einer Blutprobe zu detektieren (Majidpoor et al., 2021).
Dies liegt unter anderem an der Uberlebenszeit der CTCs in der Blutzirkulation, welche im Mittel 2-3
Stunden betragt (Lemma et al., 2021). Es ergibt sich also, dass neben der Entnahmestelle auch der
Zeitpunkt der Liquid Biopsy von Patientenblut Einfluss auf die CTC-Anzahl haben kann. Zum Beispiel
zeigten Graham und Kollegen, dass die hauptsachliche Metastasenbildung in friihen und sehr spaten
Phasen der Tumorgenese stattfindet (Graham und Shibata, 2020). Bei manchen Tumoren wurde ein
zirkadianer Rhythmus festgestellt, durch welchen die Tendenz, Metastasen zu bilden, beeinflusst wird
(Diamantopoulou et al., 2022). Durch alle diese nicht beeinflussbaren und teilweise schlecht

vorhersagbaren Faktoren lasst sich kein allgemeingiiltiger optimaler Entnahmezeitpunkt definieren.

Neben diesen allgemeinen Einschrankungen sind auch methodenspezifische Schwachpunkte zu

bedenken.

Zwar erlaubt das automatische Scannen des Objekttragers bei der Bildzytometrie eine schnelle
Auswertung. Jedoch werden nah beieinander liegende Zellkerne nicht immer sicher als voneinander
getrennte Objekte erkannt und kénnen deshalb falschlicherweise als ein groRer Partikel gezahlt
werden. Ahnliches gilt gleichermaRen fiir Tumorzellcluster, wie sie in dieser Arbeit besonders
ausgepragt bei Tumorzelllinie SK-CO-1 beobachtet wurden. Durch die hohe optische Dichte solcher
Partikel errechnet das Programm einen hohen DNA-Gehalt, was zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren

kann. Aufgrund dieser Anfalligkeiten missen die Messungen immer im Anschluss von einem
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Untersucher begutachtet und gegebenenfalls nachbearbeitet werden. Dies kann bei wechselnden
Untersuchern zu mangelnder Vergleichbarkeit fiihren, da zur objektiven Beurteilung bisher noch keine
allgemeingiiltigen Standards existieren. Dariber hinaus ist diese ,manuelle” Auswertung durch einen
Untersucher besonders bei einer grolen Anzahl aneuploider Zellen zeitaufwandig, wodurch der

Zeitgewinn durch das automatisierte Scannen relativiert wird.

Eine weitere Einschrankung liegt beim Ploidie Cut-off-Wert fiir die Detektion von Tumorzellen in der
DNA-Bildzytometrie, der durch intratumorale Heterogenitdt den gewiinschten Ploidie-Bereich
unpassend abdecken kann. Allerdings ist davon auszugehen, dass die meisten malignen Tumoren
friher oder spater Aneuploide aufweisen (Vasudevan et al., 2021); die Verdanderung des Genoms zu
einem euploiden DNA-Gehalt allerdings ist eher nicht zu erwarten, da Reparaturmechanismen im
Bereich der DNA-Replikation und/oder der Zellteilung nicht mehr funktionieren (Rajagopalan und
Lengauer, 2004; Strate und Syngal, 2005; Weaver und Cleveland, 2006). Es ist also am ehesten eine
Frage der Zeit und des Biopsie-Zeitpunkts, aneuploide CTCs im Blut zu finden und eher weniger die
Unsicherheit, ob diese Zellen Uberhaupt existieren. So zeigten Ye und Kollegen, dass Triploidie,
Tetraploidie und Polyploidie auf Chromosom 8 in Liquid Biopsies aus Patientenblut bei CTCs vieler
haufigen Tumorentitdten zu finden war, unter anderem beim hepatozelluldren, Bronchial- und
Nierenkarzinom, sowie bei malignen Neoplasien des oberen und unteren Gastrointestinaltrakts, des
Pankreas, der Blase und des Ovars; die Entitaten der Neoplasien waren in dieser Untersuchung zum
einen unterschiedlich und zum anderen war die Lokalisation der betroffenen Organsysteme ebenfalls
nicht identisch (Ye et al., 2019). Es wurden 594 Blutproben von 479 Patienten mit einer malignen
Tumorerkrankung mittels Liquid Biopsy gewonnen und anhand von FISH analysiert. Es zeigte sich bei
jeder untersuchten Entitat, dass > 87% der gefunden CTCs aneuploid waren (Ye et al., 2019). Der
prozentuale Anteil der aneuploiden CTCs war positiv mit einem hohen Tumorstadium nach TNM
korreliert und zeigte eine maximale Ausprdgung in den TNM-Stadien lll und IV (Ye et al., 2019). Es kann
also davon ausgegangen werden, dass Aneuploidie in CTCs regelmaRig auftritt und nur in seltenen
Fallen eine Ausnahme darstellt (Lin et al., 2017). Oulhen und Kollegen zeigten dariber hinaus, dass CIN
und CNA in CTCs zur Prognosestellung beziiglich des Therapieerfolgs einer Immuntherapie beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom beachtet werden sollten (Oulhen et al., 2021). Trotz der hohen
Wahrscheinlichkeit, dass sich bei (metastasierenden) malignen Neoplasien hauptsachlich aneuploide
CTCs im Blut finden, ist es unwahrscheinlich, aber dennoch moglich, dass keine oder euploide CTCs mit
einer Liquid Biopsy aus Patientenblut gewonnen werden. In Kombination mit einer generell geringen
Anzahl von CTCs pro Blutprobe kann diese Moglichkeit natlirlich die prognostische Aussage der DNA-
Bildzytometrie schmalern und aufgrund dieser Tatsache kann DNA-Bildzytometrie noch nicht alleine
zur Detektion aneuploider Tumorzellen verwendet werden. Deswegen scheint aktuell die Verwendung

als eine komplementare Methode zur Immunfluoreszenz gut vorstellbar.
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Dariber hinaus ist die etablierte Kombination von Immunfluoreszenz und Feulgen-Farbung in der in
dieser Arbeit verwendeten Form zeitlich aufwendig. Im klinischen Alltag miissen aus den
Vollblutproben erst PBMCs isoliert werden, die im Anschluss auf Cytospins fixiert und vor weiterer
Anwendung mindestens liber Nacht getrocknet werden missen. Zum anderen ist die Auswertung der
DNA-Bildzytometrie noch nicht standardisiert genug und verlangert sich vor allem durch die handische
Kontrolle der aneuploiden Zellen. Erschwerend kommt hinzu, dass aktuell aufgrund technischer
Einschrankungen nicht fiir alle pCK* Zellen eine exakte Zuordnung zum jeweiligen aneuploiden Pendant

moglich ist.

Besonders die PBMC-Isolierung mittels Dichtegradientenzentrifugation ist ein fehleranfalliger Schritt.
Beim Abpipettieren der PBMCs aus dem Zentrifugenrohrchen kénnen aneuploide Tumorzellen im
Rohrchen oder in der Pipettenspitze verbleiben. Zusatzlich kann mit einer Pipette nur ein bestimmtes
Volumen aus einer Phase aufgenommen werden und es ist mit einer Pipette nicht moglich, eine
spezifische Phase exakt abzupipettieren, da entweder die angrenzende Schicht mit dazugehorigen
Zellen mitgenommen wird oder ein Sicherheitsabstand zur nachsten Phase eingehalten werden muss.
Im ersten Fall werden zu viele und gegebenenfalls nicht aneuploide Zellen mit aufgenommen; im
zweiten Fall fehlen aneuploide Zellen wohimoglich, was schwerwiegender ist und bei seltenen Zellen
wie CTCs das Ergebnis stark verzerren kann. Die Erstellung der Cytospins aus der isolierten PBMC-
Zellfraktion ist ein weiterer Schritt, bei dem ein Verlust von CTCs moglich ist. Die Zellen kdnnen hierbei
zum Beispiel im Cytospintrichter oder im Filterpapier hdangen bleiben. Als letzter kritischer Schritt, bei
dem ein Verlust von Zellen moglich ist, ist das Ablésen der Deckgldaschen durch Inkubation in PBS zu
nennen. Dieser Schritt wird nach der Immunfluoreszenz und vor der Feulgen-Farbung durchgefiihrt. Er
sollte so kurz wie moglich sein, wobei in dieser Arbeit Deckglaschen nach ca. 60 bis 180 Minuten
vollstandig von allein vom Objekttrager gelost waren. Gleichzeitig kann die Inkubation in PBS die

Qualitat der DNA-Bildzytometrie beeinflussen (Abbildung 15).

Idealerweise wird die Anzahl an Einzelschritten zur Aufreinigung der Probe oder der Fixierung der
Analysezellen auf einem Objekttrager also so niedrig wie moglich gehalten, um einen Verlust von

potentiell aneuploiden Tumorzellen zu minimieren.

Alternative Isolationsmethoden zur Detektion von Tumorzellen oder CTCs, die sich gut mit der DNA-
Bildzytometrie kombinieren lassen, sollten CTCs optimalerweise unabhangig von der Expression
epithelialer Markerproteine anreichern kénnen. AuBerdem sollte das Volumen der Zellsuspension
nach der Isolation relativ gering sein, damit eine einfache Immobilisierung auf Objekttragern moglich

ist.
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Aktuell existieren nur wenige validierte und kauflich erwerbbare Methoden, die CTCs
markerunabhéangig isolieren. ISET® und Pasortix™ sind die Systeme, die in der Praxis am haufigsten
eingesetzt werden. Beide Systeme isolieren CTCs anhand von GroRRe und Verformbarkeit. ISET® isoliert
CTCs nach Zugabe einer speziellen Pufferlosung zur Vollblutprobe tber ein Filtersystem und Pasortix™

gewinnt die Zellen direkt aus einer Vollblutprobe tiber einen mikrofluidischen Chip.

ISET® und Pasortix™ scheinen unter gewissen Umstdnden beide geeignet, um vor DNA-Bildzytometrie
CTCs aus einer Liquid Biopsy von Patientenblut zu isolieren. Es ist jedoch zu bedenken, dass bei beiden
Systemen die Zellen erst von der Membran oder dem Filter gelost und auf einen Cytospin gebracht
werden miussen. Es kann in diesem Fall also erneut zu Zellverlust oder Beschadigung der Analysezellen
kommen. Als weitere Limitation beider Methoden sind eine Sensitivitat und Spezifitdt von ca. 80% zu
nennen, wodurch insbesondere falsch-negative Ergebnisse nicht auszuschliellen sind. Nach aktuellem
Stand sind die Ergebnisse der Detektion mittels DNA-Bildzytometrie also nur in der Zusammenschau

mit anderen bewahrten Nachweismethoden zu beurteilen und kritisch zu hinterfragen.

Trotz der genannten Einschrankungen stellt DNA-Bildzytometrie bei Tumoren mit aneuploiden CTCs

eine alternative Detektionsmethode dar, die nennenswerte Vorteile bietet.

Zum einen ist die Feulgen-Farbung kostenglinstig. Es werden keine Antikorper verwendet, die in ihrer
Verfligbarkeit eingeschrankt sein kénnen. Zusatzlich sind die verwendeten Materialien in den meisten
Laboratorien bereits vorhanden. Die bendtigte Hard- und Software zur Durchfihrung der DNA-
Bildzytometrie wird von mehreren Herstellern angeboten (unter anderem: Ahrens ICM, Bargteheide,
Deutschland; Beckman Coulter, Brea, USA; De Novo Software, Pasadena, USA; Leica, Jena,
Deutschland) und ist ebenfalls in vielen Laboratorien zumindest teilweise bereits vorhanden. Dariiber
hinaus handelt es sich um platzsparende Gerate, die keine besonderen Sicherheitsvorkehrungen

bendtigen und gut in vorhandene Einrichtungen integriert werden kénnen.

Zum anderen ist DNA-Bildzytometrie vielseitig im klinischen Alltag einsetzbar, da sie
markerunabhdngig aneuploide (Tumor-) Zellen nachweist. Somit missen EMT- oder MET-Status mit
den hieraus resultierenden CTC-Subtypen nur noch bedingt bei der Detektion bedacht werden. Die
Subtypen konnten eher spater fiir die Charakterisierung auf molekularer Ebene in den Vordergrund
treten und der groBe Wert von CTCs bezliglich Prognose ware schneller in der klinischen Routine

nutzbar.

Des Weiteren liefert eine Kombination aus Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie zusatzliche
Informationen Uber die Ploidie der gefundenen CTCs. Aneuploidie per se und Aneuploidie in CTCs im

Speziellen wurden bereits mit einem hohen Tumorstadium korreliert (Lin et al., 2017; Ye et al., 2019).
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Diese Tatsache ermdoglicht auf der einen Seite eine prazisere Prognose der vorliegenden Erkrankung

und kann auf der anderen Seite beim Therapiemonitoring niitzliche Informationen ,,in Echtzeit” geben.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dass DNA-Bildzytometrie regelmaRig CTCs in kleiner Anzahl
nachweisen kann. Hierdurch wird deutlich, dass Aneuploidie gut fiir die Detektion dieses seltenen
Zelltyps geeignet ist, weil CTCs meistens nur in geringer Anzahl pro Blutprobe vorkommen. Besonders
fiir die Prognose bei bereits metastasierten Tumoren kann dies Sicherheit geben, da in den finalen
Versuchen dieser Arbeit Tumorzellen in dahnlicher Anzahl pro spike in-Modell detektiert wurden, wie

CTCs bei metastasierten Tumoren im Blut nachgewiesen wurden.

Als zusatzliches prognostisches Kriterium bei der Analyse von CTCs aus einer Liquid Biopsy aus
Patientenblut sollte Aneuploidie und deren Detektion mittels DNA-Bildzytometrie in Betracht gezogen
werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Anwendung von DNA-Bildzytometrie zur Detektion
von Aneuploidie im in vitro-Modell erfolgreich und zumindest als neuer erganzender Nachweis dem
aktuellen Goldstandard Immunfluoreszenz gleichwertig ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf
hin, dass DNA-Bildzytometrie besonders in Bezug auf die Exaktheit bessere Ergebnisse liefern kann,
was bei raren Zelltypen wie CTCs sehr wichtig ist. Aufgrund der vergleichsweise geringeren
Detektionsraten ist DNA-Bildzytometrie aktuell eher als eine sehr gute Erganzung zur
Immunfluoreszenz zu sehen. Bei uneindeutigen Ergebnissen in der Immunfluoreszenz aufgrund

schwacher Fluoreszenzsignale kann sie zusatzlichen Anhalt fiir das Vorliegen aneuploider CTCs geben.
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7 Schlussfolgerung und Ausblick

CTCs sind von groRer Bedeutung bei der Entwicklung von Metastasen solider maligner Neoplasien,
durch welche die Lebensqualitdt von Tumorpatienten stark vermindert wird. Deshalb ist in der
personalisierten Tumortherapie die friihzeitige Detektion von Metastasen von groSter Wichtigkeit. Der
prognostische Nutzen von CTCs hierfiir wurde bereits mehrfach nachgewiesen. Allerdings kénnen
diese seltenen Zellen aufgrund entdifferenzierter Eigenschaften, wie der verdanderten Expression von
extra- oder intrazellularen Markerproteinen, bisher nur schwer im klinischen Alltag genutzt werden.
Aktuell erfolgt die Detektion von CTCs epithelialer Tumoren hauptsachlich durch die Markierung
spezifischer Oberflaichenantigene, beispielsweise EpCAM oder CK. Aufgrund molekularer
Mechanismen wie EMT und MET kann sich das Expressionsprofil jedoch andern, wodurch ein Teil der
Zellen nicht detektiert wird. Bei soliden malignen Neoplasien wurde als ein regelmaliges
Charakteristikum Aneuploidie nachgewiesen, eine Abweichung vom (iblichen Chromosomensatz, was
sich auch regelmaRig bei CTCs zeigt. Im Gegensatz zu spezifischen Markerproteinen ist Aneuploidie

konstant auftretend und kann tiber Feulgen-Farbung in Kombination mit DNA-Bildzytometrie erfolgen.

Um die Informationen von CTCs in der klinischen Routine besser und universeller nutzbar zu machen,
erfolgte in dieser Arbeit erstmalig der Nachweis von Aneuploidie durch DNA-Bildzytometrie als

markerunabhangiger Nachweis von Tumorzellen in vitro.

Hierzu wurden spike in-Modelle aus den Tumorzelllinien CaCo-2, HCC4006, SK-CO-1 und HCC1954 und
isolierten PBMCs erstellt. Auf diese Weise wurde eine Liquid Biopsy aus Patientenblut imitiert. Durch
die Entwicklung eines Two Step Protocols war ein Vergleich mit Immunfluoreszenz moglich. Als
Referenz galt die theoretisch eingebrachte Anzahl von Tumorzellen und es zeigte sich, dass DNA-
Bildzytometrie dhnlich exakt oder besser die eingebrachte Tumorzellzahl detektierte wie der aktuell

etablierte Standard Immunfluoreszenz.

Die Ergebnisse der Arbeit legen nah, dass Aneuploidie zumindest als erganzende Methode zur
Detektion von CTCs in der klinischen Routine bedacht werden sollte. Es wurde gezeigt, dass
Aneuploidie besonders bei uneindeutiger Immunfluoreszenz und einer sehr geringen Anzahl von CTCs

von Nutzen sein kann.

Um Aneuploidie besser oder sogar als alleiniges Charakteristikum zur Detektion von CTCs im klinischen
Alltag nutzen zu kdnnen, sind jedoch weitere Versuche notwendig, welche die exakte Sensitivitat und
Spezifitat der Methode mit derer der Immunfluoreszenz vergleichen. Durch diese Arbeit erfolgte der
Nachweis, dass Aneuploidie als erganzender Parameter in der Identifizierung von CTC-Subtypen
sinnvoll in der klinischen Routine eingesetzt werden sollte und dadurch den hohen prognostischen

Wert dieses Zelltyps besser nutzbar machen kann.
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8 Zusammenfassung

Die genetische und phenotypische Heterogenitat von zirkulierenden Tumorzellen (Circulating Tumour
Cells, CTCs) ist von groRer klinischer Relevanz, beeintrachtigt deren eindeutige Detektion in der
klinischen Routine allerdings gleichzeitig stark. So wird die aktuell haufig verwendete Methode der
Immunfluoreszenzfarbung tber das Oberflichenantigen EpCAM oder den zytoskelettalen Marker
Cytokeratin durch Prozesse wie der epithelialen-mesenchymalen Transition beeinflusst und kann
Einfluss auf die CTC-Detektion haben. Chromosomale Aberrationen wahrend der Zellteilung sind
initiale Veranderungen bei der Karzinogenese, welche auch wahrend der Tumorprogression erhalten
bleiben. Die Detektion von Aneuploidie auf Einzelzellebene birgt somit das Potential, CTCs unabhangig
von klassischen Proteinmarkern nachzuweisen. Aufgrund dessen untersuchten wir, ob die

Kombination von Immunfluoreszenz und DNA-Bildzytometrie zur Detektion aneuploider CTCs fiihrt.

Es wurden spike in-Modelle aus mononukledren Zellen und Zellen der aneuploiden Tumorzelllinien
CaCo-2, HCC1954, HCC4006 und SK-CO-1 erstellt und anschlieBend eine sequentielle
Methodenkombination aus Immunfluoreszenzfarbung und DNA-Bildzytometrie mit anschlielender
DNA-Bildzytometrie etabliert. Die Immunfluoreszenz wurde mittels Antikorperfarbung gegen pan-

Cytokeratin durchgefiihrt und die DNA-Bildzytometrie erfolgte nach Feulgen-Farbung der Zellkerne.

Es wurde ein sequentielles Farbeprotokoll aus kombinierter Immunfluoreszenz und DNA-
Bildzytometrie etabliert, mit welchem die Detektionsraten beider Methoden verglichen wurden.
Hierzu erfolgte die Erstellung von spike in-Modellen aus mononukledren Zellen und jeweils ca. 30
Zellen der aneuploiden Tumorzelllinien CaCo-2, HCC1954, HCC4006 und SK-CO-1 in bereits bekannter
Weise und im Anschluss wurde das Protokoll angewendet. Es zeigten sich reproduzierbar pCK* und
aneuploide Tumorzellen in den spike in-Modellen, teilweise schwankten die Detektionsraten zwischen
den einzelnen Zelllinien. Allerdings wurde mittels Bild-Overlay-Technik gezeigt, dass beide Methoden
exakt die selben Zellen detektieren. Es bestand eine gute Ubereinstimmung zwischen den
Detektionsraten beider Methoden (Xgesamt immunfiuoreszenz = 51,7; Xgesamt DNA-Bildzytometrie = 43,6; Ogesamt
immunfluoreszenz = 33,6; Ogesamt DNA-Bildzytometrie = 21,8), wobei auffillig ist, dass DNA-Bildzytometrie eine

geringere Streuung der Werte aufweist als der bisher empfohlene Standard Immunfluoreszenz.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass DNA-Bildzytometrie als ein potentiell nitzliches
Zusatzdiagnostikum zur CTC-Detektion bei aneuploiden Tumoren dienen kann. Allerdings ist der Wert

dieser Methode in weiteren Studien noch genauer zu untersuchen.
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10.3 Materialliste

10.3.1 Geratschaften

Tabelle 7:

Geratschaften fur Immunfluoreszenzfarbung und deren Auswertung, Feulgen-Farbung, DNA-

Bildzytometrie sowie Zellkultur

Geridt

Hersteller

Absaugvorrichtung fiir Zellkultur
Vacuboy

Integra

Autoklav Steriltechnik AG
. New Brunswick, Thermo Fisher
Brutschranke L
Scientific
Cytospintrichter Tahmac
Cytospinzentrifuge Cytospin 2 Shandon

Digitaler Labortimer

Dostmann/Wertheim

Eismaschine F80C Icematic
Feinwaage Kern
Fluoreszenzmikroskop Biorevo BZ-9000 Keyence

Glaswaren Schott Duran
Halbautomatische Pipetten Eppendorf
Klemmen fiir Cytospins Thamac

Kryokonservierungsbehaltereinheit Mr.
Frosty™

Thermo Fisher Scientific

Kihlschrank

Kirsch, Privileg

Lichtmikroskop Axiovert 10

Zeiss

Magnetrihrer Heidolph Instruments
pH-Meter HQ11D Hach
Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand
Prazisionswage Kern SB Kern
Rittelplatte IKA
Sterilwerkbank Nuaire
Stickstofftanks Arpege 170 Air Liquide
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Millipore
Wasserbad Lauda
Zahlkammer nach Neubauer

(Hadmazytometer) Brand
Zahluhr, analog Avantor
Zentrifuge Rotanta 46RS Hettich
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10.3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8:

Verbrauchsmaterialien fiir Immunfluoreszenzfarbung, Feulgen-Farbung und Zellkultur

Artikel Hersteller
Aluminiumfolie Geyer
Cytospin-Trager Shandon
Cytospin-Filterkarten Shandon
DakoPen Dako

Deckglaschen, diverse GroRen

Geyer, Menzel

Einmalhandschuhe Nitril, GroRe M

Hartmann, Ansell

Filterpapier 45 x 45 cm

Macherey-Nagel

Kimtech®sciene

Kimberley-Clark Professional

Mediumfilter 0,2 um 0,25 |

Sarstedt

Parafilm American National Can
Pasteurpipetten Assistent
Pipettenspitzen gestopft (10 uL, 200 uL, Sarstedt
1000 pL, 2000 plL)
Pipettenspitzen ungestopft (10 uL, 200 uL,

Sarstedt
1000 L, 2000 ul) arste
S-Monovette EDTA 9 ml Sarstedt
Safety-Multifly®-Kaniile Sarstedt
Serologische Pipetten 2 ml Geyer

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Greiner Bio-One

Stauschlauch

Sarstedt

Zellkulturflaschen T25

Sarstedt

Zellstofftucher

Kimberley-Clark Professional

Zentrifugenréohrchen 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One
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10.3.3 Chemikalien

Tabelle 9:

Chemikalien und Reagenzien fiir Inmunfluoreszenzfarbung, Feulgen-Farbung und Zellkultur

Gerat Hersteller
Aktivkohle Merck
Bovine Serum Albumin Fraction V Roche
DAPI Sigma-Aldrich
Entellan Merck

Ethanol 70%

Apotheke UKSH, Libeck

Ethanol 96% (v/v)

Fluka

Ethanol 100%

Fluka

Analyse-Ethanol

Apotheke UKSH, Libeck

FBS Life Technologies
Ficoll Paque Sigma-Aldrich
Formaldehyd 4,5 % Roth
Kaliumpyrosulfit Sigma-Aldrich
Lymphocyte Separation Medium 1077 Sigma- Aldrich
Natriumpyrosulfit Na,S,0, Sigma-Aldrich
PBS Gibco
Pararosanilin/Parafuchsin Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich

Prolong™ Diamond Antifade Mountant
mit DAPI

Life Technologies

Salzsdure Merck
Trypsin/EDTA Sigma-Aldrich
Xylol J. T. Baker
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10.3.4 Antikorper und Kits

Tabelle 10: Antikodrper und Konjugate fir Immunfluoreszenzmarkierung, sowie Farbe-Kit zur Optimierung des
etablierten Protokolls
Artikel Konjugat Klonalitat Wirt Hersteller
Alexa Fluor®488 anti-human
panCytokeratin; Clone Alexa Fluor®488 Monoklonal Maus BioLegend
AE1/AE3
Alexa Fluor®594 anti-human ° I
D45 Clone 201 Alexa Fluor®594 Monoklonal Maus eBioscienes
Epithelial Antigen Clone -
Ber-EP4 Unkonjugiert Monoklonal Maus DAKO
Fix&Perm Sample Kit - - - Nordic MUbio

10.3.5 Pufferlésungen fir die Feulgen-Reaktion

Tabelle 11:

Flr die Feulgen-Farbung verwendete Pufferldsungen und deren Zusammensetzung

Puffer

Zusammensetzung

Schiff’sches Reagenz

5g basisches Fuchsin in 150 ml 1M HCI

5g Kaliumpyrosulfid + 850 ml MQ hinzu Gber Nacht bei RT inkubieren.
Hinzu 3g Aktivkohle, 10 min riihren, Aktivkohle 2 x abfiltrieren, in
einer dunklen Glasflasche bei 4°C lagern.

Sulfidlésung

10 mL Natriumpyrosulfid
10 mL 1M HCI
180 mL MQ

10.3.6 Ndhrmedien fur humane Tumorzelllinien

Tabelle 12: Benotigte Nahrmedien fiir die erworbenen Tumorzelllinien und deren Zusétze
Artikel Zusatz Tumorzelllinie Hersteller
EMEM penclinfoveomycn. | S04 Sigma Al
RPMI 1640 EZﬁLﬁﬁ:}g:r:?’:zz;;ﬁs) :Egiggg Life Technologies
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10.3.7 Software

Tabelle 13: Software zur Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung, Feulgen-Reaktion, DNA-Bildzytometrie und

statistische Auswertung

Artikel

Hersteller

Adobe Reader 2020.009.20067

Adobe Systems Incorporation

Image-Cytometry ICM Software

Ahrens Zytometrie

Keyence BZ Observer & Analyzer

Keyence

Microsoft Office 360

Microsoft Incorporation
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