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 Einleitung  1

 Das Mammakarzinom 1.1

Das Mammakarzinom stellt mit einem Anteil von 29,5 % aller Krebsneuerkrankungen in 

Deutschland den häufigsten malignen Tumor der Frau dar (RKI und GEKID 2019). Im Jahre 

2016 lag die Anzahl an Neuerkrankungen bei rund 69.000 (RKI und GEKID 2019). Aufgrund 

von Fortschritten in der Früherkennung und Therapie haben sich die Überlebenschancen für 

Brustkrebs verbessert, welches sich in der stetigen Abnahme der Mortalitätsrate wiederspiegelt, 

die im Jahre 2016 in Deutschland bei ungefähr 19.000 Sterbefällen lag (RKI und GEKID 

2019). Trotz dieser positiven Entwicklung bleibt das Mammakarzinom weiterhin die häufigste 

Krebstodesursache bei Frauen in Deutschland, weswegen es weiterer Nachforschungen be-

darf, um die Prognose dieser Patientinnen zu verbessern. Im Vergleich zu anderen Krebsarten 

liegt beim Mammakarzinom eine hohe 5-Jahresüberlebensrate von 87 % vor (RKI und GE-

KID 2019). Zahlreiche genetische, hormonelle und toxische Faktoren erhöhen das Risiko, an 

einem Mammakarzinom zu erkranken. Als Risikofaktoren gelten das Alter (Seidman et al. 

1985), genetische Vorbelastungen (z. B. Breast Cancer (BRCA)-1/2-Mutationen) (Hall et al. 

1990; Miki et al. 1994; Bilimoria und Morrow 1995; Antoniou et al. 2003), Zeitdauer zwischen 

Periodenbeginn und Menopause (DGHO 2018), Anzahl der Geburten, Dauer des Stillens 

(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2002), Hormonersatztherapien 

(Rossouw et al. 2002), Kontrazeptivaeinnahme (Mørch et al. 2018) und toxische Faktoren wie 

Rauchen, Alkoholkonsum und Strahlenexposition der Brust (McPherson et al 2000). 

 Klinik des Mammakarzinoms 1.2

Das Mammakarzinom wird häufig mittels des Ertastens eines Knotens in der Brust durch den 

behandelnden Arzt oder die Patientin selbst auffällig. Meist tritt es einseitig auf und liegt in 

ungefähr 50 % der Fälle im oberen äußeren Quadranten, also nahe der Achselregion vor 

(DKG 2020). Weitere lokale Symptome sind Veränderungen im Kolorit der Haut wie die so-

genannte Orangenhaut (peau d’orange), Einziehungen der Haut und der Brustwarze, Sekretion 

aus der Brustwarze, Umrissveränderungen und Asymmetrien (DGHO 2018). Bei weit fortge-

schrittenen Karzinomen kommt es in seltenen Fällen zur Infiltration der Brustwand, die als 

cancer en cuirasse bezeichnet wird (DGHO 2018). Allgemeinsymptome treten meist erst im 

fortgeschrittenen Stadium, z. B. in Form der B-Symptomatik (Fieber, Nachtschweiß, Ge-

wichtsverlust), auf (DGHO 2018). Beim Vorliegen von Metastasen können die Symptome sehr 



Einleitung                                                                                                                                                        2 

 

vielfältig sein. So können beispielsweise Schwellungen des Arms, die durch den Befall der 

Lymphknoten und ein daraus resultierendes Lymphödem hervorgerufen werden, Knochen-

schmerzen durch Skelettmetastasen und Husten sowie Atemnot bei Beteiligung der Lunge 

auftreten (DGHO 2018). 

 Diagnostik  1.3

Nach den S3-Leitlinien der AWFM (DKG 2020) zählen zu den Basisuntersuchungen die 

Anamnese, körperliche Brustuntersuchung, die Mammographie und die Sonographie. Das 

Mammographie-Vorsorge-Screening wird Frauen zwischen 50 und 69 Jahren zur Krebsfrüher-

kennung alle zwei Jahre angeboten (RKI und GEKID 2019). Laut Studienlage senkt das 

Screening die Brustkrebsmortalität um ungefähr 20 % (Gøtzsche und Jørgensen 2013; Lauby-

Secretan  et al. 2015). Jedoch besteht bei der Mammographie auch die Gefahr falsch positiver 

Befunde. Frauen, die zwischen 50 und 70 Jahren 10 mal gescreent wurden, hatten ein ge-

schätztes kumulatives Risiko von 19,7 %, ein falsch-positives Ergebnis zu erhalten (Hofvind et 

al. 2012). Sollten die Ergebnisse aus der Mammographie nicht eindeutig sein, wird laut Leitlinie 

empfohlen, zusätzlich eine Sonographie der Brustdrüse und der Achselregion durchzuführen 

(DKG 2020). Hierbei ist die Patientin keiner Strahlenbelastung ausgesetzt; die Wahrscheinlich-

keit, dass bei einer eigentlich gesunden Patientin im Ultraschall auch ein negativer Befund fest-

gestellt wird, beträgt jedoch lediglich 33,5 % (niedrige Spezifität) (Buchberger et al. 1999). Zur 

definitiven Diagnosesicherung bedarf es einer histologischen Abklärung mittels einer Biopsie. 

In aller Regel wird eine Ultraschall-gesteuerte Stanzbiopsie durchgeführt, bei der mit einer 14-

Gauge-Nadel mindestens drei Proben entnommen werden (DKG 2020). Hierbei handelt es 

sich um ein minimal-invasives Verfahren, welches zeitaufwendig und häufig für die Patientin-

nen schmerzhaft ist. Mit der Entnahme der Gewebeprobe gehen gewisse Risiken wie z. B. 

Blutungen, Infektionen und die Verschleppung von Tumorzellen einher, weswegen heutzutage 

ein Fokus auf alternative Diagnoseverfahren gelegt wird, die für die Patientinnen eine geringe-

re Belastung darstellen (siehe 1.8) (Marrugo-Ramírez et al. 2018). 
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 Klassifikation 1.4

 Histologische Klassifikation 1.4.1

Das Mammakarzinom wird gemäß der World Health Organization in invasive und nicht-

invasive Formen (sogenanntes Carcinoma in situ) eingeteilt. Das invasive Karzinom ohne spe-

ziellen Typ (NST), früher invasiv duktales Karzinom, liegt mit ca. 80 % am häufigsten vor, 

gefolgt vom invasiv lobulären Karzinom, welches in 10-15 % der Fälle auftritt (Schnitt et al. 

2012). Weiterhin gibt es zahlreiche Sonderformen wie das tubuläre, muzinöse, szirrhöse und 

medulläre Karzinom, welche weniger als 5 % der Mammakarzinome ausmachen und deren 

Prognose im Vergleich zu den beiden häufigsten Typen günstiger ist (Schnitt et al. 2012). 

Für die Klinik bedeutend ist die Einteilung des Mammakarzinoms anhand der TNM (tumor, 

node, metastasis)-Klassifikation. Hierbei werden die Größe des Primärtumors, die Anzahl der 

befallenen Lymphknoten und das Ausmaß der Metastasierung berücksichtigt. Die Union In-

ternationale Contre le Cancer (UICC) hat basierend auf dieser Klassifikation vier Stadien ein-

geführt, denen die Kriterien zugeordnet wurden (siehe Tabelle A.1).  

 Histopathologisches Grading 1.4.2

Die Gradierung des Mammakarzinoms erfolgt nach dem Bloom-Richardson-Elston-Score 

(BRE-Score), welcher den Grad der Tubulusbildung, Kernpolymorphismen und Mitoseraten 

berücksichtigt (Bloom und Richardson 1957). Je nach Ausprägung der drei Kriterien werden 

Punktewerte vergeben, durch deren Summierung sich die Einteilung in G1 (gut differenziert) 

bis G3 (schlecht differenziert) ergibt (Bloom und Richardson 1957; Elston und Ellis 1991).  

 Molekulare Subtypen 1.4.3

Die Unterteilung in molekulare Subtypen anhand von immunhistochemischen Markern ist für 

eine sinnvolle Therapieentscheidung essentiell. Beim Luminal-A-Typ, welcher mit einer Häu-

figkeit von ca. 40 % auftritt, ist der Östrogen- und/oder Progesteronrezeptorstatus positiv, 

während ein negativer human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-Status vorliegt 

(Malhotra et al. 2010). Ki67 als Proliferationsmarker ist niedrig, was bedeutet, dass die Anzahl 

an Zellteilungen des Tumors gering ist (Malhotra et al. 2010). Der Luminal-B-Typ, mit einem 

Vorkommen von ca. 20 %, wird anhand des HER2-Status nochmals in zwei Subgruppen un-

terschieden (Malhotra et al. 2010). Beide haben gemeinsam, dass ein positiver Hormonrezep-

torstatus vorliegt, jedoch unterscheiden sie sich in der Proliferationsrate. Während beim 

HER2-negativen Luminal-B-Typ ein hoher Ki67-Wert vorliegt, findet man beim HER2-

positiven Luminal-B-Typ Werte beliebiger Größe (DGHO 2018). Bei dem HER2-positiven 

Subtyp, auf dem der Fokus dieser Arbeit liegen soll, wird HER2 überexprimiert oder amplifi-
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ziert, während der Hormonrezeptorstatus negativ ist. HER2-positive Tumore liegen mit einer 

Häufigkeit von ca. 15 % vor (Malhotra et al. 2010). Beim Triple-negativen Subtyp (Häufigkeit: 

20 %) ist sowohl der Hormon- als auch HER2-Rezeptorstatus negativ (Malhotra et al. 2010), 

weswegen zielgerichtete Therapien oft unwirksam sind und die Patientinnen eine schlechte 

Prognose haben (Goldhirsch et al. 2011).   

 

Abbildung 1: Übersicht über die molekularen Subtypen des Mammakarzinoms mit Häufigkeitsvertei-

lung, basierend auf Malhotra GK, Zhao X, Band H, Band V (2010): Histological, molecular and functional sub-

types of breast cancers. Cancer Biol Ther 10, 955–960  

 Therapie des Mammakarzinoms 1.5

Die Therapieentscheidung bei Brustkrebspatientinnen ist davon abhängig, ob ein lokal be-

grenztes, lokal fortgeschrittenes oder metastasiertes Mammakarzinom vorliegt. Während bei 

lokalen Tumoren ein kurativer Therapieansatz verfolgt wird, steht beim fernmetastasierten 

Mammakarzinom die palliative Behandlung im Vordergrund (DGHO 2018). Beim kurativen 

Ansatz wird in der Regel ein multimodales Behandlungskonzept, bestehend aus Operation, 

Strahlentherapie und/oder medikamentöser Therapie, gewählt (DGHO 2018). Die systemi-

sche Therapie, welche besonders beim metastasierten Mammakarzinom einen hohen Stellen-

wert einnimmt, richtet sich nach der Unterteilung in die molekularen Subtypen (siehe 1.4.3) 

und setzt sich aus den Bausteinen Chemo-, Hormon- und Antikörpertherapie zusammen 

(Fehm und Müller 2018). Hierbei besteht die Möglichkeit zur neoadjuvanten Gabe, um das 

Therapieansprechen besser verfolgen und günstigere Operationsbedingungen schaffen zu 

können (Fehm und Müller 2018). Bei Vorliegen eines positiven Hormonrezeptorstatus erhal-

ten Patientinnen i. d. R. eine endokrine Therapie mit dem selektiven Östrogenrezeptor-
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Modulator Tamoxifen, wodurch die Rezidivwahrscheinlichkeit nachweislich gesenkt werden 

kann (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group 2011). Ausgenommen hiervon sind 

Patientinnen, die neben dem positiven Hormonrezeptorstatus auch einen positiven HER2-

Status aufweisen, da diese schlechter auf eine endokrine Therapie ansprechen (De Laurentiis et 

al. 2005). Mit der Entdeckung des monoklonalen Antikörpers Trastuzumab gelang ein ent-

scheidender Fortschritt in der Behandlung des HER2-positiven Brustkrebs (siehe 1.6.3) 

(Slamon et al. 2011). 

 HER2-positiver Brustkrebs 1.6

 EGFR-Familie 1.6.1

Die Primärstruktur von HER2 wurde erstmals im Jahre 1985 von der Arbeitsgruppe um Axel 

Ullrich beschrieben (Coussens et al. 1985). 1987 konnte gezeigt werden, dass eine HER2-

Überexpression in ca. 30 % der untersuchten Brustkrebstumore vorliegt und diese einen Ein-

fluss auf das Gesamtüberleben und die Rezidivrate hat (Slamon et al. 1987). Aufgrund der 

Homologie zum epidermal growth factor receptor (EGFR) wurde der Transmembranrezeptor 

der Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren zugeordnet, welche aus den weiteren 

drei Vertretern EGFR/HER1, HER3 und HER4 besteht (Moasser 2007). Diese Rezeptoren, 

welche ebenfalls bei anderen Tumorerkrankungen eine entscheidende Rolle spielen wie z. B. 

EGFR beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Lynch et al. 2004) haben alle einen ähn-

lichen strukturellen Aufbau, bestehend aus einer extrazellulären Domäne, einer lipophilen 

Transmembran-Untereinheit und der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne (Moasser 2007). 

Während sich die extrazelluläre Liganden-bindende Untereinheit bei allen Vertretern unter-

scheidet, liegt eine identische Tyrosinkinase-Domäne vor (Moasser 2007). Im Gegensatz zu 

den anderen Vertretern hat der HER2-Rezeptor keinen identifizierten Liganden und liegt kon-

stitutiv aktiv vor (Arteaga et al. 2011) Über die Heterodimer-Bildung, bevorzugt mit HER3, 

kommt es zu der Transphosphorylierung von Tyrosinresten der intrazellulären Untereinheiten, 

woran Enzyme und Adaptorproteine binden, die zur Aktivierung zahlreicher Signalkaskaden 

führen (Moasser 2007). Hierbei ist im Besonderen der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-

Signalweg zu nennen, welcher zu einer gesteigerten Proliferation, Migration und Invasion im 

Mammakarzinom führt (Isakoff et al. 2005). Ein wichtiges Zielmolekül ist die Serin/Threonin-

Kinase Akt (Protein Kinase B), welche durch die Hemmung der pro-apoptotischen B-cell-

lymphoma (Bcl)-Proteine und p21 die Apoptose hemmt. Zudem werden über Proteine wie    

z. B. „Mammalian Target of Rapamycin (mTor)“, Translationsfaktoren aktiviert und die Zell-

proliferation verstärkt (Roux und Topisirovic 2018).  
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 Definition des HER2-positiven Status 1.6.2

Bei 20-30 % der Brustkrebspatientinnen liegt eine Amplifikation des HER2-Rezeptors vor, die 

durch eine höhere Rezidivrate und ein kürzeres Gesamtüberleben gekennzeichnet ist (Slamon 

et al. 1987). Nach den Leitlinien der American Society of Clinical Oncology/College of Ame-

rican Pathologists besteht eine klinisch relevante HER2-Amplifikation, falls in der immunhis-

tologischen Färbung mehr als 10 % der Zellen vollständig angefärbt (3+) oder per Fluores-

zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mindestens 6 HER2-Genkopien detektiert werden (Wolff 

et al. 2014). Um den HER2-Status zu bestimmen, kann zusätzlich mittels FISH die Anzahl an 

HER2-Genkopien auf Chromosom 17 (CEP 17) bestimmt werden. Liegt hierbei ein 

HER2/CEP17-Verhältnis von ≥ 2 vor, spricht man von einem HER2-positiven Status (Wolff 

et al. 2014). In 24 % der Fälle stimmt der HER2-Status des Primärtumors nicht mit dem 

HER2-Status der Metastasen überein, was mit einem kürzeren Gesamtüberleben der Patien-

tinnen assoziiert ist (Niikura et al. 2012).  

 Therapie des HER2-positiven Brustkrebs 1.6.3

Nach den S3-Leitlinien (DKG 2020) erhalten Patientinnen mit einem HER2-positiven Primär-

tumor zunächst eine (neo-)adjuvante Chemotherapie aus der Anthrazyklinreihe, gefolgt von 

einem Taxanpräparat in Kombination mit einjähriger Gabe des humanisierten monoklonalen 

Antikörpers Trastuzumab (Herceptin), welcher an die extrazelluläre Domäne des HER2-

Rezeptors bindet (Slamon et al. 2001). Im Jahre 2006 wurde Trastuzumab von der Food and 

Drug Administration (FDA) für die adjuvante Therapie von HER2-positiven Primärtumoren 

zugelassen (Blackwell et al. 2018). Der Antikörper sorgt u. a. für eine verringerte HER2-

Expression (Cuello et al. 2001), die Blockierung der Liganden-unabhängigen Interaktion    

zwischen HER2 und HER3 (Junttila et al. 2009) und eine reduzierte Tyrosin-Phosphorylierung 

von HER3 (Yakes et al. 2002). Über die Regulierung zahlreicher Zellzyklus-Moleküle wie z. B. 

p27, Zyklin D1 wird die Zellproliferation gehemmt und die Apoptose induziert (Yakes et al. 

2002). Mithilfe dieser zielgerichteten Antikörpertherapie konnte eine Erhöhung der 10-Jahres-

Überlebensrate bei HER2-positiven Brustkrebspatientinnen erreicht werden (Perez et al. 

2014). Eine Alternative zum Anthrazyklin-basierten Regime in Kombination mit Trastuzumab 

stellt die adjuvante Gabe von Docetaxel, Carboplatin und Trastuzumab über sechs Zyklen alle 

drei Wochen dar, welche bei gleicher Wirksamkeit geringere Kardiotoxizität aufweist (Slamon 

et al. 2011). Bei Patientinnen mit metastasierendem HER2-positivem Primärtumor wird eine 

duale Blockade mittels Trastuzumab und Pertuzumab in Kombination mit Taxanen als Erstli-

nientherapie empfohlen, da diese zu einem längeren mittleren progressionsfreien Überleben 

führt (Baselga et al. 2012). Bei Patientinnen in einem metastasierten Stadium, für die keine 
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Chemotherapie-Indikation besteht, wird die Therapieentscheidung je nach Hormonrezeptor-

status getroffen (DGHO 2018). Bei Hormonrezeptor-positiven Patientinnen wird entweder 

Trastuzumab als Monotherapie oder in Form der dualen Blockade, jeweils in Kombination mit 

einem Aromataseinhibitor, verabreicht (DGHO 2018). Bei Hormonrezeptor-negativen Patien-

tinnen kann die Therapie mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Lapatinib mit oder ohne Trastuzu-

mab durchgeführt werden (DGHO 2018). Sollte es zu Unverträglichkeiten oder einem Fort-

schreiten unter diesen Therapien kommen, steht als Zweittherapie Trastuzumab-Emtansin   

(T-DM1) zur Verfügung, welches ein Antikörper-Wirkstoff-Präparat ist, bestehend aus dem 

monoklonalen Antikörper und Maytansin-Derivat DM1, dass sich als Zytostatikum selektiv in 

Tumorzellen anreichert und dort die Apoptose auslöst (Cardoso et al. 2018) 

 HER2-Resistenzmechanismen 1.6.4

Die zielgerichtete Therapie mit Trastuzumab als Monotherapie oder in Kombination mit 

Chemotherapie hat zwar zu einer deutlich besseren Prognose des metastasierten HER2-positi-

ven Brustkrebses geführt (Slamon et al. 2001; Vogel et al. 2002), jedoch sprechen weniger als 

35 % der HER2-positiven Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom auf Trastuzumab 

als alleinige Therapie an, weswegen in den letzten Jahren vermehrt Mechanismen untersucht 

wurden, die für eine Resistenz gegen die HER2-gerichtete Therapie ursächlich sein könnten 

(Vogel et al. 2002; Luque-Cabal et al. 2016). Besonderes Augenmerk wurde auf den 

PI3K/Akt/mTor-Signalweg gelegt, welcher eine bedeutende Rolle im Zellwachstum spielt und 

dessen Aktivität durch die Dimerisierung der HER-Rezeptoren gesteigert wird (Isakoff et al. 

2005; De Melo Gagliato et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass durch die dauerhafte Ak-

tivität der PI3K, welche entweder durch Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Cata-

lytic Subunit Alpha (PIK3CA)-Mutationen oder durch Verlust von phosphatase and tensin 

homolog (PTEN) erreicht wird, Brustkrebszellen schlechter auf die Antikörper-Therapie mit 

Trastuzumab ansprechen (Nagata et al. 2004; Chandarlapaty et al. 2012). In diesem Zusam-

menhang ist die Rezeptortyrosinkinase Src zu nennen, welche an der Dephosphorylierung von 

PTEN beteiligt ist, wodurch der PI3K-Signalweg ungehindert ablaufen kann (Zhang et al. 

2011). Des Weiteren wird die Aktivität von EGFR-Rezeptoren durch Src in Form eines positi-

ven Feedback-Mechanismus stimuliert. Aus diesem Grund sollten Substanzen, die gegen Src 

gerichtet sind, für die Therapie von HER2-positivem Brustkrebs in Betracht gezogen werden 

(De Melo Gagliato et al. 2016). Die Überexpression der Rezeptor-Tyrosinkinase c-MET, die 

ebenfalls den PI3K-Signalweg stimuliert, geht mit einer Resistenzentwicklung gegenüber 

Trastuzumab einher (Beviglia et al. 1997). Mittels Einsatz des Multikinase-MET-Inhibitors 

Foretinib konnte eine verringerte Phosphorylierung von MET, HER1, HER2, HER3 und Akt 
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erzielt werden, wodurch das Wachstum der Tumorzellen gehemmt wurde (Liu et al. 2011). 

Eine Rolle bei der Resistenzentwicklung spielt ebenfalls der Insulin-like growth factor receptor 

(IGF-IR), der über den Mitogen-activated-protein-kinase (MAPK)- und PI3K-Signalweg die 

Zellproliferation stimuliert und dessen Überexpression bei Patientinnen mit HER2-positivem 

Primärtumor mit einem schlechteren Ansprechen auf zielgerichtete Antikörper-Therapien as-

soziiert ist (De Melo Gagliato et al. 2016). Mittels Einsatz des IGF-binding protein 3 ließ sich 

die Trastuzumab-Sensitivität wiederherstellen (Lu et al. 2001). Des Weiteren wird bei Patien-

tinnen mit Trastuzumab-resistenten Tumoren häufig die p95-Variante des HER2-Antikörpers 

exprimiert, die keine Antikörper-Bindestelle und dauerhafte Tyrosinkinaseaktivität aufweist 

(Scaltriti et al. 2007; De Melo Gagliato et al. 2016). Zahlreiche Prozesse und Signalwege (siehe 

Tabelle 1) scheinen Einfluss auf die Resistenzentwicklung gegenüber der Antikörper-Therapie 

zu haben, weswegen diese in Zukunft noch gezielter untersucht und der Blick vermehrt auf 

kombinierte Therapien gerichtet werden sollte. 

 Tabelle 1: Übersicht über HER2-Resistenzmechanismen und die beteiligten Signalwege

 

Signalweg Resistenzmechanismus 

 

PI3K/Akt/mTor 

 

Gesteigerte PI3-Kinase-Aktivität 
PIK3CA-Mutation 

PTEN-Verlust 

Aktivierung des IGF-1-Rezeptors 

Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase Src 

PI3K/Akt/mTor 

und 

Ras/Raf/MAPK 

Überexpression der p95-HER2-Variante 

Überexpression von c-MET 

Inaktivierung von Immuncheckpoint-Inhibitoren, wie z. B. cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein-4 (CTLA-4) und programmed cell death 

protein 1 (PD-1) 
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 Zirkulierende Tumorzellen 1.7

Im Jahre 2014 konnte jeder vierte Todesfall in Deutschland auf Krebs zurückgeführt werden 

(RKI und GEKID 2019). Als häufigste Ursache hierfür wird die Ausbildung von Metastasen 

angesehen, die meist über die hämatogene Verbreitung  (Chambers et al. 2002) von zirkulie-

renden Tumorzellen, sogenannten CTCs erfolgt (siehe Abbildung 2) (Joosse et al. 2015; Pantel 

und Alix-Panabières 2019). Beim Brust-, Prostata- und Kolonkarzinom konnte gezeigt werden, 

dass hohe Anzahlen an CTCs im Blut mit einer schlechteren Prognose der Patien-

ten/Patientinnen assoziiert sind (Cristofanilli et al. 2004; Bono et al. 2008; Cohen et al. 2009).  

Es wird davon ausgegangen, dass sich Millionen von Tumorzellen vom Primärtumor lösen, 

wovon aber nur wenige die Fähigkeit zur Extravasation und Absiedlung in fremden Organen 

besitzen (Chambers et al. 2002). Diese CTCs können sich in entfernten Organen, wie z. B. 

dem Knochenmark, einnisten und in einem inaktiven Stadium als sogenannte disseminierte 

Tumorzellen vorliegen (Braun et al. 2005; Pantel et al. 2009; Alix-Panabières et al. 2012). Noch 

Jahrzehnte später können diese Tumorzellen durch bisher noch unbekannte Signale reaktiviert 

werden und Mikro- sowie Makro-Metastasen ausbilden (Uhr und Pantel 2011). 

Die ersten Schritte der Metastasierung sind die Loslösung vom ursprünglichen Zellverband 

und die Invasion in Lymph- und Blutgefäße (Hanahan und Weinberg 2011). Hierbei wird zwi-

schen einer aktiven und passiven Migration der Tumorzellen unterschieden (Joosse et al. 

2015). Bei der aktiven Migration sind Krebszellen in der Lage, durch Veränderung ihrer Mor-

phologie und Motilität in Gefäße ein- und auszuwandern (Friedl und Alexander 2011; Joosse 

et al. 2015); bei der passiven Migration werden Tumorzellen z. B. durch Tumorwachstum ver-

drängt und gelangen auf diese Art in die Zirkulation (Joosse et al. 2015). Um migratorische 

Eigenschaften zu gewinnen und den Zellverband zu verlassen, durchlaufen Tumorzellen die 

epitheliale-zu-mesenchymale Transition (EMT) (Thiery 2002). Hierbei kommt es zur vermin-

derten Expression von epithelialen Markern, wie z. B. epithelial cell adhesion molecule 

(EpCAM), E-Cadherin, und Keratinen, während mesenchymale Marker wie Vimentin ver-

mehrt ausgebildet werden (Thiery 2002; Joosse et al. 2012). Durch den hiermit einhergehenden 

Verlust von Zell/Zell-Kontakten und Zellpolarität wird diesen Tumorzellen sowohl die In-

travasion in Blutgefäße, als auch die anschließende Extravasion in entfernte Gewebe ermög-

licht (Joosse et al. 2015). Um wiederum in diesen entlegenen Organen neue Tumorherde zu 

bilden, ist der umgekehrte Prozess, die mesenchymale-zu-epitheliale Transition (MET) not-

wendig (Thiery 2002). Diese Prozesse sind nicht „schwarz/weiß“ und Tumorzellen durchlau-

fen meist eine partielle EMT, bei der sowohl epitheliale als auch mesenchymale Marker zu 
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gewissen Anteilen exprimiert werden (Saitoh 2018). Um in dem eher feindseligen Milieu des 

Blutes zu überleben, müssen Tumorzellen adversen Bedingungen wie Scherkräften (Follain et 

al. 2018) oder Anoikis standhalten und dem Immunsystem ausweichen (siehe Abbildung 2) 

(Mohme et al. 2017). Mesenchymale Zellen scheinen hierbei im Vorteil zu sein (Mitchell und  

King 2013).  

 CTCs beim Mammakarzinom 1.7.1

Blutbasierte Biomarker wie z. B. zirkulierende Tumorzellen (CTCs), zirkulierende Tumor-

DNA (ctDNA) und microRNA (miRNA) lassen sich aus Blutproben von Patien-

ten/Patientinnen extrahieren (Liquid Biopsy) und stellen potentielle Indikatoren für die Ent-

wicklung eines Tumors dar (Alix-Panabières und Pantel 2016). Anstatt aufwändige Biopsien 

durchzuführen, ist das Ziel, mittels Liquid Biopsy kontinuierlich Informationen über den Tu-

morstatus zu erlangen, Therapien zu überwachen und diese an den einzelnen Patienten/die 

einzelne Patientin anzupassen (personalisierte Medizin) (Alix-Panabières und Pantel 2016; 

Alix-Panabières und Pantel 2021). Sowohl in der Brustkrebsforschung als auch im klinischen 

Alltag gewinnt die Liquid Biopsy zunehmend an Bedeutung. Bereits im Jahre 2004 konnte 

anhand der Proben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom gezeigt werden, 

dass das Vorliegen ≥ 5 CTCs in 7,5 ml Blut vor Beginn der Therapie mit einem geringeren 

progressionsfreien und Gesamt-Überleben assoziiert ist (Cristofanilli et al. 2004). Im Verlauf

 

Abbildung 2: Schritte der Metastasierung. Die Tumorzellen lösen sich vom ursprünglichen Zellverband und 

treten über aktive (z. B. EMT) oder passive Prozesse in den Blutstrom ein. Im Blutkreislauf sind die Zellen adver-

sen Bedingungen wie z. B. Scherkräften, Anoikis und dem körpereigenen Immunsystem ausgesetzt. In der Periphe-

rie können die Zellen z. B. über MET die Gefäße verlassen und Metastasen ausbilden. Quelle: Joosse SA, Gorges 

TM, Pantel K (2015): Biology, detection, and clinical implications of circulating tumor cells. EMBO Mol Med 7, 1–

11, CC BY 4.0 license 
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der Studie zeigte sich, dass das Erreichen des prognostischen Grenzwerts während der Thera-

pie ein Indikator für eine raschere Tumorprogression ist (Cristofanilli et al. 2005; Hayes et al. 

2006). Zahlreiche weitere Studien bestätigen den hohen prognostischen Wert der CTC-Anzahl 

für Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs (Budd et al. 2006; Nolé et al. 2008; Bidard 

et al. 2014, Pierga et al. 2012). Die Studienlage zur Bedeutung von CTCs beim frühen, nicht

metastasierten Brustkrebs ist limitiert. Riethdorf et al. (2017) untersuchten im Rahmen der 

GeparQuattro-Studie das Blut von 213 Brustkrebspatientinnen auf zirkulierende Tumorzellen 

und stellten fest, dass die Detektion von CTCs vor Durchführung einer neoadjuvanten Thera-

pie mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert ist, während erhöhte CTC-Zahlen nach 

neoadjuvanter Behandlung keinen prognostischen Wert besitzen.  Diese Beobachtung stimmt 

mit den Ergebnissen vorheriger Studien überein (Pierga et al. 2008; Bidard et al. 2010).  

Die Charakterisierung von CTCs nimmt in der Forschung einen hohen Stellenwert ein, da sie 

zu einem besseren Verständnis der Tumorbiologie, Tumorheterogenität und möglichen The-

rapiemechanismen beiträgt (Joosse et al. 2015). Der HER2-Status der zirkulierenden Tumor-

zellen stimmt häufig nicht mit dem Status des Primärtumors überein (Pestrin et al. 2009; 

Riethdorf et al. 2010; Fehm et al. 2010), welches die Tumorheterogenität selbst innerhalb einer 

untersuchten Patientin verdeutlicht. Es können demnach theoretisch sowohl Patientinnen mit 

HER2-positivem als auch negativem Primärtumorstatus von einer HER2-gerichteten Therapie 

profitieren (Riethdorf et al. 2010).  Da sich der HER-Status der Tumorzellen zusätzlich im 

Therapieverlauf ändern kann, könnte es vorteilhaft sein, diesen mittels serieller Blutabnahmen 

regelmäßig zu überprüfen (Munzone et al. 2010). In einer Metaanalyse mitinsgesamt 6712 Pati-

entinnen wurde analysiert, ob die CTC-Zahl als ein nützlicher Surrogatmarker für die Wirk-

samkeit einer Therapie dienen könnte (Yan et al. 2017). Nach der Durchführung einer (neo-) 

adjuvanten, medikamentösen und/oder Kombinationstherapie wurde eine signifikante Ab-

nahme der CTC-positiven Rate beobachtet, weswegen die Möglichkeit besteht, dass der CTC-

Status als geeigneter Indikator für das Therapieansprechen dienen könnte (Yan et al. 2017).  

Eine entscheidende, offene Frage hinsichtlich der klinischen Relevanz zirkulierender Tumor-

zellen besteht darin, ob die Detektion dieser seltenen Zellen das Kriterium der „clinical utility“, 

des klinischen Nutzens, erreicht und damit also eine klinische Intervention auf Basis von CTCs 

gerechtfertigt werden kann, ggf. unter welchen Bedingungen. Während es in anderen Entitäten 

wie dem Prostatakarzinom bereits vielversprechende Daten zu dieser Frage gibt (Pantel et al. 

2019),  laufen noch entsprechende Studien beim Mammakarzinom. Die Frage, inwieweit Pati-

entinnen von einer Therapieänderung profitieren, die aufgrund eines positiven CTC-Befundes 

veranlasst wird, wird in der DETECT III-Studie untersucht (Hagenbeck et al. 2012). Hier wird 

die Wirksamkeit von HER2-gerichteter Therapie (Lapatinib) bei Patientinnen untersucht, die
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zwar einen HER2-negativen, metastasierenden Primärtumor aufweisen, jedoch mindestens 

eine HER2-positive zirkulierende Tumorzelle besitzen (Hagenbeck et al. 2012). Die Ergebnis-

se dieser Studie werden ab 2021 erwartet.   

 CTC-Anreicherungsmethoden 1.7.2

Aufgrund der Seltenheit von CTCs innerhalb der peripheren mononukleären Blutzellen 

(PBMCs) von 1/106-108, ist die Anreicherung dieser Tumorzellen eine entscheidende Voraus-

setzung für ihre Detektion (Alix-Panabières et al. 2012; Joosse et al. 2015). Mittlerweile existie-

ren zahlreiche Methoden zur Anreicherung, die in Oberflächenmarker-abhängige und -

unabhängige Verfahren eingeteilt werden (Joosse et al. 2015). Die Oberflächenmarker-

abhängige Anreicherung beruht auf Unterschieden in den biologischen Eigenschaften der Tu-

morzellen und der umgebenden Blutzellen (Alix-Panabières und Pantel 2014). Hierbei werden 

in der Regel Antikörper eingesetzt, die gegen Tumor-assoziierte oder epitheliale Antigene, wie 

z. B. EpCAM, gerichtet sind und diese markieren (positive Selektion) (Alix-Panabières und 

Pantel 2021). Es besteht jedoch auch die Möglichkeit zur negativen Selektion über Antikörper, 

die an das Leukozyten-spezifische Antigen CD45 binden (Pantel et al. 2009; Alix-Panabières 

und Pantel 2021). Ein EpCAM-basiertes Nachweisverfahren ist das CellSearch-System, wel-

ches den Goldstandard der CTC-Detektionssysteme darstellt und von der FDA für die Detek-

tion zirkulierender Tumorzellen bei metastasierten Prostata-, Brust- und Kolonkarzinomen 

zugelassen wurde (Riethdorf et al. 2018). Beim CellSearch-System erfolgt der Nachweis von 

Tumorzellen epithelialen Ursprungs aus 7,5 ml peripherem Blut anhand von EpCAM-

Antikörpern, die an mikroskopische Eisenpartikel (Ferrofluide) gebunden sind (Riethdorf et al. 

2007). Mit diesen bilden CTCs Komplexe aus, welche mittels eines starken Magneten von den 

restlichen Blutbestandteilen isoliert werden können. Nach der immunomagnetischen Bindung 

werden die isolierten Zellen per fluoreszierender Antikörper gegen 4′,6-Diamidino-2-

phenylindol (DAPI), CD45 und Zytokeratin 8,18 angefärbt (Riethdorf et al. 2007). Je nach 

Tumorentität können zudem Marker für weitere Oberflächenstrukturen wie z. B. HER2 einge-

setzt werden. Der CellTracks Analyser scannt daraufhin automatisiert die Probe und erstellt 

Bildergalerien potentieller Tumorzellen. Diese werden von speziell geschultem Personal als 

CTC definiert, sofern sie ≥ 4 µm Durchmesser haben, DAPI+, pan-keratin+ und CD45- sind 

(Joosse et al. 2015). Nach der Auswertung der Anzahl an CTCs besteht die Möglichkeit zur 

weiteren molekularen Untersuchung einzelner Zellen, gewonnen durch Mikromanipulation, 

oder der gesamten verbliebenen Zellfraktion per Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR)/Immunzytochemie (ICC) oder FISH (siehe Herstellerangabe). Der Nachteil des Cell-

Search Ansatzes besteht darin, dass nur EpCAM-positive Tumorzellen angereichert und detek-
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tiert werden können (Joosse et al. 2015). Aufgrund der Tatsache, dass einige Zellen eine EMT 

durchlaufen, die durch den Abbau epithelialer und die Überexpression mesenchymaler Marker 

gekennzeichnet ist, bedarf es weiterer Detektionsmethoden, die nicht von Oberflächenmole-

külen abhängig sind (Joosse et al. 2015).  

An dieser Stelle ist das Parsortix-System der Firma ANGLE zu nennen, welches eine neuartige 

CTC-Anreicherungsmethode darstellt, die auf Größen- und Verformbarkeitsunterschieden der 

zirkulierenden Tumorzellen im Vergleich zu den restlichen Blutkomponenten basiert (Hvichia 

et al. 2016) und im Hinblick auf verschiedene Tumorentitäten bereits vielversprechende Er-

gebnisse lieferte (Xu et al. 2015; Chudziak et al. 2016; Hvichia et al. 2016; Gorges et al. 2019; 

Koch et al. 2020). Durch die Erzeugung eines konstanten Flüssigkeitsstroms durch eine spezi-

elle austauschbare Kassette können CTCs aus 7,5 ml peripheren Blut festgehalten und für die 

weitere molekulare und funktionelle Untersuchungen zugänglich gemacht werden (siehe 2.2.7) 

(Hvichia et al. 2016). Darüber hinaus ermöglicht das Parsortix-System die Isolierung von selte-

nen CTC-Clustern (Gkountela et al. 2019; Koch et al. 2020) und die Gewinnung lebensfähiger 

Zellen im Anschluss an die Anreicherung für weitere Analysen (Hvichia et al. 2016; Franken et 

al. 2019; Koch et al. 2020). 

 Cancer-ID 1.8

Meine Arbeit ist Teil des Cancer-ID-Projekts, welches von einer europäischen Arbeitsgemein-

schaft, bestehend aus 36 Partnern aus 13 Ländern, im Jahre 2015 initiiert wurde und Experten 

aus der klinischen und akademischen Forschung, biotechnologischen Firmen und der pharma-

zeutischen Industrie zusammenführt. Das Hauptziel des Konsortiums ist die Entwicklung von 

Standard-Protokollen zur Einführung von blutbasierten Biomarkern wie z. B. CTCs, ctDNA 

und miRNA im Rahmen einer Liquid Biopsy in den klinischen Alltag. Obgleich in den letzten 

Jahren einige EpCAM-unabhängige Technologien entwickelt wurden und diese vielverspre-

chende Ergebnisse lieferten, mangelte es an standardisierten Protokollen, um Methodenabläufe 

zu optimieren und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Das Cancer-ID-Konsortium 

(cancer-id.eu), welches von der European Innovative Medicine Initiative (IMI) finanziert wird, 

zielt darauf ab, diese Lücke zu schließen und innovative CTC-Detektions-Methoden für klini-

sche Studien zu validieren. Die Methodenentwicklung erfolgt anhand der Tumorentitäten 

Nicht-Kleinzelliges Bronchialkarzinom und HER2-positives Mammakarzinom, welches nicht 

auf zielgerichtete Therapien anspricht. Parallel zur Etablierung von Standard-Protokollen sol-

len Mechanismen untersucht werden, welche für eine Resistenz gegenüber HER2-gerichteter 

Therapie ursächlich sein könnten. Die Standardisierung neuer Technologien und Arbeitsabläu-
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fe ist essentiell dafür, dass CTCs als potentielle Indikatoren für die Entwicklung eines Tumors 

in der Klinik an Bedeutung gewinnen.  

  Fragestellung 1.9

In der Krebsforschung wird heutzutage ein großes Augenmerk auf zielgerichtete Therapien 

gelegt, welche das Wachstum von Tumoren aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften hem-

men. Die Therapieentscheidung beim Mammakarzinom wird anhand immunhistochemischer 

Marker wie dem Hormonrezeptor- und HER2-Status getroffen. Bei ca. 30 % der Mammakar-

zinom-Patientinnen liegt eine Amplifikation des HER2-Rezeptors vor, die mit einem kürzeren 

Gesamtüberleben und einer höheren Rezidivrate einhergeht.  

Um aufwendige Biopsien zu vermeiden und aktuelle Informationen über den histologischen 

Status zu gewinnen, bedienten wir uns der molekularen Analyse blutbasierter Biomarker wie   

z. B. CTCs und/oder ctDNA im Rahmen einer Liquid Biopsy und charakterisierten diese hin-

sichtlich ihres HER2-Status. Für die Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen, welche 

Voraussetzung für die weitere molekulare Analyse ist, nutzten wir neben dem bereits etablier-

ten CellSearch-System (Menarini Silicon Biosystems) die Marker-unabhängige Parsortix-

Technologie (ANGLE) und stellten die Ergebnisse beider Systeme gegenüber. Da für das Par-

sortix-System bislang keine etablierte Methode zur sicheren Detektion HER2-positiver Tu-

morzellen existiert ist, war es unser Ziel, ein geeignetes HER2-Färbeprotokoll zu entwickeln. 

Des Weiteren testeten wir das hochauflösende Mikroskop Xcyto 10 (Chemometec), um wie 

für das CellSearch- auch für das Parsortix-System die Möglichkeit einer automatisierten Aus-

wertung zu schaffen, die reproduzierbare Ergebnisse liefert und eine Zeitersparnis im Ver-

gleich zur momentan üblichen manuellen Auszählung darstellt.  

Die Etablierung eines geeigneten HER2-Färbeprotokolls und die Validierung einer automati-

sierten Auswertungsplattform könnten in Zukunft dazu dienen, neue Erkenntnisse über Resis-

tenzmechanismen gegenüber einer HER2-gerichteten Antikörpertherapie zu erlangen, die 

Therapie entsprechend zu adaptieren und letztlich die Prognose der betroffenen Patientinnen 

zu verbessern.  
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 Material und Methoden 2

 Liste der Geräte, Materialien und Chemikalien etc. 2.1

 Geräte 2.1.1

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Geräte 

Geräteliste Hersteller 

Analoger Rollenmischer RS-TR5 Phoenix Instrument, Garbsen 

Automatic-Sarpette® Sarstedt, Nümbrecht 

Axioplan 2 Imaging Zeiss, Oberkochen 

Axiovert 200 Zeiss, Oberkochen 

CellSearch® Menarini-Silicon Biosystems, Bologna, Italien 

CELLTRACKS® ANALYZER II® Menarini-Silicon Biosystems, Bologna, Italien 

CELLTRACKS® AUTOPREP® Menarini-Silicon Biosystems, Bologna, Italien 

CELLTRACKS® AUTOPREP® System Menarini-Silicon Biosystems, Bologna, Italien 

CO2-Zellkulturinkubator HERAcell®150i Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Färbekammer Typ M920-1 Simport, Beloeil, Canada 

Gefrierschrank -20°C Liebherr, Kirchdorf 

Heraeus™ Megafuge 8 Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Heraeus™ Multifuge 3 S-R Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Microcentrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg 

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank HERA-

safe® 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Neubauer-Zählkammer Brand GmbH, Wertheim 

ParsortixTM Technology Angle, Philadelphia, USA 

Pipetus® Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

QIAvac 24 Plus vacuum manifold Qiagen, Hilden 

QIAvag Connecting System Qiagen, Hilden 

Qubit® Fluorometer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Research Pipetten (0,1-2,5µl /0,5-10 µl / 2-20 

µl /20-200 µl /100-1000 µl) 
Eppendorf AG, Hamburg 
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Geräteliste Hersteller 

Thermo Mixer C Eppendorf AG, Hamburg 

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 

Tischzentrifuge Rotofix 32 Hettich, Tuttlingen 

Ultratiefkühlgerät TSX Series -80°C Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Vacuum Pump Qiagen, Hilden 

Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 

Wasserbad GFL-1012 GFL, Großburgwedel 

Xcyto 10 Quantitative Cell Imager Chemometec, Allerod, Dänemark 

 Verbrauchsmaterial 2.1.2

Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten Materialien  

Material Hersteller 

CellSave Preservative Tubes Menarini-Silicon Biosystems, Bologna, Italien 

CELLSTAR Tubes Greiner bio-one, Kremsmünster, AU 

Cellstar® Cell Culture Dishes Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Dako Pen Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 

Deckgläser 24x32 mm Carl Roth GmBH, Karlsruhe 

Eppendorf Safe-Lock Gefäße 0,5-2ml Eppendorf AG, Hamburg 

FalconTM Zentrifugationsröhrchen (15ml, 
50ml) 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Fixogum-Kleber Marabu, Tamm 

NuncTMCryoTubeTM-Vials Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Parsortix Cell Separation Cassette Angle, Philadelphia, USA 

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg 

ProLongTM Gold Antifade Mountant Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Sarstedt Serological Pipette (2ml, 5ml, 10ml, 
25ml) 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

S-Monovette EDTA KE/ 7,5ml Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

SuperFrost® Plus Objektträger R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen 

TC-Flasche T25 Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Vacutainer K2E (EDTA) BD, Plymouth, UK 
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 Chemikalien 2.1.3

 Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

 

Chemikalien Hersteller 

Fetal Bovine Serum Mycomplex  (FBS) 10 % PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

AB-Serum Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH, Dreieich 

DAKO Protein Block Serum-Free DAKO Corporation, CA, USA 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium PANTM-Biotech, Aidenbach 

Ethanol 99 % vollvergällt Chemsolute, Warschau, Polen 

Ficoll-PaqueTMPlus GE Healthcare, Chicago, USA 

Flow Cytometry Human Lyse Buffer (10x) RD-Systems, Minneapolis, USA 

Gibco® Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Life Technologies, Paisley, UK 

Gibco® L-Glutamine (200mM) Life Technologies, Paisley, UK 

Gibco® Penicillin-Streptomycin Mix (0,5 %) Life Technologies, Paisley, UK 

Gibco® Trypsin-EDTA (0,25 %) Life Technologies, Paisley, UK 

Isopropanol (2-Propanol rein) Chemsolute, Warschau, Polen 

Saponin Keine Herstellerangaben 

The Blocking Solution Candor Bioscience GmbH, Wangen 

Triton X 100 Merck, Darmstadt 

Trypan Blue Solution (0,4 %) Merck, Darmstadt 
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 Lösungen 2.1.4

 

 Kits 2.1.5

Für die genauere Zusammensetzung der einzelnen Kits siehe in den Herstellerangaben. 

 Zelllinien 2.1.6

 
 

Tabelle 5: Übersicht über die Zusammensetzung der verwendeten Lösungen 

Lösung Zusammensetzung 

4 % Paraformaldehyd 

4 g PFA 

Ad 100 ml PBS 

Ad 6 Tropfen 1 M NaOH 

10 % AB-PBS 
10 ml AB-Serum 

Ad 90 ml DPBS 
 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Kits 

Kit Hersteller 

QIAamp Circulating nucleic acid kit (50) Qiagen, Hilden 

QubitTM dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

CellSearch® Circulating Tumor Cell Kit (Epi-

thelial) 
Menarini-Silicon Biosystems, Bologna, Italien 

 

Tabelle 7: Übersicht über Zelllinien 

Zelllinie Typ Medium 

SKBR3 Duktales Mammakarzinom DMEM 

MCF-7 Adenokarzinom der Brust DMEM 

MDA-MB-231 Duktales Mammakarzinom DMEM 

MDA-MB-468 Adenokarzinom der Brust DMEM 
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 Antikörper und Färbesubstanzen 2.1.7
 

Tabelle 8: Übersicht über Antikörper und Färbesubstanzen 

 Verwendete Software 2.1.8
 
1. Xcyto View 1.0.98.0 

2. AxioVision Se 64 Rel.4. 

 

Typ Herkunft Antikörper Klon 
Konzentra-

tion 
Firma 

Primär-
antikörper 

nicht 
bekannt   
(n. b.) 

Anti-
HER2/neu 
(Conj. Dye 488) 

NB3 1,01mg/ml 
Siemens,   Mün-
chen, Germany 

Primär-
antikörper 

Hase Anti-ErbB2 EPR19547-12 
0,662 
mg/ml 

Abcam, 
Cambridge, UK 

Primär-
antikörper 

Hase 
Anti-
HER2/ErbB2 

29D8 n. b. 
Cell Signaling 
Technology, 
USA 

Primär-
antikörper 

Maus 
Anti-ErbB2 
(HER2) 

N24 1 mg/ml 
Thermo Fisher 
Scientific, USA 

Primär-
antikörper 

n. b. 

Anti-
HER2/neu 
(Tumor Pheno-
typing Reagent) 

n. b.  0,0008 % 
CellSearch, Me-
narini-Silicon 
Biosystems, Italiy 

Primär-
antikörper 

Maus Anti-ErbB 2 3B5 0,2 mg/ml Abcam, UK 

Primär-
antikörper 

Maus DAPI n. b.  n. b. Abcam, UK 

Primär-
antikörper 

Maus 
Anti-human 
CD45-APC 

REA747 n. b. 
Miltenyi Biotec, 
Bergisch Glad-
bach 

Primär-
antikörper 

 
Maus 
 

Anti-Pan-
Keratin (C11) 
directly labelled 
with Alexa 488 

C11 n. b. 
Cell Signaling 
Technology, 
USA 

Primär-
antikörper 

Maus 

Anti-Pan-
Cytokeratin 
directly labelled 
with Alexa 488 

AE1AE3 0,5 mg/ml 
Thermo Fisher 
Scientific, USA 

Primär-
antikörper 

Maus 

Anti-Pan-
Cytokeratin 
directly labelled 
with Alexa 570 

AE1AE3 0,2 mg/ml 
Thermo Fisher 
Scientific, USA 

Sekundär-
antikörper 

Ziege 
Anti-rabbit 
Alexa 546 con-
jugated 

n. b.  2 mg/ml 
Thermo Fisher 
Scientifc, USA 
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 Methoden 2.2

 Zellkultur 2.2.1

Im Rahmen der Färbeetablierung und als Kontrolle für die Auswertung der Patientenproben 

wurden Zytospins der Zellkulturlinien SKBR3 und MCF-7 hergestellt. Die beiden Brustkrebs-

zelllinien wurden in T25er-Flaschen bei 37 °C und 10 % Kohlenstoffdioxid (CO2) inkubiert 

und bei 70 – 80 % Konfluenz passagiert, um ein bestmögliches Wachstum zu garantieren.  

Zur Überführung wurde das Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)- Medium (10 % 

Fetal bovine serum (FBS), 1 % 200 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin) abgegossen 

und ein Waschschritt mit 1x Phosphate buffered saline (PBS) durchgeführt. Um die adhären-

ten Zellen in Lösung zu bringen, wurde 1 ml 0,25 % Trypsin-Ethylendiamintetraacetat 

(EDTA) hinzugegeben und 3 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nachdem die Zel-

len in frischem Medium resuspendiert und in einen neuen 15 ml Falcon überführt worden 

waren, wurde dieses 3 min bei 1200 revolutions per minute (rpm) (310 g) zentrifugiert, der 

Überstand abgegossen und das Zellpellet je nach Fragestellung und Zellwachstum in einer 1:5-

Verdünnung resuspendiert. 1 ml der Zelllösung wurde in eine neue T25er-Flasche überführt, 

in die zuvor 7 ml des DMEM vorgelegt worden war.  

 Ficoll-Aufarbeitung von Blutproben für Zytospins 2.2.2

Um Zytospins für die Färbeetablierung herzustellen, wurde die Blutprobe eines gesunden Do-

noren (EDTA-Röhrchen, 7,5 ml) in ein 50 ml Falcon überführt und 750 µl der Zellkultursus-

pensionen der Tumorzelllinien SKBR3 oder MCF-7 hinzugefügt. Diese waren zuvor mithilfe 

von 0,25 % Trypsin-EDTA in Lösung gebracht worden waren und lagen in einer 1:5-

Verdünnung mit DMEM-Medium vor (siehe 2.2.1). Das Falcon wurde bis auf 30 ml mit PBS 

aufgefüllt. 20 ml Ficoll-Lösung wurden daraufhin mit der gespikten Blutprobe vorsichtig über-

schichtet. Nachdem 30 min bei 1400 rpm (420 g) zentrifugiert worden war, wurde eine Pha-

sentrennung sichtbar. Die Plasmaphase wurde verworfen, während die Interphase, welche die 

mononukleären des peripheren Blutes (PBMC) inklusive der Tumorzellen enthielt, in ein neues 

50 ml Falcon überführt wurde. Es wurde erneut auf 50 ml mit PBS aufgefüllt und 10 min bei 

1400 rpm (420 g) zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 20 ml 

PBS resuspendiert.  

Um eine definierte Zellzahl (ca. 500.000 Zellen) auf dem Zytospin zu erhalten, wurde mithilfe 

der Neubauer-Zählkammer die durchschnittliche Zellzahl bestimmt (siehe 2.2.3) und das da-

raus kalkulierte Volumen auf den Objektträger mit Trichter gegeben. Nach 3-minütiger Zentri-

fugation bei 1200 rpm (310 g) wurde der Überstand verworfen und der Zytospin über Nacht 
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bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Die Zytospins wurden für die weitere Verwendung bei  

- 80 °C gelagert.   

 Bestimmung der Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zählkammer 2.2.3

Um die Konzentration an Zellen in einer mittels des Ficoll-Protokolls aufgearbeiteten Blut-

probe (siehe 2.2.2) zu bestimmen, wurde die Zellsuspension in einer 1:2-Verdünnung mit 

Trypanblau auf einer Mikrotiterplatte gemischt und hiervon 10 µl mit einer Pipette in die Neu-

bauer-Zählkammer übertragen. Anschließend wurde die Anzahl an Zellen in jedem der vier 

großen Eckquadrate unter dem Mikroskop ausgezählt und ein Mittelwert bestimmt. Die Zell-

konzentration wurde mit folgender Formel berechnet: 

 

 

 

Um auf dem Zytospin eine durchschnittliche Zellzahl von 500.000 Zellen zu erhalten, wurde 

das Volumen der Zellkultursuspension bestimmt, welches mithilfe des Trichters auf den Ob-

jektträger aufgetragen werden musste.  

 Spiken von Tumorzellen zu Blutspendeproben 2.2.4

Im Rahmen der Färbeetablierung wurden Blutproben gesunder Spender mit einer bestimmten 

Zellzahl an Tumorzellen der Zelllinien SKBR3 oder MCF-7 versehen. Zunächst wurde unste-

riles DMEM-Medium in eine Zellkulturschale vorgelegt und die jeweilige Zellkultur auf den 

Boden der Schale aufgetragen. Die gewünschte Anzahl an Tumorzellen wurde mit einer Pipet-

te unter dem Lichtmikroskop aufgenommen und zu der Blutprobe hinzugegeben. Im An-

schluss daran wurde die Probe mittels des Parsortix (ANGLE, Guildford, UK) aufgearbeitet 

(siehe 2.2.7) und nach entsprechendem Protokoll angefärbt (siehe 2.2.9). 

 Patientenproben 2.2.5

Für diese Arbeit wurden Blutproben von der Klinik und Poliklinik für Gynäkologie des Uni-

versitätsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) und der Klinik für Gynäkologie des Marien-

krankenhauses (MK) in Hamburg bereitgestellt. Die Proben stammten von 29 HER2-positiven 

Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs und wurden im Zeitraum von zwei Jahren (zwi-

schen 2016 und 2018) entnommen. Pro Patientin wurden zwei EDTA-Röhrchen (7,5 ml) ab-

genommen: ein Röhrchen für die Aufarbeitung mittels der Parsortix-Technologie (siehe 2.2.7); 

 
Mittelwert x Verdünnungsfaktor x 104 = Zellen / ml 
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das zweite für die Plasma-Isolierung (siehe 2.2.8). Bis März 2018 fanden zum CTC-Nachweis 

neben dem Parsortix- auch CellSearch-Läufe statt. Ab September 2018 wurde die Probenent-

nahme auf 12 Patientinnen beschränkt, bei denen zirkulierende Tumorzellen im Verlauf detek-

tiert worden waren. Die neu eingehenden Blutproben dieser Patientinnen wurden anstatt mit-

tels Parsortix-, mithilfe des CellSearch-Systems aufgearbeitet (siehe 2.2.6). Die klinischen Da-

ten der Patientinnen wurden mithilfe von Soarian Clinicals erhoben. 

 CellSearch-System 2.2.6

Im Rahmen der Dissertation wurde von 40 Patientinnen der Klinik für Gynäkologie des UKE 

und der Klinik für Gynäkologie des MK 7,5 ml Vollblut in CellSave Preservative Tubes abge-

nommen und mittels des CellSearch Systems innerhalb von 96 h auf Tumorzellen untersucht. 

Das CellSearch-System stellt den Goldstandard der CTC-Detektionsmethoden dar und ist als 

einziger Assay von der FDA für die Detektion zirkulierender Tumorzellen im Prostata-, Brust- 

und Kolonkarzinom zugelassen (Cristofanilli et al. 2004; Bono et al. 2008). Es reichert epitheli-

ale Zellen mittels EpCAM-gekoppelter Ferrofluide an und ermöglicht daraufhin den Nachweis 

dieser Zellen mittels Antikörpern gegen Panzytokeratine (K8, K18 und K19), CD45 und 

DAPI+. Die Durchführung am CellTracks-AutoPrep-System und die anschließende Auswer-

tung am CellSpotter-Analyzer wurden von speziell geschultem und ausgebildetem Personal 

übernommen.  

 Parsortix™-Technologie 2.2.7

Die Parsortix™-Technologie der Firma ANGLE ist ein mikrofluides System zur Gewinnung 

von zirkulierenden Tumorzellen aus dem Blut und basiert auf Unterschieden in den physika-

lischen Eigenschaften der Zellen. Im Vergleich zu anderen Blutkomponenten sind zirkulieren-

de Tumorzellen in der Regel größer und weniger verformbar und können daher in einer spezi-

ellen austauschbaren Kassette, durch die ein konstanter Flüssigkeitsstrom fließt, angereichert 

werden. Die Kassette, in Größe eines Objektträgers, leitet die Zellen graduell auf einen 6,5 µm 

großen Spalt zu, an welchem die CTCs festgehalten werden, während kleinere Blutbestandteile 

(z. B. Erythrozyten) diesen passieren und verworfen werden. Indem man den Flüssigkeits-

strom umkehrt, können die CTCs daraufhin aus der Kassette gespült und für weitere Untersu-

chungen zugänglich gemacht werden („harvest“): FISH, quantitative Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR), Sequenzierung der nächsten Generation (NGS), ICC. Eine detaillierte 

Beschreibung der Methode findet sich in der Literatur (Hvichia et al. 2016). 

Ein Vorteil der Parsortix™-Technologie ist, dass sie im Gegensatz zu vielen anderen Anreich-

erungsmethoden unabhängig von Oberflächenmarkern ist und es theoretisch ermöglicht, so-
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wohl CTCs epithelialer als auch mesenchymaler Natur anzureichern. Für die Aufarbeitung der 

Patientenproben wurde das S50F-Programm verwendet (Separationsdruck von 50 mbar). Die 

angereicherten Zellen wurden mithilfe eines Trichters direkt auf einen Objektträger übertragen 

(siehe Herstellerangabe). Nach einem 7-minütigen Zentrifugationsschritt bei 1200 rpm (310 g), 

wurde der Überstand verworfen, der Objektträger über Nacht getrocknet und anschließend bei 

-80 °C bis zur Anfärbung mittels des HER2-Färbeprotokolls eingefroren. Insgesamt wurden 

Zytospins von 85 Patientenproben hergestellt, von denen 64 aus der Tagesklinik des UKE und 

21 aus der Gynäkologie des MK stammten.  

 Plasmaaufarbeitung 2.2.8

Das zweite EDTA-Röhrchen wurde für die Isolierung des Blutplasmas verwendet. Hierbei 

wurde das Röhrchen bei 1160 rpm (300 g) 10 min (Beschleunigung 9, Bremse 1) zentrifugiert 

und das Plasma in ein 15 ml Falkon überführt. Anschließend fand ein weiterer 10-minütiger 

Zentrifugationsschritt bei 7740 rpm (2000 g) (Beschleunigung 9, Bremse 1) statt. Die Plasma-

Überstände über dem Zellpellet wurden mithilfe einer Pipette vorsichtig in Kryoröhrchen 

übertragen und diese bei   - 80 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.  

 Färbeetablierung 2.2.9

Im Rahmen der Dissertation wurde zunächst anhand der Zytospins von Zellkulturlinien 

(MCF-7 und SKBR3) eine geeignete HER2-ICC etabliert. Die Methode der ICC beruht auf 

der Bindung von Antikörpern an ihre entsprechenden Epitope. Zur Anfärbung des HER2-

Rezeptors wurden sechs verschiedene anti-HER2-Antikörper ausgetestet und unterschiedliche 

Färbeprotokolle etabliert (siehe Tabelle 9; Tabelle 10) Bei allen immunzytochemischen Fär-

bungen wurde der Objektträger zunächst mit PFA (je nach Antikörper 0,5 % oder 4 %) für 10 

min fixiert, um das Gewebe zu stabilisieren. Nach mehreren Waschschritten mit PBS wurde 

ein Permeabilisierungsschritt durchgeführt, der dazu diente, die Zellen aufzuschließen, um 

intrazelluläre Bestandteile anzufärben. Nach erneuten Waschschritten mit PBS fand eine Blo-

ckierung statt, um unspezifische Bindungen von Antikörpern zu verhindern. Bei den beiden 

Antikörperklonen Tumor Phenotyping Reagent (CellSearch) und 29D8 (Cell Signaling) wurden 

im Laufe der Färbeetablierung verschiedene Permeabilisierungs- und Blockierungssubstanzen 

ausgetestet (siehe Tabelle 11; Tabelle 12).  

Auf die Blockierung folgte die Auftragung der Primärantikörper (1 h, RT). Von den sechs An-

tikörpern, die wir austesteten, waren zwei bereits fluoreszenzmarkiert (HER2-Antikörperklon 

NB3 (Siemens) und Tumor Phenotyping Reagent (CellSearch)) und konnten 
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somit direkt detektiert werden (direkte Immunfluoreszenz). Bei den vier weiteren Antikörpern 

musste jeweils ein passender mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Sekundärantikörper 

zum Einsatz kommen, der für 45 Minuten aufgetragen wurde. Nach der Inkubation mit Pri-

mär- bzw. Sekundärantikörpern wurde ein Antikörpercocktail mit DAPI, Zytokeratin und 

CD45 für 1 h aufgetragen. Um überschüssigen, ungebundenen AK zu entfernen, wurde nach 

der Inkubation jedes Antikörpers mit PBS gewaschen. Zum Schluss wurde der Objektträger 

eingedeckelt und konnte mithilfe des Fluoreszenzmikroskopes ausgewertet werden.  

Tabelle 9: Färbeprotokolle für die HER2-Antikörperklone NB3 (Siemens), EPR19547-12 (Abcam) 

und 3B5 (Abcam) 

 

 

                Antikörper 
Siemens-

HER2/neu  

(NB3) 

Abcam-Anti-
ErbB2 antibody 
(EPR19547-12) 

Abcam-Anti-
ErbB2 antibody 

(3B5) 

(1) Fixierung (10 min) 4 % PFA 

(2) Waschschritte 1 x 3 min PBS 

(3) Permeabilisierung 

(10 min) 
0,1 % Triton-X 100 

(4) Waschschritte 2 x 3 min PBS 

(5) Blockierung (20 min) 10 % AB-PBS 

(6) Primärantikörper 

(60 min) 1:100 

(7) Waschschritte 3 x 3 min PBS 

(8) Sekundärantikörper  
(45 min) 

- 
Alexa Fluor 546 goat Anti-rabbit IgG 

(1:200) 

(9) Waschschritte - 3 x 3 min PBS 

(10) Antikörpercocktail   
(60 min) 

Pan Cytokeratin, 
Alexa Fluor 570, 
Clone: AE1/AE3 

(1:300) 

CD 45-APC, Clone: 
REA 747(1:200) 

DAPI (1:1000) 

 

Pan Cytokeratin, Alexa Fluor 488, Clone: 
AE1/AE3 (1:300) 

CD 45-APC, Clone: REA 747(1:200) 

DAPI (1:1000) 

 

(11) Waschschritte 

 

3 x 3 min PBS 

 

 

Färbeablauf 
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Tabelle 10: Färbeprotokolle für die HER2-Antikörperklone N24 (Thermo Fisher), Tumor Phenoty-

ping Reagent (CellSearch) und 29D8 (Cell Signaling) 

 

                Antikörper 
Thermo Fisher 
ErbB2 (HER2) 

Monoclonal 
Antibody (N24) 

CellSearch Anti-
HER2/neu    
(Tumor Phenotyp-
ing Reagent) 

Cell Signaling 
HER2/ErbB2 

(29D8) 

 

(1) Fixierung (10 min) 4 % PFA 0,5 % PFA 

(2) Waschschritte 1 x 3 min PBS 3 x 3 min PBS 

(3) Permeabilisierung (10 min) 
0,1 % Triton-X 

100 
0,3 % Saponin 

(4) Waschschritte 2 x 3 min PBS 3 x 3 min PBS 

(5) Blockierung (20 min) 10 % AB-PBS 
The Blocking Solution, Candor Biosci-

ence 

(6) Primärantikörper (60 min) 1:100 1:50 1:100 

(7) Waschschritte 3 x 3 min PBS 

(8) Sekundärantikörper (45 min) 
Alexa Fluor 546 
goat Anti-rabbit 

IgG (1:200) 
- 

Alexa Fluor 546 
goat Anti-rabbit 

IgG (1:200) 

(9) Waschschritte 3 x 3 min PBS - 3 x 3 min PBS 

(10)  Antikörpercocktail 

(60 min) 

Pan Cytokeratin, 
Alexa Fluor 488, 
Clone: AE1/AE3 

(1:300) 

CD 45-APC, 
Clone: REA 
747(1:200) 

DAPI (1:1000) 

Pan Cytokeratin, 
Alexa Fluor 570, 
Clone: AE1/AE3 

(1:300) 

CD 45-APC, 
Clone: REA 
747(1:200) 

DAPI (1:1000) 

Pan Cytokeratin, 
Alexa Fluor 488, 
Clone: AE1/AE3 

(1:300) 

Pan-Keratin 
(C11), Mouse 

mAb (Alexa (R488 
Conjugate))(1:300) 

CD 45-APC, 
Clone: REA 
747(1:200) 

(11)  Waschschritte 3 x 3 min PBS 3 x 3 min PBS 

 

Färbeablauf 
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Tabelle 11: Austestung verschiedener Permeabilisierungen mit den HER2-Antikörperklonen Tumor 

Phenotyping Reagent (CellSearch) und 29D8 (Cell Signaling) 

 

HER2-Antikörperklone 

Getestete Permeabilisierungen 

0,1 % Triton-

X 100 

0,3 % Sapon-

in 
1 %  Saponin 

CellSearch 

Permeabilisie-

rung 

Tumor Phenotyping Reagent 
(CellSearch) 

X X X X 

 

29D8 (Cell Signaling) 

 

X X   

 

 

 Auswertung der Patientenproben mithilfe des  Fluoreszenzmikroskops 2.2.10

Die zuvor angefärbten Objektträger wurden mithilfe des Mikroskops Axioplan 2 Imaging auf 

Tumorzellen untersucht. Als zirkulierende Tumorzellen wurden diejenigen Zellen bezeichnet, 

welche sowohl ein positives Signal im DAPI- als auch Zytokeratin-Kanal besaßen und CD45 

negativ waren. Bilder wurden mithilfe der AxioVision-Software erstellt (siehe 2.1.8). 

 Automatisierte Auswertung von Objektträgern mittels Xcyto 10 2.2.11

Im Rahmen der Dissertation wurde das hochsensitive Mikroskop Xcyto 10 der Firma 

Chemometec ausgetestet, welches qualitative Mikroskopie mit einer semi-automatisierten 

Auswertung ähnlich der Standarddurchflusszytometrie kombiniert. Nachdem Zytospins mithil-

fe des Parsortix-Systems (siehe 2.2.7) hergestellt und mit dem HER2-Antikörperklon 29D8 

(Cell Signaling) (siehe Tabelle 10) angefärbt wurden, wurde der Objektträger von dem 

Tabelle 12: Austestung verschiedener Blockierungen in Kombination mit den HER2-Antikörperklonen 

Tumor Phenotyping Reagent (CellSearch) und 29D8 (Cell Signaling) 

HER2-Antikörperklone 

Getestete Blockierungen 

10 % AB-PBS 
The Blocking Solu-

tion 

DAKO Protein 

Block Serum-Free 

Tumor Phenotyping Reagent 
(CellSearch) 

X X X 

29D8 (Cell Signaling) X X  
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Gerät in einem ca. 10-minütigen Scanprozess erfasst. Als Resultat erhielt man 68 Aufnahmen 

in 4x-Vergrößerung von allen Bereichen des Objektträgers und konnte anhand der verschiede-

nen Fluoreszenz (DAPI-positiv, Zytokeratin-positiv, ggf. HER2-positiv) Tumorzellen detektie-

ren. Diese wurden nochmals in 20x-Vergrößerung aufgenommen, um den Tumorzellstatus zu 

bestätigen. Mithilfe des Plot Managers der Xcyto-View Software wurden verschiedene Parame-

ter in einem Graphen gegeneinander aufgetragen und die Lage der Tumorzellen in diesen Plots 

bestimmt. Es wurden Bereiche eingegrenzt, in denen die Tumorzellen mit vermehrter Häufig-

keit vorlagen (Gating), um diese auf andere Patientenproben zu übertragen und die zirkulie-

renden Tumorzellen leichter zu orten (siehe 3.5.1). 

Insgesamt verglichen wir die Ergebnisse von 27 Proben von 16 Patientinnen zwischen auto-

matisierter Zellidentifikation mittels Xcyto 10 und der manuellen Auswertung mittels Fluores-

zenzmikroskop. 

 Isolierung von Einzelzellen 2.2.12

Um detektierte Tumorzellen für die weitere molekulare Analyse zu gewinnen, wurde zunächst 

das Deckgläschen von dem entsprechenden Objektträger vorsichtig abgelöst und ein Tropfen 

PBS hinzugegeben, um die Zellen vor Austrocknung zu schützen. Die Lage der Tumorzellen 

war im Vorfeld mithilfe eines New England Finders bestimmt worden, welches ein Objektträ-

ger ist, bei dem die Fläche mittels Buchstaben und Zahlen in unterschiedliche Bereiche einge-

teilt ist. Nachdem man unter dem Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging eine Tumorzelle 

detektiert hatte, tauschte man den Tumorzell-Objektträger gegen den New England Finder aus 

und konnte so der Tumorzelle eine eindeutige Position zuordnen. Dies erleichterte das Fokus-

sieren der Tumorzelle unter dem inversen Mikroskop Axiovert 200 für die Isolierung der Ein-

zelzellen. Mittels einer Mikrokapillare, die an einem steuerbaren Mikromanipulator befestigt 

war, wurden die Tumorzellen vom Objektträger abgelöst und in Eppendorfgefäße übertragen, 

in die 1 µl PBS vorgelegt worden war. Die gepickten Zellen wurden bei - 80 °C bis zur weite-

ren Verwendung gelagert.  

 cfDNA-Gewinnung aus Plasma 2.2.13

Im Blutplasma bzw. Serum liegen häufig kurze DNA- (<1000 bp) und RNA-Fragmente 

(<1000 nt) vor, die als freie-zirkulierende Nukleinsäuren bezeichnet werden. Die Konzentrati-

on von frei-zirkulierender DNA (cfDNA) im Plasma von Patientenproben ist sehr gering und 

liegt zwischen 1-100 ng/ml (siehe QIAamp Circulating Nucleic Acid Handbook), weswegen es 

sehr sensitiver Aufreinigungsmethoden bedarf. Zur Gewinnung der cfDNA
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aus Plasma wurde das Circulating nucleic acid kit (50) der Firma Qiagen genutzt. Der Aufbau 

des QIAvac 24 Plus und das Ansetzen der Puffer und carrier RNA wurden entsprechend des 

QIAamp Circulating Nucleid Acid Handbuchs durchgeführt. Da die meisten Plasmaproben in 

einem Volumen von 1,8 ml vorlagen, kam das Protokoll für die Aufarbeitung von 2 ml Plasma 

zur Anwendung (siehe QIAamp Circulating Nucleid Acid Handbuch).   

Das Elutionsgefäß wurde bis zur cDNA-Konzentrationsbestimmung mittels des Qubit® 

dsDNA HS Assay Kits (siehe 2.2.14) bei 7 °C im Kühlschrank aufbewahrt und anschließend 

bei -80 °C eingefroren. 

 cfDNA-Konzentrationsbestimmung 2.2.14

Die Quantifizierung der cfDNA wurde mithilfe des Qubit Fluorometers und des Qubit ds-

DNA HS Assay Kits durchgeführt. Die cfDNA-Konzentrationsbestimmung wurde nach Her-

stellerangaben durchgeführt. Das Kit misst Konzentrationen zwischen 10 pg/µl und 100 ng/µl 

mit großer Genauigkeit (siehe Herstellerangabe). Zunächst wurde eine Qubit Arbeitslösung 

hergestellt, indem man das Qubit dsDNA HS Reagenz mit dem Qubit dsDNA HS Puffer in 

einer 1:200-Konzentration verdünnte. 

Pro Probe wurde 1 µl der cDNA-Elution mit 199 µl der Arbeitslösung gemischt. Für die Her-

stellung der beiden Standards wurden 10 µl der jeweiligen Standardreagenzien (Komponente C 

und D) zu 190 µl der Arbeitslösung hinzugegeben. 

Mittels des Qubit Fluorometers wurden zunächst die beiden Standardlösungen eingelesen und 

anschließend die Konzentration der cDNA-Elution bestimmt. 
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HER2-
positiv
72 %

HER2-
negativ
28 %

Anteil der Proben von Patientinnen mit 
HER2-positivem Primärtumor an der 

analysierten Kohorte

 Ergebnisse 3

Ziel war es, das Blut HER2-positiver Mammakarzinom-Patientinnen auf CTCs zu analysieren 

und hinsichtlich ihres HER2-Status zu charakterisieren. Dies sollte mittels zwei unterschiedli-

cher CTC-Anreicherungsverfahren geschehen, um die Chance der Detektion zu erhöhen. 

Identifizierte CTCs sollten weiterführenden molekularen Analysen zugeführt werden, um sie 

auf Resistenzmechanismen gegenüber HER2-gerichteten Therapien wie Trastuzumab zu un-

tersuchen.  

  Auswertung der CellSearch-Patientenproben 3.1

Im Rahmen der Dissertation wurden 80 Proben von 40 Mammakarzinom-Patientinnen, die im 

Zeitraum von 2016 bis 2018 abgenommen worden waren, mithilfe des CellSearch-Systems 

ausgewertet (siehe 2.2.5; 2.2.6). Bei 22 dieser Patientinnen war im Vorfeld ein HER2-positiver 

Primärtumor histologisch gesichert worden.  

 

 

Abbildung 3: Anteil der Proben von Patientinnen mit HER2-positivem Primärtumor an der analy-

sierten Kohorte 

 

72,5 % der analysierten Proben (58/80 Proben) stammten von Patientinnen mit einem diag-

nostizierten HER2-positiven Primärtumor (siehe Abbildung 3). Bei 36,25 % aller Proben 

(29/80 Proben) konnten zirkulierende Tumorzellen mittels des CellSearch-Systems festgestellt 

werden; diese 29 Proben stammten von 21 verschiedenen Patientinnen (21/40 Patientinnen= 

52,5 %). 65,52 % der CTC-positiven Proben waren von Patientinnen mit HER2-positivem
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Primärtumor (19/29 Proben) (siehe Abbildung 4). Bei 8 dieser 19 Proben wurden mehr als 

eine zirkulierende Tumorzelle (42,11 %) und bei 4 dieser Proben mehr als 5 CTCs diagnosti-

ziert (21 %), welches den prognostischen Cut-off von ≥ 5 CTCs/7.5 ml Vollblut

bei Mammakarzinom-Patientinnen erfüllte (Cristofanilli et al. 2004) (siehe Tabelle 13). 

 

 

Abbildung 4: Anteil der CTC-positiven Proben von Patientinnen mit histologisch gesichertem HER2-

positiven Primärtumor an allen CTC-positiven Proben   

Patient Probe Anzahl CTCs 

1 
A 3 

B 9 

2 A 1 

3 A 1 

4 

A 8 

B 1 

C 1 

D 2 

E 2 

5 
A 1 

B 1 

6 A 1 

7 A 1 

8 

A 14 

B 1 

C 5 

9 A 1 

10 A 16 

11 A 1 

Tabelle 13: Übersicht über die CTC-positiven Proben von Patientinnen mit HER2-positivem Pri-

märtumor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

n= 10 

n= 19 
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Um die detektierten Tumorzellen näher auf HER2-Resistenzmechanismen untersuchen zu 

können, müssen sie anschließend molekularen Analysen zugänglich gemacht werden. Hierfür 

werden die CellSearch-Kassetten nach erfolgreichem Lauf ausgespült und die Zellen auf Ob-

jektträger übertragen von denen sie per Mikromanipulation „gepickt“ werden können. Auf-

grund der Tatsache, dass nach dem Auswaschen der CellSearch-Cartridge in der Regel etwa   

10 % der ursprünglich vorhandenen Zellen wiedergewonnen werden können, wird bei einer zu 

geringen Anzahl von detektierten Tumorzellen (≤ 10-20 CTCs) üblicherweise hierauf verzich-

tet (Peeters et al. 2013). Für die weitere molekulare Analyse wurden daher lediglich aus einer 

Probe, die von einer Patientin mit HER2-positivem Primarius stammte, zwei einzelne Tumor-

zellen isoliert (siehe 2.2.12). 
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 Auswertung der Parsortix-Patientenproben 3.2

 Eruierung geeigneter Antikörperklone 3.2.1

Die CTC-angereicherte Zellfraktion, welche mittels des Parsortix-Systems aus dem Vollblut 

von Mammakarzinom-Patientinnen gewonnen wurde, wurde standardmäßig auf Objektträgern 

gesammelt, welche bis zu Ihrer Auswertung bei – 80 °C stabil gelagert wurden (siehe 2.2.7). 

Um die auf diesen Objektträgern vorliegenden CTCs zu identifizieren und hinsichtlich ihres 

HER2-Status zu charakterisieren, wurde eine geeignete immunzytochemische Färbung etab-

liert. Hierfür wurden Zytospins der etablierten Zellkulturlinien SKBR3 (HER2-positiv),  MCF-

7, MDA-231 und MDA-468 (HER2-negativ) herangezogen. Diese Zelllinien bieten aufgrund 

ihres definierten HER2-Status ideale Kontrollen zur Etablierung des immunozytochemischen 

HER2-Nachweises. Zur sicheren Bestimmung der Tumorzellen wurden die Zytospins eben-

falls mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) als DNA-Marker, 

Antikörpern gegen bestimmte pan-Zytokeratine (z. B. AE1/AE3, C11) und CD45 als Aus-

schlussmarker für Leukozyten angefärbt (siehe 2.2.9). Insgesamt wurden für die Etablierung 

sechs verschiedene anti-HER2-Antikörper getestet und unterschiedliche Färbeprotokolle an-

gewandt (siehe Tabelle 9; Tabelle 10).  

 

HER2-Antikörperklon NB3 (Siemens) 

Der Antikörperklon NB3 (1,01 mg/dl) zeigte ein intensives Fluoreszenzsignal (Alexa 488 – 

grün) und färbte spezifisch die HER2-positiven SKBR3-Tumorzellen an (siehe Abbildung 5 A 

und B). Auf dem MCF-7-Zytospin als Negativkontrolle war im HER2-Kanal kein Signal er-

kennbar (siehe Abbildung 5 C).  

  A  B  C 

   

Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Antikörpersklons NB3 (Siemens), Konzentrati-

on 1,01 mg/ml, in Kombination mit 4 % PFA als Fixierung, 0,1 % Triton als Permeabilisierung und 10 % 

AB-PBS als Blockierung. Anfärbung der HER2-positiven Tumorzellen (A) und des Leukozyten-Hintergrunds 

(B) auf der SKBR3-Positivkontrolle. (C) Keine Färbung des NB3-Klons auf der MCF-7-Negativkontrolle 

 

HER2 

DAPI 

CD45 

DAPI 

CD45 

DAPI 

CD45 

DAPI 

CD45 
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HER2-Antikörperklon EPR19547-12 (Abcam) 

Im Vergleich zum Siemens-Antikörper zeigte der Antikörperklon EPR19547-12 (0,662 

mg/ml) ein schwächeres HER2-Signal (Alexa 546 – orange) der SKBR3-Tumorzellen (siehe 

Abbildung 6 A). Sowohl auf der Positiv- als auch der Negativkontrolle waren unspezifische 

Signale sichtbar (siehe Abbildung 6 B und C), weswegen die Entscheidung gegen die Verwen-

dung des Abcam-Antikörpers fiel. 

HER2-Antikörperklon 3B5 (Abcam) 

Die HER2-positiven SKBR3-Tumorzellen wurden mithilfe des 3B5-Klons (0,2 mg/ml) inten-

siv angefärbt (Alexa 546 – orange), die Tumorzellen zeigten jedoch eine angegriffene Morpho-

logie (siehe Abbildung 7 A). Letztere ist vermutlich auf die schlechte Qualität der Kontroll-

Zytospins zurückzuführen. Aufgrund der Tatsache, dass der Klon zusätzlich unspezifische 

Bindungen mit HER2-negativen Tumorzellen (siehe Abbildung 7 C) und dem Leukozytenhin-

tergrund (siehe Abbildung 7 B) einging, wurde auf eine erneute Färbung mit dem Antikörper 

verzichtet.   

 

 

 

 

 

 

 

  A   B  C 

   

Abbildung 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des EPR19547-12-Klons (Abcam), Konzentration 

0,662 mg/ml, in Kombination mit 4 % PFA als Fixierung, 0,1 % Triton als Permeabilisierung und 10 % 

AB-PBS als Blockierung. Anfärbung der HER2-positiven Tumorzellen (A) und des Leukozyten-Hintergrunds 

(B) auf der SKBR3-Positivkontrolle (C) Unspezifische Färbung des EPR19547-12-Klons auf der MCF-7-

Negativkontrolle  

HER2 

DAPI 

CD45 

DAPI 

CD45 

DAPI 
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HER2-Antikörperklon N24 (Thermo Fisher) 

Nach Anfärbung mit dem Antikörperklon N24 erschienen die HER2-positiven SKBR3-

Tumorzellen intensiv fluoreszierend (Alexa 546 – orange) (siehe Abbildung 8 A). Es traten 

jedoch unspezifische Signale sowohl bei Leukozyten als auch bei HER2-negativen Tumorzel-

len (MDA-468) auf (siehe Abbildung 8 B und C). Zusätzlich wirkten die Umrisse einiger Zel-

len ausgefranst (siehe Abbildung 8 A)  

  A   B  C 

   

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des 3B5-Antikörperklons (Abcam), Konzentration 

0,2 mg/ml in Kombination mit 4 % PFA als Fixierung, 0,1 % Triton als Permeabilisierung und 10 % 

AB-PBS als Blockierung. Darstellung der HER2-positiven Tumorzellen (A) und des Leukozyten-Hintergrunds 

(B) auf der SKBR3-Positivkontrolle (C) Unspezifische Färbung der HER2-negativen Tumorzellen mit dem 3B5-

Klon auf der MCF-Negativkontrolle 

  A   B   C 

   

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Antikörperklons N24 (Thermo Fisher) in 

Kombination mit 4 % PFA als Fixierung, 0,1 % Triton als Permeabilisierung und 10 % AB-PBS als Blo-

ckierung. Anfärbung der Tumorzellen (A) und des Leukozyten-Hintergrunds (B) auf SKBR3-Positivkontrollen. 

(C) Unspezifische Färbung des Antikörpers auf der MDA-468-Negativkontrolle 
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HER2-Antikörperklon CellSearch Anti-HER2/neu 

Auf dem SKBR3-Objektträger zeigte der Antikörper (Alexa 488 – grün) ein eindeutiges, stark 

leuchtendes Signal (siehe Abbildung 9 A). Der Leukozyten-Hintergrund wurde sowohl beim 

SKBR3-, als auch MCF-7-Zytospin leicht mit angefärbt (siehe Abbildung 9 B und C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A  B  C 

   

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des anti-HER2-Antikörpers von CellSearch in 

Kombination mit 0,5 % PFA als Fixierung und 10 % AB-PBS als Blockierung. Anfärbung der HER2-

positiven Tumorzellen (A) und des Leukozyten-Hintergrunds (B) auf der SKBR3-Positivkontrolle. (C) Unspe-

zifisches Signal des Antikörpers auf der MCF-7-Negativkontrolle 
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 CellSearch-Antikörper-ICC-Etablierung  3.2.2

Um eine geeignete Endkonzentration des CellSearch-eigenen HER2-Antikörpers zu ermitteln, 

wurde der Antikörper zunächst anhand Kontroll-SKBR3-Zytospins, die mittels des Ficoll-

Protokolls im Vorfeld hergestellt worden waren (siehe 2.2.2), in verschiedenen Konzentratio-

nen ausgetestet.  

 

Mit steigender Verdünnung sank, wie zu erwarten, die Fluoreszenzintensität des Färbesignals 

(siehe Abbildung 10 A-E). Um Antikörper und damit verbundene Kosten zu sparen, fiel die 

Entscheidung, die weiteren Kontroll-Zytospins mit einer 1:100-Verdünnung des CellSearch-

Antikörpers anzufärben (siehe Abbildung 10 D).                                                             

Um zu überprüfen, ob sich die gewählte Antikörperkonzentration im Folgenden auf tatsäch-

liche Patientenproben übertragen lässt, wurden Blutproben gesunder Spender mit SKBR3- 

oder MCF-7-Tumorzellen versetzt, über das Parsortix-System aufgearbeitet und anschließend 

angefärbt (siehe 2.2.4, 2.2.7, 2.2.9). 

 

  A   B   C 

   

 D   E  

  

 

Abbildung 10: Austestung des anti-HER2-Antikörpers von CellSearch in unterschiedlichen Konzentra-

tionen anhand von SKBR3-Kontrollobjektträgern (keine Angabe des Herstellers zur Konzentration). (A) 

1:10-Verdünnung (B) 1:20-Verdünnung (C) 1:50-Verdünnung (D) 1:100-Verdünnung    (E) 1:200-Verdünnung 
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  A   B   C 

   

  D   

 

  

Abbildung 11: Austestung des anti-HER2-Antikörpers von CellSearch in unterschiedlichen Konzentra-

tionen anhand von Parsortix-SKBR3-Objektträgern. (A) 1:10-Verdünnung (B) 1:20-Verdünnung (C) 1:50- 

Verdünnung (D) 1:100-Verdünnung 

 

Anhand der Färbeergebnisse (siehe Abbildung 11) wurde eine 1:50-Konzentration für die an-

schließende Färbung von Patientenproben ausgewählt, da hier eine deutlichere Markierung 

HER2-positiver Tumorzellen zu beobachten war (siehe Abbildung 11 C)                                  

Sowohl auf den Ficoll-Objektträgern als auch auf den Objektträgern nach Parsortix-

Anreicherung machten die Zellmembranen der Tumorzellen nach der HER2-Anfärbung häu-

fig einen ausgefransten Eindruck (siehe Abbildung 11 C). Um dies zu beheben, wurde der An-

tikörper in einem zusätzlichen Schritt vor dem restlichen Antikörpercocktail aus DAPI und 

Zytokeratinen aufgetragen (siehe Tabelle 10).  
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Nach der getrennten Auftragung der Antikörper zeigten die Tumorzellen eine intaktere Mor-

phologie (siehe Abbildung 12 B), weswegen der zusätzliche Färbeschritt ins Protokoll aufge-

nommen wurde.  

Um das Fluoreszenzsignal weiter zu verstärken und Hintergrundsignale abzuschwächen, wur-

den für diesen Antikörper verschiedene Substanzen zur Permeabilisierung und Blockierung 

ausgetestet (siehe Tabelle 11; Tabelle 12). 

              A               B 

  

Abbildung 12: Austestung des CellSearch-Antikörpers in 1:50-Verdünnung anhand von Parsortix-

Objektträgern (A) Auftragung des Antikörpers in einem Cocktail (B) Getrennte Auftragung des HER2-

Antikörpers vom restlichen Antikörpercocktail (DAPI, Zytokeratin, CD45) 

  A   B  C 

   

 D   

 

  

Abbildung 13: Austestung verschiedener Permeabilisierungssubstanzen in Kombination mit dem Cell-

Search-Antikörper (A) Triton 0,1 % (B) 0,3 % - Saponin (C) 1 % - Saponin (D) CellSearch-Permeabilisierung 
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Die Permeabilisierung mit 0,1 % Triton führte zu keiner sichtbaren Verstärkung des Fluores-

zenzsignals (siehe Abbildung 13 A). Im Gegensatz hierzu führte der Einsatz von Saponin zu 

einem intensiveren HER2-Signal, jedoch gleichzeitig zu einer stärkeren Anfärbung des Leuko-

zyten-Hintergrunds (siehe Abbildung 13 B und C). Die CellSearch-Permeabilisierung zeigte 

ebenfalls eine Verstärkung des Fluoreszenzsignals und des Leukozyten-Hintergrunds (siehe 

Abbildung 13 D). 

Da die Einführung einer zusätzlichen Permeabilisierung allein nur eine geringe Auswirkung auf 

die Qualität der Anfärbung hatte, wurden im folgenden Schritt Triton 0,1 % und Saponin

0,3 % anstatt mit AB-PBS in Kombination mit zwei weiteren Blockierungssubstanzen getestet: 

Casein (Dako Protein Block Serum Free) und The Blocking Solution von Candor (siehe Ab-

bildung 14). Es wurde jeweils ein SKBR3- und MCF-7-Zytospin angefärbt, die vorher über das 

Ficoll-Protokoll erstellt worden waren (siehe 2.2.2).  

 

A B C 

   

D   

 

  

Abbildung 14: Austestung verschiedener Permeabilisierungs- und Blockierungssubstanzen in Kombi-

nation mit dem CellSearch-Antikörper. (A) Triton 0,1 % als Permeabilisierung und 0,1 % Casein als Blockie-

rung (B) Triton 0,1 % als Permeabilisierung und The Blocking Solution von Candor als Blockierung (C) Saponin 

0,3 % als Permeabilisierung und Casein als Blockierung (D) Saponin 0,3 % als Permeabilisierung und The Blo-

cking Solution als Blockierung 
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Triton 0,1 % in Kombination mit Casein als Blockierung zeigte ein schwach ausgeprägtes fluo-

reszierendes Signal (siehe Abbildung 14 A). Die Verwendung von The Blocking Solution führ-

te zu einem stärkeren Fluoreszenzsignal, bei niedrigerer Hintergrundfärbung (siehe Abbildung 

14 B). Größere Zellen mit schwächerer HER2-Intensität wurden im Vergleich zum AB-Serum 

deutlicher angefärbt. Saponin lieferte zwar das stärkere Fluoreszenzsignal, jedoch nahm auch 

die Anfärbung des Leukozyten-Hintergrunds deutlich zu (siehe Abbildung 14 C und D), wes-

wegen es als Permeabilisierungssubstanz in Kombination mit diesem Antikörperklon ausge-

schlossen wurde.    

 Cell Signaling-Antikörper-ICC-Etablierung 3.2.3

Wie auch beim CellSearch-Antikörper wurden verschiedene Permeabilisierungs- und Blockie-

rungssubstanzen anhand von Ficoll-Zytospins ausgetestet, um das Fluoreszenzsignal weiter zu 

verstärken und unspezifische Bindungen zu minimieren (siehe Tabelle 11, Tabelle 12). 

  A   B   C 

   

  D   

 

  

Abbildung 15: Austestung des anti-HER2-Antikörpers von Cell Signaling in Kombination mit verschie-

denen Permeabilisierungs- und Blockierungssubstanzen anhand von SKBR3-Zytospins. Färbung mit 

DAPI, CD45 (A) Permeabilisierung mit Triton 0,1 %, Blockierung mit AB-PBS (B) Permeabilisierung mit Tri-

ton 0,1 % und The Blocking Solution als Blockierung (C) Permeabilisierung mit Saponin 0,3 %, Blockierung: 

AB-PBS (D) Permeabilisierung mit Saponin 0,3 %, Blockierung: The Blocking Solution 
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Der Objektträger, bei dem Triton 0,1 % als Permeabilisierung und The Blocking Solution als 

Blockierung eingesetzt worden waren, zeigte die besten Ergebnisse (siehe Abbildung 15 B). 

Das HER2-Signal war stark und eindeutig gegenüber dem Leukozyten-Hintergrund abzugren-

zen. Triton in Kombination mit AB-Serum zeigte etwas mehr Hintergrund als in Kombination 

mit The Blocking Solution (siehe Abbildung 15 A). Beim Einsatz von Saponin 0,3 % als Per-

meabilisierung war sowohl in Kombination mit The Blocking Solution als auch mit dem AB-

Serum deutlich mehr Leukozyten-Hintergrund erkennbar (siehe Abbildung 15 C und D).

 Austestung des anti-HER2-Antikörpers von CellSearch bzw. Cell Signaling 3.2.4

in Kombination mit verschiedenen Permeabilisierungs- und 

Blockierungssubstanzen 

Um die getesteten Permeabilisierungen und Blockierungen auch auf spätere Patientenproben 

anwenden zu können, wurden realistischere Zellzahlen mittels der neu etablierten Protokolle 

prozessiert. Hierfür wurden 100 SKBR3-Tumorzelllinienzellen in Spenderblut gespiked (siehe 

2.2.4), mithilfe der Parsortix-Technologie angereichert (siehe 2.2.7), auf Zytospins aufgetragen 

und anschließend mittels der etablierten Protokolle angefärbt (siehe 2.2.9). 

Der anti-HER2-Antikörper von CellSearch zeigte ein intensives Signal, welches jedoch im 

Vergleich zur Fluoreszenzintensität des Antikörpers von Cell Signaling unter diesen realisti-

scheren Probenbedingungen deutlich schwächer ausgeprägt war (siehe Abbildung 16). Der Cell 

Signaling-Antikörper zeigte in Kombination mit Triton 0,1 % und The Blocking Solution viele 

defekte ausgefranste Zellen. Das Fluoreszenzsignal war jedoch stark und der Hintergrund 

wurde kaum mit angefärbt (siehe Abbildung 16 B). Die besten Ergebnisse lieferte der Antikör-

per von Cell Signaling in Kombination mit 0,3 % Saponin als Permeabilisierung und The Blo-

cking Solution als Blockierung. Hier zeigten die SKBR3-Tumorzelllinienzellen die intakteste 

Morphologie (siehe Abbildung 16 C). Jedoch wurde auch in dieser Kombination ein geringer 

Anteil angegriffener Zellen beobachtet, weswegen im folgenden Schritt Parsortix-Zytospins 

ohne den Permeabilisierungsschritt mit Saponin angefärbt wurden.  Saponin 0,3 % (siehe Ab-

bildung 17 B) zeigte eine deutlichere Anfärbung der großen SKBR3-Tumorzellen, weswegen 

eine Permeabilisierung für 10 min mit Saponin 0,3 % ins Färbeprotokoll aufgenommen wurde. 

(Für das finale Färbeprotokoll für die Patientenproben mit dem anti-HER2-Antikörper von 

Cell Signaling siehe 2.2.9, Tabelle 10) 
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A B C 

   

Abbildung 16: Austestung des anti-HER2-Antikörpers von CellSearch bzw. Cell Signaling in Kombina-

tion mit verschiedenen Permeabilisierungs- und Blockierungssubstanzen anhand von Parsortix-

Objektträgern. (A) Antikörper: CellSearch, Permeabilisierung: Triton 0,1 %,  Blockierung: The Blocking Soluti-

on (B) Antikörper: Cell Signaling, Permeabilisierung: Triton 0,1 %, Blockierung: The Blocking Solution,            

(C) Antikörper: Cell Signaling, Permeabilisierung: Saponin 0,3 %, Blockierung: The Blocking Solution 

              A                B 

  

Abbildung 17: Austestung des Cell Signaling-Antikörpers mit (A) und ohne (B) Permeabilisierung mit 

Saponin 0,3 % anhand von SKBR3-Parsortix-Zytospins. 
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 Auswertung der Patientenblutproben mithilfe der Parsortix-Technologie 3.2.5

Nach erfolgreicher Etablierung des ICC-Färbeprotokolls zur HER2-Detektion (Cell Signaling, 

Klon 29D8) (siehe 2.2.9, Tabelle 10) wurden insgesamt 82 mittels Parsortix-angereicherte klini-

sche Mammakarzinomproben angefärbt und ausgewertet. 61 Proben wurden im Zeitraum von 

2016 bis 2018 zu unterschiedlichen Zeitpunkten von 26 Patientinnen abgenommen.  Von die-

sen 26 wiesen 20 Patientinnen einen histologisch bestätigten HER2-positiven Primärtumor 

auf. 83,6 % (51/61) der Proben stammten von Patientinnen mit einem HER2-positiven Status 

(siehe Abbildung 18).  

 

 

Abbildung 18: Anteil der Proben von Patientinnen mit histologisch gesichertem HER2-positivem 

Status an allen Proben 

 

 

Abbildung 19: Anteil der CTC-positiven Proben an allen Proben 
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Bei 9,76 % (8 Proben) der insgesamt 82 Proben wurden CTCs detektiert (siehe Abbildung 19). 

4 der 26 Patientinnen (15,4 %) waren CTC-positiv, während bei 84,6 % der Patientinnen keine 

zirkulierenden Tumorzellen festgestellt werden konnten (siehe Abbildung 20). 

 

 

Abbildung 20: Anteil CTC-positiver Patientinnen an allen 26 Patientinnen 

 

 

 

Abbildung 21: Anteil der CTC-positiven Proben von Patientinnen mit gesichertem HER2-positivem 

Status an allen CTC-positiven Proben 
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Tabelle 14: Übersicht der CTC-positiven Patientenproben. Rote Markierung: Proben von Patientinnen 

mit histologisch gesichertem HER2-positiven Primarius, blaue Markierung: Proben von Patientinnen mit 

HER2-negativen Primärstatus, grüne Markierung: unklarer Status 
 

Patientennummer 
Anzahl der CTCs 

Fluoreszenzmikroskop 

UKE-1 2 

UKE-2 1 

UKE-3 42 

UKE-4 (1) 6 

UKE-4 (2) 14 

UKE-5 7 

UKE-6 (1) 4 

UKE-6 (2) 5 

UKE-7 1 

UKE-8 1 

 
 
Nach Einsicht in die Patientendaten stellte sich heraus, dass 2 der 8 CTC-positiven Proben   

(25 %) tatsächlich von Patientinnen mit histologisch gesichertem HER2-positiven Primärtu-

mor stammten (siehe Abbildung 21). 4 der 8 CTC-positiven Proben wurden Patientinnen zu-

geordnet, bei denen kein HER2-positiver Primarius vorlag. Bei 2 CTC-positiven Proben war 

der Status der Patientinnen noch unklar. Tabelle 14 zeigt eine Übersicht über die 8 Proben, bei 

denen CTCs festgestellt wurden. Bei 2 der 4 Patientinnen mit HER2-negativem Primärtumor 

lagen jeweils 2 Objektträger zu einem Abnahmezeitpunkt vor (siehe UKE-4 (1), UKE-4 (2), 

UKE-6 (1), UKE-6 (2)). 
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 Vergleich zwischen Parsortix- und CellSearch-Patientenproben 3.3

Von den 29 analysierten Patientinnen mit histologisch gesichertem HER2-positiven Primärtu-

mor, konnten bei 19 Proben von 12 Patientinnen entweder über das CellSearch- und/oder 

über das Parsortix-System ≥ 1 CTCs festgestellt werden. Von den 19 CTC-positiven Proben, 

die mithilfe des CellSearch-Systems bearbeitet worden waren (siehe 2.2.6) und von Patientin-

nen mit einem histologisch gesichertem HER2-positivem Primärtumor stammten, überschrit-

ten 27 % (5/19) den prognostisch relevanten Grenzwert ≥ 5 CTCs/ 7,5 ml Blut., welcher eine 

Aussage über das progressionsfreie und Gesamtüberleben der Patientinnen zulässt 

(Cristofanilli et al. 2004). 

Im Gegensatz zu den CellSearch-prozessierten Proben wurden lediglich bei 3,9 % der Parsor-

tix-angereicherten Proben (siehe 2.2.7) von Patientinnen mit HER2-positivem Primärtumor 

(2/51) Tumorzellen festgestellt. Die Anzahl der CTCs innerhalb der einzelnen Proben war 

zudem sehr gering (1 und 2 Tumorzellen). 27 Proben HER2-positiver Patientinnen wurden 

gleichzeitig mittels CellSearch- und Parsortix-System ausgewertet. Bei einer Probe konnten 

mithilfe beider Anreicherungsmethoden CTCs festgestellt werden. Während mittels Cell-

Search-System 9 CTCs detektiert wurden, lag die Anzahl beim Parsortix bei 2. Bei 6 der 27 

Proben wurden nur mittels des CellSearch-Systems CTCs festgestellt. 20 der miteinander ver-

glichenen Proben waren sowohl beim CellSearch- als auch Parsortix-System CTC-negativ. 

 CTC-Verläufe vor dem Hintergrund laufender Therapien    3.4

Unter Berücksichtigung der klinischen Daten wurden die Krankheitsverläufe von Patientinnen 

mit HER2-positivem Primärtumor zusammen mit den mittels Parsortix- und CellSearch-

ermittelten CTC-Zahlen auf einem Zeitstrahl aufgetragen. Im Folgenden wurden exemplarisch 

die Verläufe von 2 Patientinnen dargestellt.  

Patientin 1 zeigte einen Progress des metastasierenden Brustkrebses, weswegen eine Chemo-

therapie mit Paclitaxel begonnen wurde (siehe Abbildung 22). Zu diesem Zeitpunkt lag mit 14 

CTCs eine hohe Tumorzellzahl vor. Im Rahmen der Therapie nahm zwar die CTC-Zahl ab, 

jedoch zeigte sich ein klinischer Progress, weswegen die Chemotherapie auf T-DM1 umgestellt 

wurde. Über einen Zeitraum von 1 ½ Jahren waren keine CTCs mehr detektierbar, bis im Feb-

ruar 2018 via CellSearch 5 Tumorzellen festgestellt werden konnten. Klinisch zeigte sich kein 

Voranschreiten des Krebses, weswegen die T-DM1-Therapie weitergeführt wurde.  
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Abbildung 22: Krankheits- und Therapieverlauf von Patientin 1 in Kombination mit zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten gemessenen CTC-Zahlen, CS=CellSearch, P=Parsortix  

 

Bei Patientin 2 wurde Anfang 2016 ein Progress des Krebsgeschehens festgestellt, weswegen 

eine Chemotherapie mit Doxorubicin-Hydrochlorid (Caelyx) eingeleitet wurde (siehe Abbil-

dung 23). Unter dieser Therapie zeigte sich eine Abnahme der CTC-Zahl von ursprünglich 

acht auf eine eine zirkulierende Tumorzelle. Im August 2016 wurde ein Voranschreiten des 

Tumors beobachtet, welches zu einer Therapieumstellung auf Paclitaxel führte. Jedoch konnte 

auch mit diesem Chemotherapeutikum keine Regression des Tumors erreicht werden, weswe-

gen die Therapie im Mai 2017 nochmals abgeändert wurde. Zu diesem Zeitpunkt konnten via 

CellSearch- und Parsortix-System keine CTCs ausgemacht werden. Im Laufe der folgenden 

Monate schwankte die CTC-Zahl zwischen null und zwei, bis im Februar 2018 ein klinischer 

Progress festgestellt worden war. Daraufhin wurde im Mai 2018 eine Carboplatin-Behandlung 

begonnen. Zu dieser Zeit konnten mittels Parsortix keine CTCs detektiert werden.  

 

Abbildung 23: Krankheits- und Therapieverlauf von Patientin 2 in Kombination mit zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten gemessenen CTC-Zahlen, CS=CellSearch, P=Parsortix  
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 Automatisierte Auswertung von Objektträgern mittels Xcyto 10 3.5

Im Rahmen der Dissertation wurde das hochsensitive Mikroskop Xcyto 10 der Firma 

Chemometec verwendet, um eine automatisierte Auswertung der mittels der Parsortix-

Technologie hergestellten Zytospins zu ermöglichen. Im Gegensatz zum CellSearch- existiert 

für das Parsortix-System bislang keine validierte Auswertungsplattform, die die Vergleichbar-

keit von Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen zulässt. Zu diesem Zweck wurden Gating-

Protokolle anhand von gespikten Tumorzelllinien-Blutproben gesunder Spender erstellt, um 

zwischen Tumorzellen (pan-keratinhoch/CD45niedrig) und den umgebenden PBMCs (pan-

keratinniedrig/CD45hoch) zu unterscheiden und die Tumorzellen hinsichtlich ihres HER2-Status 

zu charakterisieren (siehe Abbildung 24). Das Ziel war die Übertragung der Gatings auf sämtli-

che metastasierende Brustkrebs-Patientenproben und der Vergleich der Xcyto-CTC-Zahlen 

mit denen der manuellen Auszählung per Fluoreszenzmikroskop.  

 Etablierung der Gatings  3.5.1

Zur Unterscheidung pan-Keratin-positiver Tumorzellen und CD45-positiver PBMCs wurde 

die APC-Intensität (CD45) einzelner Zellen gegen die Alexa-Fluor-488-Intensität (pan-keratin) 

in biexponentieller Skalierung aufgetragen. Zellen mit niedriger CD45- und hoher pan-Keratin-

Intensität wurden im Gate eingegrenzt und als Tumorzellen klassifiziert (siehe Abbildung 24 

A). Diese konnten in einer Bildergalerie angezeigt und mittels 20facher-Vergrößerung erneut 

aufgenommen werden, um falsch positive CTCs auszuschließen (siehe Abbildung A.5).            

Die Etablierung des HER2-Gatings (siehe Abbildung 24 B) erfolgte analog zum Zytokeratin-

Gating. Hierbei wurde die APC-Intensität (CD45) einzelner Zellen gegen die Alexa-Fluor-555-

Intensität (HER2) aufgetragen. Das Gating stellte hierbei eine Herausforderung dar, da die 

HER2-positiven Zellen aufgrund ihrer Unterschiede in den Intensitäten eine große Streuung 

aufwiesen. Um präzise Ergebnisse bezüglich der HER2-Intensität zu erhalten, wurden Objekt-

träger mittels Ficoll-Aufreinigung hergestellt (siehe 2.2.2) und eingescannt, auf denen sich so-

wohl MCF-7 als auch SKBR3-Tumorzellen befanden. Hierbei wurde die Alexa-Fluor-488-

Intensität (Pan-Keratin) gegen die Alexa-Fluor-555-Intensität (HER2) aufgetragen (siehe Ab-

bildung 24 C). Aufgrund der Tatsache, dass SKBR3-Tumorzelllinien eine sehr viel höhere 

Dichte an HER2-Rezeptoren (Intensität: +3) im Vergleich zu MCF-7-Zelllinien (Intensität: 

+1) aufweisen, konnte mithilfe dieses Gatings eine Aussage über die HER2-Intensität der Tu-

morzellen der mBC-Patientenproben gemacht werden.  
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Abbildung 24: Etablierung von Gatings mithilfe des sogenannten „Plot-Managers“ der Xcyto-View-

Software. (A) Darstellung des Plots zur Etablierung des Zytokeratin-Gatings, um zwischen Tumorzellen und 

PBMCs zu differenzieren. APC-Intensitäten (CD45 auf Leukozyten) werden gegen AlexaFluor 488-Intensitäten 

(pan-Keratin auf CTCs) aufgetragen. Zellen mit niedriger APC-Intensität (CD45) und hoher Alexa Fluor 488-

Intensität (pan-Keratin) werden als Tumorzellen klassifiziert (Gate P2). (B) Darstellung des Plots zur Etablierung 

des HER2-Gatings, um HER2-positive Tumorzellen zu detektieren. APC-Intensitäten (CD45 auf Leukozyten) 

werden gegen Alexa Fluor 555 (HER-2) aufgetragen. Zellen mit niedriger APC-Intensität (CD45) und hoher 

Alexa Fluor 555-Intensität (HER2) werden als HER2-positive Tumorzellen klassifiziert (Gate P3). (C) Darstel-

lung der Plots zur Etablierung des HER2-Intensitäts-Gatings. Alexa Fluor 488-Intensitäten (Pan-Keratin auf 

CTCs) werden gegen Alexa Fluor 555-Intensitäten (HER2 auf CTCs) aufgetragen. P2: MCF-7 Gating. Zellen mit 

hoher AF-488-Intensität und niedriger AF 555-Intensität  
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 Übertragung der Gatings auf mBC-Patientenproben 3.5.2
  
Insgesamt wurden 27 Zytospins von 16 Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs, die im 

Vorfeld mithilfe der Parsortix-Technologie angereichert (siehe 2.2.7) und dem Anti-HER2-

Antikörper vom Klon 29D8 (Cell Signaling) angefärbt worden waren (siehe 2.2.9, Tabelle 10), 

in einem 10-minütigen Scanprozess erfasst und mittels Übertragung der Gatings die Anzahl an 

CTCs bestimmt. Im Vergleich zur manuellen Auszählung zeigte das Xcyto 10 ähnliche Ergeb-

nisse hinsichtlich der Bildauflösung und Signalintensitäten in den unterschiedlichen Fluores-

zenzkanälen (siehe Abbildung 25). 63 % (17/27) der Proben waren mittels beider Auswer-

tungsmöglichkeiten CTC-negativ. Bei 37 % der Proben (10/27) konnten sowohl mittels manu-

eller Auszählung als auch mit dem Scanmikroskop CTCs detektiert werden (siehe Tabelle 15). 

Insgesamt wurden mittels manueller Auszählung 83 CTCs festgestellt, während die Xcyto-

Auswertung 77 CTCs ergab. Bei den meisten Proben (92,6 %, 25/27) wurden mittels beider 

Mikroskope die gleichen CTC-Zahlen ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass das Xcyto 10 

die Möglichkeiteines guten, standardisierten Detektionssystems bietet, weswegen es in unsere 

Publikation aufgenommen wurde (Koch et al. 2020). 

Tabelle 15: Übersicht über CTC-positive Patientenproben und deren mittels manueller und auto-

matisierter Auswertung ermittelten CTC-Zahlen. Charakterisierung der Tumorzellen hinsichtlich 

ihres HER2-Status. 

Probennummer Proben-ID 

Anzahl der 
CTCs  

(manuelle 
Auswertung) 

Anzahl der 
CTCs 

(Xcyto 10) 
 

HER2-
Intensität 

1 mBCa_38 2 2 
HER2 1+; 
HER2 3+ 

2 mBCa_39 1 1 HER2 3+ 

3 mBCa-40 42 38 4 HER2 1+ 

4 mBCa_15 (1) 6 6 
4 HER2 1+;      
1 HER2 3+ 

5 mBCa_15 (2) 14 14 
12 HER2 1+;    
1 HER2 3+ 

6 mBCa_42 7 5 
6 HER2 1+;      
1 HER2 3+ 

7 mBCa_27 (1) 4 4 4 HER2 1+ 

8 mBCa_27 (2) 5 5 5 HER2 1+ 

9 mBCa_41 1 1 HER2 1+ 

10 mBCa_43 1 1 HER2 1+ 

Gesamtanzahl 
detektierter CTCs 

83 77  
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Abbildung 25: Vergleich der CTC-Aufnahmen von Fluoreszenzmikroskop (A, C, E) und Xcyto 10 

(B,D,F) in 20-fach Vergrößerung. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefärbt, der Tumorzellmarker Pan-

Keratin-Alexa Fluor 488 wurde verwendet (grün), der HER2-Marker-Alexa Fluor 555 wurde verwendet (gelb) 

und CD45 (rot) als negativer Selektionsmarker für PBMCs 
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 Diskussion 4

Im Rahmen der Dissertation analysierten wir das Blut von HER2-positiven Mammakarzinom-

Patientinnen auf zirkulierende Tumorzellen – mit besonderem Hinblick auf deren HER2-

Status. Hierzu bedienten wir uns zweier CTC-Anreicherungsmethoden, die sich durch ihre 

verschiedenen Ansätze komplementieren und somit die Chance auf Detektion von Tumorzel-

len erhöhen. Im Gegensatz zum etablierten CellSearch- ist das Parsortix-System noch nicht 

ausreichend validiert, weswegen wir die Ergebnisse beider Methoden miteinander verglichen.  

 Detektion von CTCs mittels CellSearch bei Patientinnen mit 4.1

metastasiertem Mammakarzinom 

Das von der FDA zugelassene CellSearch-System stellt derzeit den Goldstandard für die De-

tektion von CTCs bei metastasierendem Brust-, Darm- und Prostatakrebs dar (Riethdorf et al. 

2018). Es konnte gezeigt werden, dass die Detektion von mehr als 5 CTCs in 7,5 ml periphe-

rem Blut mit einem geringeren progressionsfreien- und Gesamt-Überleben bei diesen Patien-

tenkollektiven assoziiert ist (Cristofanilli et al. 2005). Bei 36,25 % (29/80) der von uns analy-

sierten Proben von Brustkrebspatientinnen konnten zirkulierende Tumorzellen nachgewiesen 

werden (siehe 3.1). Von diesen 29 CTC-positiven Proben stammten 66 % (19/29) von Patien-

tinnen mit einem histologisch gesicherten HER2-positiven Primärtumor (siehe Abbildung 4). 

Lediglich 21 % dieser 19 Proben (4/19) zeigten eine CTC-Zahl von mehr als 5 CTCs in 7,5 ml 

peripherem Blut, womit der Anteil an Patientenproben, die den prognostisch relevanten 

Grenzwert erreichten, im Vergleich zu vorherigen Studien geringer war (Giuliano et al. 2011; 

Bidard et al. 2014; Banys-Paluchowski et al. 2017). In diesen Arbeiten wurde ebenfalls das Blut 

von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom auf CTCs untersucht, jedoch anhand 

größerer Patientenkollektive, weswegen wir uns in Bezug auf unserer Projekt dazu entschie-

den, die Probensammlung fortzusetzen, um eine höhere Verwertbarkeit unserer Ergebnisse zu 

erzielen. Neben der geringen Stichprobengröße könnte der Zeitpunkt der Datenerfassung ur-

sächlich für die niedrigen CTC-Zahlen sein. Während in den o. g. Studien vor allem Baseline-

CTC-Werte vor Einleitung der Erstlinientherapie erhoben wurden, wurden die CTC-Zahlen 

unseres Projekts zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Behandlungsverlauf erfasst (siehe 3.4). 

Im Hinblick auf unsere Patientenproben fiel auf, dass jene 4 Proben, die den prognostisch 

relevanten Grenzwert erreichten, zu Zeitpunkten abgenommen wurden, an denen sich ein 

klinischer Progress des Mammakarzinoms zeigte (siehe 3.4). Nach Einleitung systemischer 
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Therapien lag die CTC-Zahl bei diesen Patientinnen unter dem prognostischen Grenzwert, 

was auf eine Remission bzw. Stabilisierung der Erkrankung hindeuten könnte

(Hayes et al. 2006). Eine Metaanalyse aus 50 Studien mit 6712 Brustkrebspatientinnen ergab, 

dass die Durchführung systemischer Therapien zu einer signifikanten Abnahme der CTC-

positiven Rate führe, welche möglicherweise als Indikator für die Effektivität einer Behandlung 

dienen könne (Yan et al. 2017). Riethdorf et al. (2017) untersuchten im Rahmen der Gepar-

Quattro-Studie den prognostischen Wert von CTCs vor und nach der Durchführung einer 

neoadjuvanten Therapie. Hierbei konnte gezeigt werden, dass mittels CellSearch detektierte 

CTCs vor der Durchführung einer neoadjuvanten Behandlung Aussagen über das krankheits-

freie und Gesamt-Überleben zulassen, während CTC-Zahlen nach neoadjuvanter Therapie 

keinen prognostischen Wert besitzen (Riethdorf et al. 2017). Es gilt in Zukunft anhand weite-

rer Studien zu überprüfen, inwieweit mithilfe des CellSearch erhobene CTC-Zahlen Aufschluss 

über den Therapieerfolg geben und in die Therapieentscheidung einbezogen werden können.

Für die weitere molekulare Analyse isolierten wir von einer Probe, die von einer Patientin mit 

histologisch gesichertem HER2-positivem Primärtumor stammte und bei der im Vorfeld mit-

tels des CellSearch-Systems 9 CTCs detektiert worden waren, zwei einzelne Zellen (siehe 3.1). 

Für das manuelle Picken bedarf es des Auswaschens der CellSearch-Cartridge. Hierbei können 

erfahrungsgemäß nur ca. 10 % der Zellen aus der Cartridge gewonnen werden, weswegen bei 

niedrigen CTC-Zahlen  auf die Isolierung von Einzelzellen verzichtet wird (Peeters et al. 

2013). Die geringe Anzahl von CTCs im peripheren Blut wird als häufiges Hindernis bei der 

Detektion und Charakterisierung der Tumorzellen gehandelt; so beträgt das Verhältnis von 

CTCs zu peripheren Blutzellen (PBMCs) nur 1/106-107, was die Bedeutung von CTC-

Anreicherungsmethoden, wie dem CellSearch-System, unterstreicht (Joosse et al. 2015). Der 

Nachteil dieses Systems ist die Abhängigkeit vom Oberflächenmarker EpCAM, dessen Ex-

pression im Rahmen der EMT verringert wird und somit nicht mehr als Zielstruktur für die 

immunmagnetische Bindung von Antikörpern zur Verfügung steht (Gorges et al. 2012). Aus 

diesem Grund wird mittlerweile vermehrt ein Augenmerk auf jene Anreicherungsmethoden 

gelegt, welche die Tumorzellen Marker-unabhängig und aufgrund ihrer physikalischen Eigen-

schaften von den umgebenden PBMCs isolieren und für weitere molekulare Analysen zugäng-

lich machen.  
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 Detektion von CTCs mittels Parsortix bei Patientinnen mit 4.2

metastasiertem Mammakarzinom  

Das Parsortix-System stellt eine vielversprechende Marker-unabhängige CTC-

Anreicherungsmethode dar, die auf Größen- und Verformbarkeitsunterschieden der Tu-

morzellen beruht und die Isolation von lebensfähigen CTCs und CTC-Clustern (Gkountela et 

al. 2019) für molekulare und funktionelle Analysen ermöglicht (Xu et al. 2015; Hvichia et al. 

2016; Koch et al. 2020). 

 Eruierung geeigneter Antikörperklone 4.2.1

Im Vergleich zum etablierten CellSearch-System war die CTC-Anreicherung mittels Parsortix 

bislang nicht standardisiert. Dies äußerte sich z. B. in der Verwendung unterschiedlicher Ar-

beitsprotokolle zur CTC-Anreicherung und erschwerte die Vergleichbarkeit der Ergebnisse 

verschiedener Forschungsgruppen und Studien (Koch et al. 2020). Des Weiteren beschränkten 

sich die bereits veröffentlichten Färbeprotokolle des Parsortix-Systems auf die sogenannte 

„Basisfärbung“ aus DAPI, Zytokeratinen und CD45 (Hvichia et al. 2016; Chudziak et al. 

2016), während die Anfärbung weiterer Marker bisher Benutzer-definiert war (Miller et al. 

2018). 

Unser Ziel bestand darin, eine einheitliche, optimierte Färbemethode für die Identifizierung 

von HER2-positiven CTCs mithilfe des Parsortix-Systems zu entwickeln. Zu diesem Zweck 

testeten wir sechs verschiedene anti-HER2-Antikörper aus und etablierten geeignete Färbepro-

tokolle (siehe Tabelle 9 und 10). Die besten Ergebnisse erzielten wir mit dem Antikörper-Klon 

NB3 (Siemens). Dieser überzeugte mit hoher Spezifität und intensivem Fluoreszenzsignal (sie-

he Abbildung 5 A). Die direkte Konjugation des Antikörpers machte die Verwendung eines 

Sekundärantikörpers überflüssig und führte daher zu einer deutlichen Zeitersparnis bei der 

Durchführung des Färbeprotokolls. Es zeigte sich kein unspezifisches HER2-Signal auf der 

Negativkontrolle (MCF-7 Tumorzellen) (siehe Abbildung 5 C). Bislang ist dieser Antikörper 

nicht kommerziell erhältlich, weswegen wir weitere Antikörperkandidaten evaluierten.  

Die Klone EPR19547-12 (Abcam), 3B5 (Abcam Biotin) und N24 (Thermo Fisher) wurden für 

die weitere Anfärbung der Patientenproben ausgeschlossen, da sie unspezifische Bindungen 

mit Leukozyten bzw. HER2-negativen Tumorzellen eingingen (siehe Abbildung 6-8). Sowohl 

der anti-HER2-Antikörper von CellSearch als auch der von Cell Signaling (Klon 29D8) zeigten 

ein deutliches Fluoreszenzsignal bei HER2-positiven Tumorzellen (SKBR3) (siehe Abbildung 

9 A und 15). Wie bereits der Antikörperklon NB3 (Siemens) war auch der CellSearch-

Antikörper direkt fluoreszenzmarkiert, während beim Cell Signaling-Antikörper ein zusätz- 

licher Färbeschritt mit einem Sekundärantikörper durchgeführt werden musste (siehe Tabelle 9 



Diskussion                                                                                                                                                    55 

  

 

und 10). Beide Antikörperklone zeigten auf den Positivkontrollen (SKBR3) eine dezente An-

färbung des Leukozyten-Hintergrunds (siehe Abbildung 5 und 15), woraufhin Abänderungen 

im Färbeprotokoll im Hinblick auf Permeabilisierungs- und Blockierungssubstanzen vorge-

nommen wurden (siehe Abbildung 14 und 15). Erfahrungsgemäß ist die Morphologie der

Tumorzellen aus Patientenblut im Vergleich zu den Kontrollen mit Tumorzelllinien aus der 

Zellkultur angegriffener. Ursächlich hierfür sind zum einen die Scherkräfte und Kollisionen 

mit anderen Blutzellen, denen die CTCs bereits im Voraus im Blutstrom des Patienten/der 

Patientin ausgesetzt waren (Joosse et al. 2015). Zum anderen werden die Tumorzellen durch 

laufende Therapien angegriffen und im besten Fall zerstört, was sich in der Reduktion der 

CTC-positiven Rate widerspiegelt (Yan et al. 2017). Eine weitere Ursache für die angegriffene 

Morphologie ist, dass die CTCs während des Parsortix-Durchlaufs, insofern sie nicht fixiert 

sind, einem bestimmten Druck ausgesetzt werden (Koch et al. 2020). Dies unterstreicht die 

Relevanz einer eindeutigen Färbung der Tumorzellen auf den Kontrollobjektträgern für die 

erfolgreiche Übertragung auf spätere Patientenproben.  

Als Permeabilisierungssubstanzen wurden Triton 0,1 %, Saponin 0,3 und 1 % sowie die Cell-

Search-Permeabilisierung (siehe Tabelle 11), als Blockierungssubstanzen AB-PBS, Casein 

(Dako Protein Block Serum Free) und The Blocking Solution von Candor ausgetestet (siehe 

Tabelle 12). Die Kombination von 0,1 % Triton als Permeabilisierung und the Blocking Solu-

tion als Blockierung überzeugte auf den Kontrollobjektträgern aufgrund der Stärke des HER2-

Fluoreszenzsignals des Cell Signaling-Antikörpers und der Abnahme der unspezifischen Signa-

le im Hintergrund (siehe Abbildung 15 B). Besonders größere Tumorzellen mit schwächerer 

HER2-Intensität wurden deutlicher angefärbt und konnten gut vom Leukozyten-Hintergrund 

abgegrenzt werden. 

Um die Färbeergebnisse von den Ficoll-Objektträgern auch auf die späteren  Patientenproben 

zu übertragen, wurden die zuvor selektierten Färbeprotokolle auf Parsortix-Objektträgern ge-

testet. Für die Herstellung wurden im Vorfeld SKBR3-Zellen in gesundes Patientenblut ge-

spiked und über die Plattform angereichert (siehe 2.2.4; 2.2.7). Im direkten Vergleich der bei-

den Antikörper wurde besonders deutlich, dass das Fluoreszenzsignal des Cell Signaling deut-

lich stärker als das des CellSearch-Antikörpers ausgeprägt war, weswegen wir uns für die weite-

re Verwendung dieses Antikörpers entschieden (siehe Abbildung 16 B und C). Im Gegensatz 

zu den Ficoll-Kontrollen überzeugte bei den gespikten Parsortixproben die Kombination aus 

0,3 %-Saponin als Permeabilisierung und The Blocking Solution von Candor als Blockierung 

(siehe Abb. 16 C), woraufhin wir diese Substanzen in das finale Färbeprotokoll aufnahmen 

und für die Anfärbung der Proben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom 

verwendeten (siehe Tabelle 10).   
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 Analyse der Proben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom 4.2.2

mittels Parsortix  

Im Rahmen der Dissertation analysierten wir 82 Blutproben von Brustkrebspatientinnen, die 

mithilfe des Parsortix-Systems angereichert und anschließend gefärbt worden waren (siehe 

2.2.7, 2.2.9). Bei 9,8 % (8/82) der Proben konnten zirkulierende Tumorzellen identifiziert wer-

den (siehe Abbildung 19), von denen 25 % (2/8) von Patientinnen mit einem histologisch ge-

sicherten HER2-positiven Primärtumor stammten (siehe Abbildung 21). Unglücklicherweise 

lag bei diesen beiden Proben ähnlich zum CellSearch-System eine geringe Anzahl von CTCs 

vor, weswegen auf die Isolierung der Einzelzellen für die weitere molekulare Untersuchung 

verzichtet wurde. Eine Ursache hierfür ist, dass mittels beider Anreicherungsverfahren ein 

Verlust an Tumorzellen verzeichnet werden kann. Die Patientenproben, welche für die Anrei-

cherung mittels des Parsortix-Systems vorgesehen waren, wurden in EDTA-Blutröhrchen ge-

sammelt. Im Gegensatz zum CellSearch-System unterliegen die Zellen hierbei keiner unmittel-

baren Fixierung, weswegen sie anfälliger für Schäden sind (Koch et al. 2020). Mittlerweile 

konnte anhand von Spiking-Experimenten mit der Brustkrebs-Zelllinie MDA-MB-468 gezeigt 

werden, dass die Verwendung von TransFix- im Vergleich zu EDTA-Röhrchen unter den 

gleichen Bedingungen zu einer höheren CTC-Auffangrate führt (TransFix: 64 %, EDTA: 60,7 

%) (Koch et al. 2020). Diese Ergebnisse lagen jedoch zum Zeitpunkt der Probenentnahme für 

unser Projekt noch nicht vor.  

Die mittels Parsortix-ermittelten CTC-Zahlen sind wie beim CellSearch abhängig vom jeweili-

gen Patienten, dem vorliegenden Krankheitsstatus und den laufenden Therapien. Des Weite-

ren kann auch das Weiterverarbeiten der Probe, wie zum Beispiel die Zytospin-Zentrifugation, 

Färbeprozesse und Waschschritte zu einer Ablösung der Zellen vom Objektträger führen.  

 Vergleich beider Anreicherungs- und Detektionssysteme 4.3

Anhand der 27 Proben von Brustkrebspatientinnen mit histologisch gesichertem HER2-

positivem Primärtumor, welche mittels beider Anreicherungsmethoden bearbeitet worden 

waren, konnte gezeigt werden, dass in unseren Experimenten das CellSearch- dem Parsortix-

System in der Erfassung der zirkulierenden Tumorzellen überlegen war (siehe 3.3). Bei einer 

Probe lagen sowohl beim CellSearch- als auch Parsortix-System CTCs vor, jedoch unterschied 

sich die Anzahl an detektierten Zellen (CellSearch: 9 CTCs, Parsortix: 2 CTCs). 6 Proben wur-

den nur mithilfe der CellSearch-Technologie als CTC-positiv erkannt. Obwohl bei 33

 % (2/6) dieser Proben der prognostisch relevante Grenzwert von ≥ 5 CTCs / 7,5 ml Blut 

überschritten wurde, waren auf den Parsortix-Objektträgern keine Tumorzellen detektier
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bar. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu vorherigen Studien, in denen kein signifikan-

ter Unterschied in der Zellerfassung beider Anreicherungsmethoden festgestellt worden war 

(Hvichia et al. 2016; Chudziak et al. 2016). In diesen Publikationen lieferte das Parsortix-

System in der Detektion EpCAM-positiver Tumorzellen vergleichbare CTC-Zahlen wie das 

CellSearch-System. Es überzeugte jedoch gegenüber dem CellSearch-System in der Anreiche-

rung EpCAM-negativer oder schwach-exprimierender Tumorzellen, was den Vorteil einer 

Marker-unabhängigen Anreicherungsmethode wie dem Parsortix-System unterstreicht 

(Chudziak et al. 2016).  

Das CellSearch-System wurde bislang für Patienten mit metastasierten Mamma-, Prostata- und 

Kolorektal- Karzinomen von der FDA zugelassen, da bei diesen Tumorentitäten der Nachweis 

von CTCs mit einem geringeren progressionsfreien und Gesamt-Überleben einhergeht (Miller 

et al. 2010). Im Hinblick auf andere Tumorentitäten, wie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzi-

nom, lieferte das CellSearch-System niedrige CTC-Detektionsraten, weswegen Janning et al. 

(2019) das Parsortix-System bei dieser Tumorerkrankung austesteten. Hierbei überzeugte die 

Parsortix- im Vergleich zur CellSearch-Technologie mit einer erhöhten CTC-Sensitivität (Jan-

ning et al. 2019), was dafür spricht, dass der Nutzen beider Anreicherungsmethoden Entitäten-

abhängig ist. Es ist naheliegend, dass bei Tumorentitäten, die vermehrt mesenchymale Marker 

exprimieren, mittels des Parsortix-Systems höhere CTC-Zahlen ermittelt werden könnten. 

Mithilfe der Anfärbung zusätzlicher mesenchymaler Marker und der Anwendung weiterer Flu-

oreszenzkanäle könnte die CTC-Detektionsrate in Zukunft gesteigert werden. Auf den CTCs 

von Patientinnen mit metastasiertem HER2-positivem Brustkrebs könnte vermehrt der 

EpCAM-Oberflächenmarker exprimiert werden (Soysal et al. 2013), was eine Erklärung dafür 

wäre, weswegen das CellSearch- dem Parsortix-Systems im Hinblick auf diese Entität überle-

gen ist. Aufgrund der Tatsache, dass unser Patientenkollektiv recht klein war, konnten leider 

keine statistischen Signifikanzen berechnet werden.  

Einige Forschungsarbeiten beschäftigten sich bereits mit der Frage, ob die gemessene CTC-

Anzahl ein Indikator für die Tumorprogression und/oder den Therapieerfolg sein könnte 

(Cristofanilli et al. 2004; Müller et al. 2012). Bislang sprechen die meisten Studien dafür, dass 

die Detektion von CTCs mit einer höheren Progressionswahrscheinlichkeit der Tumorerkran-

kung einhergeht (Hartkopf et al. 2011; Yan et al. 2017). Aus diesem Grund stellten wir in unse-

rer Arbeit, wenn möglich, die mittels Parsortix und/oder CellSearch ermittelten CTC-Zahlen 

von Patientinnen mit HER2-positivem Primärtumor den jeweiligen Krankheitsverläufen ge-

genüber, um Informationen über den prognostischen Wert der zirkulierenden Tumorzellen zu 

erhalten (siehe 3.4).   
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Kongruent zum klinischen Progress des metastasierenden Brustkrebses zeigte sich bei Patien-

tin 1 eine hohe CTC-Zahl (14 Tumorzellen)(siehe Abbildung 22). Die Einleitung der Chemo-

therapie mit Paclitaxel führte zur Abnahme der CTC-Zahl, jedoch war klinisch weiterhin eine 

Ausbreitung des Tumors sichtbar, weswegen die Therapie auf Trastuzumab-Emtansin umge-

stellt wurde. Unter diesem Regime waren über 1 ½ Jahre keine CTCs detektierbar, bis im Feb-

ruar 2018 mithilfe des CellSearch-Systems 5 zirkulierende Tumorzellen festgestellt wurden. 

Klinisch zeigte sich jedoch kein Progress, weswegen die Therapie mit T-DM1 im Juni 2018 

fortgeführt wurde. Dies wirft die Frage auf, ob die festgestellte CTC-Anzahl als ein erstes An-

zeichen für das Fortschreiten des Tumors bei der Patientin gewertet werden kann. Hayes et al. 

(2006) konnten zeigen, dass die Detektion von erhöhten CTC-Zahlen zu beliebigen Therapie-

zeitpunkten mit vermehrter Progression und Mortalität der Patientinnen mit metastasierenden 

Brustkrebs einhergeht. Auch Wülfing et al. (2006) belegten, dass das Vorliegen von HER2-

positiven CTCs mit einem geringeren Gesamtüberleben korreliert. Um zu klären, ob die CTC-

Zahl auch bei unserer Patientin ein Indikator für das Therapieansprechen ist, bedarf es weite-

rer CTC-Verlaufspunkte mit besonderem Hinblick auf die Krebsentwicklung, weswegen wir 

uns dazu entschieden, weitere Proben von CTC-positiven Patientinnen mit histologisch gesi-

chertem HER2-positivem Primärtumor zu sammeln und diese mithilfe des CellSearch-Systems 

zu analysieren, da wir uns mit dieser Anreicherungs- und Detektionsmethode aufgrund der in 

3.4 vorliegenden Ergebnisse höhere Detektionsraten als mit der Parsortix-Technologie ver-

sprachen. Die Probensammlung läuft derzeit weiter und es sind molekulare Analysen ange-

dacht, um Resistenzentwicklungen im Krankheitsverlauf betrachten zu können.  

 Automatisierte Auswertung von Objektträgern mittels  Xcyto 10 4.4

An fast alle CTC-Anreicherungsmethoden schließt sich bisher eine manuelle Auszählung der 

Tumorzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop an, welche zeitaufwendig ist (ca. 20 min pro 

Objektträger) und zu Untersucher-abhängigen Ergebnissen führt (Koch et al. 2020). Aus die-

sem Grund ist es schwierig, die Resultate verschiedener Arbeitsgruppen miteinander zu ver-

gleichen. Um den erstrebten Einsatz der neuen CTC-Detektionsmethoden im klinischen Alltag 

zu ermöglichen, bedarf es daher neben standardisierter Anreicherungs- und Färbeprotokolle 

auch möglichst automatisierter Auswertungsverfahren, um reproduzierbare Ergebnisse zu er-

zielen (Koch et al. 2020). In diesem Zusammenhang testeten wir das hochsensitive Mikroskop 

Xcyto 10 der Firma Chemometec, welches eine semiautomatisierte Auswertung der mittels 

Parsortix-hergestellten Zytospins ermöglichte. Hierbei wurde der Objektträger in einem 10-

minütigen Scanprozess vollständig erfasst, welches eine große Zeitersparnis im Vergleich zur
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 manuellen Auszählung bedeutete und die Anzahl der CTCs anhand zuvor erstellter Gatings 

bestimmt.

Ähnlich wie mithilfe des CellSearch-Analysers ermöglichte die Bildergalerie der Xcyto-View-

Software einen Überblick über die erfassten potentiellen CTCs, wodurch der Untersucher die 

Möglichkeit erhielt, Ergebnisse zu kontrollieren und ggf. bestimmte Gating-Parameter anzu-

passen, um die Detektion von falsch-positiven „Hits“ zu verhindern (siehe Abbildung A.5). 

Die Aufnahmen der CTCs in 4-facher bzw. 20-facher Vergrößerung überzeugten in ihrer Auf-

lösung und entsprachen in ihrer Qualität den Aufnahmen, die mittels des Fluoreszenzmikro-

skops aufgenommen worden waren (siehe Abbildung 25). Bei 27 Proben, die von 15 Brust-

krebspatientinnen stammten, zeigten die manuelle und semiautomatisierte Auswertung große 

Übereinstimmungen (siehe Tabelle 15), weswegen das Xcyto 10 als nützliche CTC-Screening-

Plattform angesehen werden kann.  

Neben dem Zytokeratin-Gating (siehe Abbildung 24 A), welches CTCs aus Patientenproben 

zuverlässig erfasste, gelang es uns anhand von Zellkulturlinien ein HER2-Gating zu entwi-

ckeln, mithilfe dessen die HER2-Intensität der zirkulierenden Tumorzellen eindeutig bestimmt 

werden konnte (siehe Abbildung 24 C). Bislang wurde in der klinischen Praxis zur Feststellung 

des HER2-Status eine Gewebeprobe des Primärtumors entnommen und diese mittels FISH 

oder ICC auf HER2-Expression untersucht (Zarbo und Hammond 2003). Riethdorf et. al. 

(2010) konnten jedoch zeigen, dass auch bei Patientinnen mit HER2-negativen Primärtumoren 

zirkulierende Tumorzellen mit einem HER2-positiven Status vorliegen, was vermuten lässt, 

dass auch bei diesen Patientinnen eine zielgerichtete HER2-Therapie von Nutzen sein könnte. 

Folglich bedarf es in Zukunft weiterer Screening-Methoden, die den aktuellen HER2-Status 

der zirkulierenden Tumorzellen wiedergeben, um einen Therapieerfolg mit Trastuzumab zu 

garantieren. Für das von der FDA zugelassene CellSearch-System wurde bereits ein Klassifika-

tionssystem für die HER2-Intensitätsbestimmung entwickelt (0=HER2-negativ, 1+= HER2-

negativ, 2+= fraglich HER2-positiv, 3+=stark HER2-positiv) (Riethdorf et al. 2010). Da das 

CellSearch-System nur epitheliale Tumorzellen erfasst, bestand die Notwendigkeit, auch für 

Marker-unabhängige Anreicherungsmethoden wie dem Parsortix-System automatisierbare 

Techniken zur HER2-Intensitätsbestimmung zu entwickeln, weswegen das von uns erstellte 

Gating in der Detektion und Charakterisierung von HER2-positiven Tumorzellen einen viel-

versprechenden Fortschritt darstellt.  

Das Xyto 10 überzeugte in der Darstellung und zuverlässigen Erfassung zirkulierender Tu-

morzellen, weswegen die Ergebnisse meiner Arbeit in eine wissenschaftliche Publikation auf-

genommen wurden (Koch et al. 2020).  
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 Ausblick 4.5

Um aussagekräftige Ergebnisse von einer größeren Patienten-Stichprobe zu erhalten, werden 

weiterhin Proben von Patientinnen mit HER2-positivem Primärtumor abgenommen.  

Ein besonderes Augenmerk soll auf jene Patientinnen gelegt werden, bei welchen im Verlauf 

bereits zirkulierende Tumorzellen entweder mittels CellSearch oder Parsortix festgestellt wor-

den waren. Die erfassten CTC-Zahlen sollen in Verbindung mit den Patientendaten Auf-

schluss darüber geben, ob sich die CTC-Zahl als Verlaufsparameter für die Tumorentwicklung 

beim HER2-positiven Mammakarzinom eignet und Rückschlüsse auf die Entstehung von Re-

sistenzmechanismen gegenüber Therapien zulässt. Bei unseren Studien konnte mit der Cell-

Search-Technologie im Vergleich zum Parsortix-System eine höhere Anzahl von Tumorzellen 

ermittelt werden, weswegen weitere HER2-positive Brustkrebsproben für dieses Projekt mit 

dieser Anreicherungsmethode bearbeitet werden sollen.  

Unabhängig davon ist die Austestung des Parsortix-Systems momentan fester Bestandteil der 

Forschung, da es viele Vorteile gegenüber anderen Methoden bietet, wie z. B. die Marker-

unabhängige Anreicherung von Tumorzellen, die Isolation lebensfähiger CTCs für weitere 

molekulare und funktionelle Analysen sowie eine hohe Reinheit der erfassten CTCs (Hvichia 

et al. 2016). In unserer Veröffentlichung vom Februar 2020 präsentierten wir bereits standardi-

sierte Arbeitsprotokolle und optimierte Verfahrenstechniken zur verbesserten CTC-

Anreicherung, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den verschiedenen For-

schungsgruppen zu erzielen (Koch et al. 2020). In Zukunft bedarf es weiterer Studien, um den 

klinischen Nutzen dieser standardisierten Protokolle auch im Hinblick auf andere Tumorenti-

täten zu überprüfen (Koch et al. 2020).  

Bei jeder gesammelten Patientenblutprobe wird in diesem Projekt nach wie vor Plasma ge-

wonnen, um die Probe hinsichtlich der zirkulierenden freien Tumor-DNA (cfDNA) zu analy-

sieren. Diese soll entweder mittels der Verwendung eines definierten Gen-Panels oder anhand 

von Digital Droplet PCR auf Resistenz-vermittelnde Mutationen untersucht werden. In einer 

aktuellen Publikation betonen Taveira et al. (2017) die Notwendigkeit weiterer Mutationsanaly-

sen, da neben der PI3K-Mutation, welche seit längerem mit der Resistenzentwicklung gegen-

über Trastuzumab in Zusammenhang gebracht wird, bei vielen Patientinnen signifikante Ver-

änderungen in den Genen EGFR, BRAF und KIT vorliegen, die die Aktivierung des 

MAPK/ERK-Signalweges vermitteln. Da die Stichprobe bezüglich dieser Mutationen bislang 

sehr klein ist, erhoffen wir uns anhand unserer Proben neue Aufschlüsse über die Frequenz 

von Mutationen zu erhalten, welche eine Resistenz gegenüber Trastuzumab 

vermitteln. Ein gutes Verfahren, um DNA hinsichtlich seltener Mutationen zu analysieren, ist 

das Verfahren der Digital Droplet PCR, welches die Quantifizierung von Nukleinsäuren er-
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möglicht. Mithilfe einer Wasser-Öl-Emulsion wird die Probe in ca. 20.000 Nanoliter-große 

Tropfen aufgeteilt, welches dazu dient, die einzelnen Zielstrukturen voneinander in verschie-

dene Reaktionskammern zu separieren. Nachdem die PCR-Amplifikation in jedem dieser 

Tropfen stattgefunden hat, wird die Anzahl von Fluoreszenzsignalen der Zielmoleküle be-

stimmt (Hindson et al. 2011). Da diese proportional zu der Gesamtzahl der in Probe vorlie-

genden Moleküle ist, kann mithilfe der Poisson-Verteilung die Konzentration der Zielsequenz 

in der Ausgangsprobe bestimmt werden. Die Vorteile der Digital Droplet PCR sind, dass sie 

eine höhere Sensitivität und Spezifität als die quantitative PCR (qPCR) aufweist, da Störfakto-

ren, wie zum Beispiel Inhibitoren und Hintergrund-DNA, eine zu vernachlässigende Rolle 

spielen. Mithilfe der Digital Droplet PCR kann selbst aus kleinen Probenvolumina eine Aussa-

ge über DNA/RNA-Konzentrationen und das Vorliegen von seltenen Mutationen gemacht 

werden. (Hindson et al. 2011).  
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 Zusammenfassung 5

Die Unterteilung in molekulare Subtypen anhand von immunhistochemischen Markern wie    

z. B. Hormon- und HER2-Rezeptoren ist für eine sinnvolle Therapieentscheidung essentiell. 

Bei 20-30 % der Brustkrebspatientinnen liegt eine Amplifikation des HER2-Rezeptors vor, 

welche durch eine aggressivere Tumorbiologie, höhere Rezidivrate und ein kürzeres Gesamt-

überleben gekennzeichnet ist. In der Klinik wird der HER2-Status bislang anhand von Gewe-

beproben aus Biopsien bestimmt. Da die Entnahme der Probe für die Patientinnen ein invasi-

ves, zeitintensives Verfahren darstellt, wird mittlerweile der Fokus vermehrt auf blutbasierte 

Biomarker wie z. B. CTCs und ctDNA im Rahmen einer Liquid Biopsy gelegt. Weiterhin kann 

sich der HER2-Status im Laufe der Jahre verändern und mittels Blutanalysen kann diese Tu-

morevolution in individuellen Patientinnen verfolgt werden.  

In diesem Zusammenhang analysierten wir das Blut von Patientinnen mit metastasiertem 

Brustkrebs auf CTCs mittels zweier Anreicherungsmethoden, dem CellSearch-System (Mena-

rini Silicon Biosystems) und der  Parsortix-Technologie (ANGLE), und versuchten, die Pro-

ben hinsichtlich ihres HER2-Status zu charakterisieren.  

36,25 % der 80 Proben, die mithilfe des CellSearch-Systems bearbeitet worden waren, zeigten 

CTCs. Bei 4 der 19 Proben, die von Patientinnen mit histologisch gesichertem HER2-

positivem Status stammten, konnte der prognostisch relevante Wert ≥ 5 CTCs/ 7,5 ml Blut 

ermittelt werden; bei einer dieser 4 Proben isolierten wir Einzelzellen für die weitere molekula-

re Untersuchung.  

Im Gegensatz zum CellSearch-System existiert für das Marker-unabhängige Parsortix-System 

bislang keine gute Methode für die Identifizierung HER2-positiver CTCs, weswegen wir ein 

geeignetes Färbeprotokoll etablierten, indem wir sechs verschiedene anti-HER2-Antikörper 

austesteten und Färbesubstanzen sowie Permeabilisierungen und Blockierungen anpassten. 

Mithilfe des Parsortix-Systems konnten wir bei 9,76 % der 82 Proben von Patientinnen mit 

metastasiertem Mammakarzinom CTCs detektieren. 2 der 8 CTC-positiven Proben stammten 

von Patientinnen mit histologisch gesichertem HER2-positiven Primärtumor. Da die Anzahl 

an vorliegenden Tumorzellen sehr gering war, verzichteten wir auf die Isolierung von Einzel-

zellen.  

Bei den 27 Proben, die mittels beider Anreicherungsmethoden bearbeitet worden waren, zeigte 

sich, dass das CellSearch- dem Parsortix-System in der Detektion der zirkulierenden Tumorzel-

len überlegen ist, da sechs Blutproben nur mithilfe dieser Technologie als CTC-
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positiv erkannt wurden. Auch die Anzahl an erfassten Tumorzellen schien mittels des Cell-

Search-Systems höher zu sein.  

Um eine automatisierte Auswertung der Parsortix-Zytospins zu ermöglichen, testeten wir das 

Scanmikroskop Xcyto 10 (Chemometec), indem wir 27 Objektträger, welche im Vorfeld mit-

hilfe des Parsortix-Systems angereichert und anhand unseres Protokolls angefärbt worden wa-

ren, einscannten und die Ergebnisse der automatisierten Auswertung mit denen der manuellen 

Auszählung unter dem Fluoreszenzmikroskop verglichen. Mithilfe der von uns etablierten 

Gatings konnten Tumorzellen anhand verschiedener Parameter detektiert und Aussagen über 

die HER2-Intensität gemacht werden. Das Xcyto überzeugte sowohl in der Detektion als auch 

in der Darstellung der Tumorzellen in 4- und 20-facher Vergrößerung, weswegen unsere Er-

gebnisse in eine Publikation aufgenommen wurden (Koch et al. 2020).  

Bei jeder Probe von Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs wurde zusätzlich Plasma 

isoliert, mit dem Ziel, zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) zu gewinnen und diese in Zukunft 

anhand von Gen-Paneln bzw. Digital Droplet PCR im Hinblick auf bestimmte Mutationen zu 

untersuchen, die mit Resistenzmechanismen gegenüber HER2-gerichteter Antikörpertherapie 

in Zusammenhang gebracht werden.   

Abschließend lässt sich sagen, dass mithilfe unserer Ergebnisse die Grundlagen für weitere 

molekulare und funktionelle Analysen geschaffen wurden, um zukünftig neue Erkenntnisse 

über die Entstehung von Resistenzen gegenüber HER2-gerichteter Antikörpertherapie zu er-

langen.  
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 Anhang  6

Tabelle A.1: Klassifikation der Tumorstadien 

Basierend auf DGHO 2018  

Stadium Primärtumor Lymphknotenstatus Fernmetastasen 

0 Tis  N0 M0 

I T1 (1-20 mm) N0 M0 

IIA 

T0, T1 

N1 (1-3 LK in der 
Axilla und/oder ipsi-
lateralen Mammaria-
Interna-Region) 

M0 

T2 (21-50 mm) N0 M0 

IIB 

T2 N1 M0 

T3 (≥ 51 mm) N0 M0 

IIIA 

T0, T1, T2 
N2 (4-9 LK in der 
Axilla) 

M0 

T3 N1 M0 

IIIB 

T4 (Infiltration der 
Brustwand und/oder 
Haut und/oder ipsi-
laterale Satellitenme-
tastasen und/oder 
inflammatorisches 
Mammakarzinom) 

N0-2 M0 

IIIC alle T 

N3 (≥ 10 LK in der 
Axilla und/oder Befall 
infra- oder supraclavi-
kulärer LK) 

M0 

IV alle T alle N M1 (Fernmetastasen) 
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Abbildung A.2: Krankheits- und Therapieverlauf von Patientin 3 in Kombination mit zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten gemessenen CTC-Zahlen, CS=CellSearch, P=Parsortix 

  
 
 

Abbildung A.3: Krankheits- und Therapieverlauf von Patientin 4 in Kombination mit zu unterschied-
lichen Zeitpunkten gemessenen CTC-Zahlen, CS=CellSearch, P=Parsortix 

 

Abbildung A.4: Krankheits- und Therapieverlauf von Patientin 5 in Kombination mit zu unterschied-
lichen Zeitpunkten gemessenen CTC-Zahlen, CS=CellSearch, P=Parsortix 
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Abbildung A.5: Bildergalerie der Xcyto-View Software 
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