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 E I N L E I T U N G  

 Neoplasie 

Eine Neoplasie (von griech. neo = „neu", plastein = „formen") bezeichnet eine Neubildung von 

Körpergeweben aus körpereigenen Zellen. Grundsätzlich erfolgt die Unterteilung in maligne 

(bösartige) oder benigne (gutartige) Neoplasien (Abbildung 1). Benigne Neoplasien zeichnen 

sich durch ein lokal verdrängendes Wachstum ab, weisen eine gute Abgrenzung zum 

umliegenden Gewebe auf und haben nicht die Fähigkeit in benachbartes Gewebe zu infiltrieren. 

Maligne Neoplasien, denen umgangssprachlich der Terminus „Krebs“ zugeordnet wird, zeigen 

ein invasives, Basalmembran-überschreitendes, destruierendes Wachstum in umliegendes 

Gewebe und können dadurch lymphogen und hämatogen metastasieren. Zytomorphologische 

Merkmale maligner Neoplasien sind eine erhöhte Mitoserate, Kernpolymorphien sowie 

Zellpolymorphien [1, 2].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Benigne und maligne Neoplasien (Alberts et al., 2011 [2]): Eine benigne Neoplasie 

zeigt ein verdrängendes Wachstum ohne Infiltration der Basalmembran. Maligne Neoplasien zeichnen 

sich durch ein invasives Basalmembran-überschreitendes Wachstum aus. 

 

 

Neben der Dignität (benigne vs. maligne) erfolgt die Einteilung nach dem Phänotyp der 

Parenchymzellen. Prinzipiell können Neoplasien aus jeder Art von Zelle entstehen. Maligne 

Neoplasien epithelialer Zellen, die 80 % aller malignen Neoplasien ausmachen, werden als 

Karzinome bezeichnet [2, 3]. Sarkome (von griech. „sarcos" = fleischig) entstehen aus 
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mesenchymalen Zellen. Weitere Formen stellen Neoplasien aus Zellen neuroektodermalen 

Ursprungs, aus Keimzellen oder aus embryonalem Gewebe dar [1-3].  

Krebs stellt nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithäufigste Todesursache in westlichen 

Ländern dar. Weltweit wird pro Jahr bei über 14 Millionen Menschen Krebs diagnostiziert [4]. 

8,8 Millionen Menschen sind im Jahr 2015 schätzungsweise an Krebs gestorben (World Health 

Organisation, WHO), wobei 90 % der krebsbedingten Todesfälle auf eine Metastasierung 

zurückzuführen sind [5].  

 Karzinogenese 

Die Karzinogenese (aus dem lat. carcinoma = „Krebs" und griech. genesis = „Zeugung", 

„Schöpfung") beschreibt den komplexen biologischen Prozess der Krebsentstehung [6]. Nach 

heutigem Wissen bedarf es mehrerer Veränderungen auf unterschiedlichen Stufen (Mehrstufen-

Modell), die zu einer Transformation einer benignen in eine maligne Zelle führt [7]. Dabei 

spielen vor allem zwei Mechanismen eine zentrale Rolle: Veränderungen der epigenetischen 

Regulation sowie genetische Mutationen [7]. Wichtige epigenetische Modifikationen umfassen 

die Hypermethylierung der DNA im Promotorbereich, die damit verbundene veränderte 

Chromatinstruktur sowie die genomweite Hypomethylierung. Genetische Mutationen treten als 

Teil der Karzinogenese vorwiegend in zwei Genfamilien auf: den Proto-Onkogenen, welche 

Schlüsselfunktionen bei dem Zellwachstum beinhalten sowie den Tumorsuppressorgenen, 

welche die Zellproliferation hemmen. Nur die Akkumulation entsprechender Mutationen sowie 

epigenetischer Veränderungen führt zur malignen Transformation der Zelle [7].    

Die Anhäufung genetischer Veränderungen stellt den ersten Schritt der Karzinogenese, die 

Phase der Initiation, dar. Während der Promotion kommt es durch Karzinogene (Promotoren) 

zur Umwandlung der Zelle mit Bildung eines autonomen Mitoserhythmus. Die letzte Phase, 

genannt Progression, umfasst das Stadium der autonom und invasiv wachsenden Zelle mit einer 

zunehmenden zellulären Maskierung [7].  

 

Hanahan und Weinberg fassten 2000 und 2011 in zwei Übersichtsarbeiten als „Hallmarks of 

Cancer“ die zehn Veränderungen zusammen, die eine maligne Transformation einer Zelle 

hervorrufen [8, 9]. Bei diesen zehn Veränderungen handelt es sich um die Aufrechterhaltung 

proliferativer Signalwege, die Unempfindlichkeit gegenüber Wachstums-Inhibitoren, die 

Fähigkeit zur Umgehung der Immunabwehr, ein unlimitiertes replikatives Potential, die 

Induktion einer Tumor-bedingten Entzündung, die Fähigkeit zur Invasion bzw. Metastasierung, 

die fortwährende Angiogenese, das Auftreten von Mutationen sowie genomischer Instabilität, 
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die Inaktivierung des programmierten Zelltodes sowie die Dysregulation zellulärer 

Metabolismen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: „Hallmarks of Cancer“ (modifiziert nach Hanahan und Weinberg, 2011 [8]): Zehn 

Eigenschaften, die eine maligne Transformation einer Zelle hervorrufen. 

 

 Mammakarzinom 

 Epidemiologie und Ätiologie  

Das Mammakarzinom stellt sowohl in Deutschland als auch weltweit die häufigste 

Krebserkrankung bei Frauen dar. Weltweit wurde im Jahre 2012 bei 1,68 Millionen Frauen ein 

Mammakarzinom diagnostiziert bei einer krebsbedingten Mortalität von 522.000 [10, 11]. 

Nach Angaben der Amerikanischen Krebsgesellschaft (Amercican Cancer Society) tritt bei 

einer von 8 Frauen im Laufe ihres Lebens ein Mammakarzinom auf [12]. 2050 wird die Anzahl 

der Neuerkrankungen auf 3,2 Millionen pro Jahr geschätzt [13]. In Deutschland werden jährlich 

bei über 70.000 Frauen Mammakarzinome diagnostiziert bei einer begleitenden Sterberate von 

über 18.000 [14]. Das mittlere Erkrankungsalter beträgt 64 Jahre. 25 % der Frauen sind bei 
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Diagnosestellung jünger als 55 Jahre alt und eine von 10 Frauen ist unter 45 Jahren. Die 5-

Jahres Überlebensrate beträgt für Frauen in Deutschland 87 % [14, 15].  

Verschiedene Risikofaktoren sind für die Entstehung des Mammakarzinoms bekannt. 

Hauptrisikofaktoren für das Mammakarzinom sind das Geschlecht, das Alter, eine familiäre 

Belastung, eine genetische Prädisposition (BRCA1-, BRCA2-Mutationen), die 

Parenchymdichte der Brust sowie Östrogenexposition (frühe Menarche, späte Menopause, 

Nulliparität, fehlende Laktation, Hormonersatztherapie in der Postmenopause) [16-24]. 

Zusätzlich wird das Risiko durch modifizierbare Lebensstilfaktoren wie Übergewicht, 

körperliche Aktivität, ein regelmäßiger Alkoholkonsum sowie ein höherer sozioökonomischer 

Status beeinflusst [23, 25-27]. Bei Frauen tritt im Vergleich zu Männern ein Mammakarzinom 

100-fach häufiger auf [28].  

 Stadieneinteilung und molekulare Subtypen 

Die Stadieneinteilung der Mammakarzinome sowie das Ausmaß der Metastasierung erfolgt 

nach dem American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM System (Anhang Tabelle 12) 

bzw. der UICC-Klassifikation (Anhang Tabelle 13). Die Einteilung nach der TNM 

Klassifikation erfolgt nach der Größe und Ausbreitung des Primärtumors (T), dem Fehlen oder 

Auftreten von Lymphknotenmetastasen (N) sowie dem Vorhandensein von Fernmetastasen 

(M). Die histologische Ergänzung der Stadieneinteilung mit Sicherung der Diagnose ist 

erforderlich und wird als pTNM beschrieben [29]. Grundsätzlich geht ein größerer Tumor, ein 

Lymphknoten-Befall sowie das Auftreten von Fernmetastasen mit einem höheren Stadium 

sowie einer schlechteren Prognose einher [30].   

Diese Kriterien fasst die Einteilung der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) in 4 

Stadien (Anhang Tabelle 13) zusammen [29]. Zusätzlich teilt die UICC den 

Differenzierungsgrad von Krebszellen in 3 Stadien ein: Grad 1 (G1): gut differenziertes 

Gewebe, Grad 2 (G2): mäßig differenziertes Gewebe, Grad 3 (G3): schlecht/niedrig 

differenziertes Gewebe. Der Differenzierungsgrad ist ein weiterer Prognosefaktor. Ein hoher 

Differenzierungsgrad geht mit einem schlechteren krankheitsfreien Überleben und 

Gesamtüberleben einher [30]. 

Bei dem Mammakarzinom handelt es sich um eine heterogene Erkrankung. Seit den Arbeiten 

von Perou und Sorlie ist bekannt, dass das Mammakarzinom in molekulare Subtypen eingeteilt 

werden kann, die eine klinische Relevanz aufzeigen [31]. Mit Hilfe von 

Genexpressionsanalysen können unterschiedliche molekulare Subtypen des Mammakarzinoms 

unterschieden werden, die grundsätzlich endokrin responsive Tumoren (luminal A, B) von 
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undifferenzierten (basal-like) sowie HER2-positiven Tumoren abgrenzen (Tabelle 1). Die 

Identifikation der molekularen Subtypen ist prädiktiv für eine medikamentöse Therapie sowie 

als prognostischer Marker von essentieller Bedeutung.  

 
Tabelle 1: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms (modifiziert nach [32]). 

 
Molekularer Subtyp Rezeptor-Expression Proliferation 
Luminal A ER+/PR+/HER2- Ki-67 < 14 % 

Luminal B ER+/ PR+/-/HER2+/- Ki-67 > 14 % 

HER2 enriched ER-/PR-/HER2+ - 

Basal-like ER -/PR-/HER2- Ki-67 50 - 60% 

 
 
Basierend auf diesen molekularen Subtypen empfiehlt der St. Gallen Konsensus die Auswahl 

der entsprechenden Systemtherapie. Molekulare Analysen stellen derzeit immer noch ein 

zeitaufwendiges und kostenintensives Verfahren dar, sodass im klinischen Alltag die Subtypen 

mittels Immunhistochemie (ER, PR, HER2 und Ki-67) und In-situ-Hybridisierung (HER2) 

bestimmt werden.  

 Therapieoptionen 

Bei der Behandlung des Mammakarzinoms unterscheidet man generell die lokale und die 

systemische Therapie. Die lokale Therapie beinhaltet das operative Vorgehen sowie die 

Strahlentherapie. Zur systemischen Therapie gehören die Chemotherapie, die endokrine 

Therapie sowie die Antikörpertherapie.  

 Endokrine Therapie  

Ungefähr 75 – 85 % aller neu diagnostizierten Mammakarzinome gelten als endokrin sensitiv 

[33, 34]. Das Kriterium für endokrin sensitive Karzinome beinhaltet den immunhisto-

chemischen Nachweis von ER und PR in ≥ 1 % der Tumorzellen [35]. Bei unbekanntem 

Hormonrezeptor-Status gilt das Karzinom als endokrin sensitiv. Bei einem Nachweis von 0 % 

der Tumorzellen gilt das Karzinom als nicht endokrin sensitiv.  

Seit über 30 Jahren stehen gezielte Therapien für endokrin sensitive Mammakarzinome zur 

Verfügung, die einen entscheidenden Einfluss auf die Mortalität der Patientinnen haben [36, 

37]. Die adjuvante endokrine Therapie wird in die initiale (5 Jahre) sowie die erweiterte 

adjuvante endokrine Therapie (6 - 15 Jahre) eingeteilt. Die Standarddauer beträgt 5 Jahre, wobei 

eine erweiterte endokrine Therapie nach individuellem Nutzen-Risiko abgewogen werden 

sollte [29, 38]. Klassische Standardtherapeutika sind selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren 

(SERMs; Tamoxifen, Toremifen, Raloxifen), selektive Östrogenrezeptor-Downregulatoren 
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(SERDs; Fulvestrant), Aromatase-Inhibitoren (AI; Anstrozol, Letrozol, Exemestan), CDK4/6-

Inibitoren (Palbociclib, Ribociclib, Abemaciclib) sowie GnRH-Analoga. Die Therapiedauer, 

die Wahl des Therapeutikums sowie die Sequenz sind abhängig von dem Menopausen-Status, 

der Medikamentenverträglichkeit sowie dem individuellen Risiko. Ungefähr 30 – 40 % der 

Patientinnen mit endokrin sensitivem Mammakarzinom zeigen ein gutes Ansprechen auf 

endokrine Therapien [39] sowie eine bessere Verträglichkeit im Vergleich zu Chemotherapien 

[40].   

Prämenopausale Patientinnen mit endokrin sensitivem Mammakarzinom werden bevorzugt mit 

Tamoxifen über 5 - 10 Jahre behandelt. Bei Kontraindikation erfolgt die Therapie mit einem 

alleinigen GnRH-Analogon oder die Kombination aus GnRH-Analoga mit einem AI [29, 38]. 

Für die initiale endokrine Therapie stehen bei postmenopausalen Patientinnen Tamoxifen und 

AIs zur Verfügung. Eine Option besteht in der sequentiellen Gabe von Tamoxifen und eines 

AIs über insgesamt 5 Jahre (2-3 Jahre Tamoxifen gefolgt von 2-3 Jahren eines AIs oder vice 

versa). Alternativ sollte insbesondere beim lobulärem Karzinom bzw. hohem Rezidiv-Risiko 

eine alleinige Behandlung („Upfront“-Therapie) für 5 Jahre mit einem AI durchgeführt werden. 

Eine weitere Therapieoption besteht in der alleinigen Gabe von Tamoxifen über einen 

Behandlungszeitraum von 5 Jahren. Eine erweiterte endokrine Therapie kann bei bestimmten 

Subgruppen durchgeführt werden. Dabei erfolgt die Gabe eines AIs für weitere 2-3 Jahre nach 

initialer endokriner Therapie mit Tamoxifen. Bei erhöhtem individuellen Risiko erfolgt die 

weitere Gabe von Tamoxifen für 5 Jahre nach initialer 5-jähriger Tamoxifen Therapie [29, 38].  

In der Behandlung des metastasierten endokrin sensitiven Mammakarzinoms ist die endokrine 

Therapie die erste Wahl. Dabei stehen neben Tamoxifen, AIs und GnRH-Analoga selektive 

Östrogenrezeptor-Downregulatoren (Fulvestrant) und CDK4/6-Inibitoren (Palbociclib, 

Ribociclib, Abemaciclib) als Therapeutika zur Verfügung. Die Auswahl des Therapeutikums 

bzw. des Therapieschemas richtet sich nach der entsprechenden Vortherapie [29, 38].  

 Endokrine Resistenz 

Die Wirksamkeit einer endokrinen Therapie ist durch primäre sowie sekundäre Resistenzen 

gegenüber endokrinen Therapien limitiert. In 20 - 25 % der Fälle zeigt sich in der adjuvanten 

sowie der metastasierten Situation ein Versagen einer endokrinen Therapie [41, 42]. Dabei 

werden endokrine Resistenzen in zwei Gruppen unterteilt [38, 43]: Primäre (de novo) endokrine 

Resistenzen bezeichnen das Auftreten eines Rezidivs innerhalb der ersten zwei Jahre einer 

adjuvanten endokrinen Therapie oder beim metastasierten Mammakarzinom innerhalb der 

ersten 6 Monate einer endokrinen Therapie. Eine sekundäre (erworbene) Resistenz wird durch 
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ein Rezidiv nach 2 Jahren einer adjuvanten endokrinen Therapie oder innerhalb des ersten 

Jahres nach abgeschlossener endokriner Therapie bezeichnet. Bei dem metastasierten 

Mammakarzinom handelt es sich um eine sekundäre endokrine Resistenz bei einem Progress 

nach 6 Monaten unter endokriner Therapie. Endokrine Resistenzen können durch eine Reihe 

unterschiedlicher molekularer Mechanismen verursacht werden. Dazu zählen Mutationen des 

Östrogenrezeptor-Gens ESR1, eine veränderte Expression von ER, eine veränderte Expression 

von Wachstumsfaktor-Rezeptoren, die Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, eine 

veränderte Expression von Zellzyklusregulatoren, eine Dysregulation von ER Co-Aktivatoren, 

die Autophagie, die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) sowie eine verstärkte 

Tumorheterogenität [44, 45].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Signalwege des ER und molekulare Signalwege endokriner Resistenzmechanismen 

(Maurer et al., 2017 [46]). 

 

 ER und ESR1 Mutationen 

Über 75 % der Mammakarzinome zeigen eine Überexpression des ER [33]. Der ER ist ein 

nukleärer Hormonrezeptor und beeinflusst als Liganden-bindender Transkriptionsfaktor die 
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Zellproliferation sowie Zelldifferenzierung. Zwei ER Isoformen sind bekannt: ERα und ERß. 

ERα wird durch das ESR1 Gen kodiert, ERß durch ESR2.  

Der ER ist das zentrale Target endokriner Therapien und eine ER Expression der wichtigste 

Prädiktor hinsichtlich der Ansprechraten. Anfänglich wurde die Ursache einer endokrinen 

Resistenz im Verlust der ER Expression vermutet [47]. Studien zeigten jedoch in nur 17 – 28 

% der Patientinnen mit sekundärer endokriner Resistenz ein Verlust der ER Expression auf 

[48]. Eine vermindert ER Expression stellt damit nicht die Erklärung einer endokrinen 

Resistenz der Patientinnen dar, sondern andere Mechanismen, wie Mutationen des ESR1 Gens, 

sind mögliche Gründe [47]. 

Die ersten ESR1 Mutationen wurden vor zwei Jahrzehnten in PDX-Modellen (patient derived 

xenograft) beschrieben [49, 50]. In den letzten Jahren konnten durch Next Generation 

Sequenzing (NGS) Driver-Mutationen in dem ESR1 Gen aufgezeigt werden, die als Folge eine 

endokrine Resistenz bedingen können [51, 52]. Seitdem sind zahlreiche ESR1 Mutationen 

bekannt, welche mit endokrinen Resistenzen assoziiert sind [51, 52]. Im Gegensatz zu endokrin 

unbehandelten Tumoren, in denen ESR1 Mutationen selten nachgewiesen werden können, 

zeigen sich ESR1-Mutationen häufig in endokrin vorbehandelten Tumoren sowie Metastasen 

[53].  

 Wachstumsfaktor-Rezeptoren 

Veränderungen der Genexpression, Amplifikationen sowie Mutationen von Wachstumsfaktor-

Rezeptoren, wie beispielsweise FGFR, HER2, IGFR, VEGFR und EGFR, können ebenfalls zu 

einem Verlust der endokrinen Sensitivität führen. Die bidirektional vernetzten Signalwege 

zwischen ER und Wachstumsfaktor-Rezeptoren sind sehr gut beschrieben [54, 55].  

Etwa 9 % aller Mammakarzinome zeigen Amplifikationen des FGFR1 (fibroblast growth factor 

receptor 1) Gens sowie 4 % eine Amplifikation des FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 

2) Gens. In Metastasen ist das FGFR1 Gen häufiger amplifiziert als das FGFR2 Gen. In vitro 

Studien zeigten eine endokrine Resistenz hormonsensitiver Zelllinien bei FGFR1 

Amplifikation auf [56]. Ein früher Progress ER positiver Tumoren ist mit einer Amplifikation 

des FGFR Gens assoziiert [57].  

Der Humane Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) ist in ungefähr 10 % der ER 

positiven Mammakarzinome überexprimiert [58]. Eine Amplifikation und/oder Überexpression 

geht mit einer geringen Ansprechrate einer endokrinen Therapie in ER positiven 

Mammakarzinomen einher [58-61].  
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40 – 60 % ER positiver Mammakarzinome exprimieren IGFR1 (insulin-like growth factor  

receptor 1) im Vergleich zu 10 – 20 % ER negativer Mammakarzinome [62]. Die Expression 

korreliert mit der Präsenz von ER und PR [63]. Präklinische Studien deuten darauf hin, dass 

eine endokrine Resistenz durch eine verstärkte Aktivierung des IGFR1 Signalweges ausgelöst 

werden könnte und damit eine Blockade dieses Signalweges die Wirkung von Zweitlinien-

Therapeutika verstärken würde [64, 65]. Zudem führte der Einsatz verschiedener endokriner 

Therapien zu einer Veränderung der IGFR1 Expression [66-68]. Unter Tamoxifen sowie AI 

Behandlung zeigte sich eine Herunterregulation der IGFR1 Expression, wohingegen eine 

Therapie mit Östrogenen eine Hochregulation in Mammakarzinomen bedingte [69, 70].  

Präklinische Studien offenbarten, dass die Interaktion zwischen ER und EGFR (Epidermal 

growth factor receptor) mit einer endokrinen Resistenz einher gehen kann [71]. Die 

Arbeitsgruppe um Cerra et al. konnte eine inverse Korrelation zwischen EGFR und ER/PR 

Status darlegen. Eine Dauertherapie unter Fulvestrant führte zu einem Verlust der ER 

Expression sowie einer Hochregulation von EGFR [72]. Amplifikationen von EGFR und damit 

verbundene höhere EGFR Expressionen können in tripple-negativen Mammakarzinomen 

beobachtet werden [73].  

Auch eine hohe Expression des VEGFs (Vascular Endothelial Growth Factors) ist mit einer 

endokrinen Resistenz assoziiert [74]. 

 Wachstumsfaktor-Signalkaskade (PI3K/AKT/mTOR/FOXO) 

Nicht nur Veränderungen der Genexpression von Wachstumsfaktor-Rezeptoren können eine 

endokrine Resistenz bedingen, sondern auch eine verstärkte Aktivierung der Wachstumsfaktor-

Signalkaskade. Der PI3K/AKT/mTOR/FOXO Signalweg ist an vielen Prozessen wie bspw. der 

Proliferation, dem Zellwachstum und der Angiogenese beteiligt. Änderungen der Expression 

sowie Mutationen können zu einer Überaktivierung der Signalkaskade führen.  

In etwa 40 % der Mammakarzinome kann eine Mutation des PI3KCA Gens detektiert werden 

[75-79]. Dabei werden PIK3CA-Mutationen am häufigsten bei ER positiven/HER2 negativen 

Tumoren beobachtet. Am häufigsten sind Exon 9 und Exon 20 des Gens betroffen. Das 

PI3KCA Gen kodiert PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) [80].  

Auch Mutationen und Veränderungen der Genexpression der Downstream-Effektoren AKT 

(protein kinase B), mTOR (mechanistic target of rapamycin) und FOXO (forkhead box protein) 

können endokrine Resistenzen bedingen (114). Mutationen von AKT wurden in 3 % der 

Mammakarzinome beschrieben [81-83]. Diese waren nur in ER positiven Tumoren zu finden 

[81, 83]. Die Arbeitsgruppe um Westin et al. offenbarte, dass eine verstärkte Aktivierung von 
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mTOR eine Resistenz gegenüber Tamoxifen bedingt. Auch eine Dysregulation der FOXO 

Proteine spielt eine zentrale Rolle in der Ausbildung endokriner Resistenzen [84]. 

Dysregulationen der Transkriptionsfaktoren von FOXO sind mit einer Tamoxifen-Resistenz 

assoziiert [85]. Ein Verlust der inhibitorischen Effekte von PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) führte zu einer Resistenz gegenüber einer endokrinen Therapie [86]. In bis zu 5 % 

der Mammakarzinome findet sich eine PTEN Mutation, die zu einer Dysregulation der 

Signalkaskade führen kann [82, 87].    

 Zellzyklus 

Veränderungen an Zellzyklus-Kontrollpunkten können auch zu Resistenzen gegenüber 

endokrinen Therapien führen [88]. Der Zellzyklus wird durch die Phosphorylierung des 

Retinoblastom-Proteins (Rb) initiiert. Die Phosphorylierung von Rb erfolgt durch Bindung des 

Cyclin D1 (CCDN1)/CDK4/CDK6 (cyclin-dependent kinase 4/6) Komplexes. Im Vergleich zu 

anderen molekularen Subtypen weisen ER positive Mammakarzinome eine höhere Expression 

von Cyclin D1 auf [53, 89]. Eine durchgehend erhöhte Cyclin D1 Expression sowie Rb 

Phosphorylierung ist mit einer endokrinen Resistenz bei ER positiven Mammakarzinomen 

assoziiert [88]. 

 Autophagie  

Die Makro-Autophagie dient zum Abbau von Zellorganellen und Proteinen und konnte als ein 

zentraler Mechanismus zur Erhaltung der endokrinen Sensitivität offenbart werden (15). 

Beispielsweise ist eine verstärkte Aktivierung des UPR (unfolded protein response)  

Signalweges mit einer endokrinen Resistenz assoziiert [90-93].   

 Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) 

Zahlreiche in vitro Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen EMT (siehe Kapitel 1.3.6) 

und einer endokrinen Resistenz. Dabei entwickelten Zelllinien-Zellen, die zur EMT angeregt 

wurden, eine endokrine Resistenz [94-98]. Zudem spielen Wachstumsfaktor-Rezeptoren eine 

zentrale Rolle in der Induktion der EMT. Dhasarathy und Kollegen berichteten über die 

Herunterregulation von ER durch den EMT induzierenden Transkriptionsfaktor SNAIL [94]. 

 Heterogenität  

Malignome weisen eine genetische Heterogenität auf. Diese Heterogenität drückt sich auf 

verschiedenen Ebenen aus: dem Genom, dem Transkriptom sowie dem Proteom. Innerhalb 

eines heterogenen Tumors bestehen Subklone, die im Gegensatz zu monoklonalen Tumoren 
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ein unterschiedliches Ansprechen bzw. eine unterschiedliche Sensitivität gegenüber Therapien 

aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass die Tumorheterogenität ein weiterer bedeutender 

Faktor für das Versagen endokriner Therapien ist [45]. Dabei konnte eine inter- sowie intra-

tumorale Heterogenität hinsichtlich endokriner Resistenzmechanismen offenbart werden [99]. 

 Metastasierung 

Die Metastasierung (von griech. „metastasis“ = Umstellung, Wanderung) beschreibt einen 

komplexen mehrstufigen Prozess, bei dem Tumorzellen den Primärtumor verlassen und in 

andere Bereiche des Körpers migrieren. Der Prozess der Metastasierung findet nur bei malignen 

Neoplasien statt und bildet die größte klinische Herausforderung in der Krebstherapie. Bei 

schätzungsweise 50 % der Patienten treten bei Erstdiagnose bereits Metastasen auf [100]. 90 % 

krebsbedingter Todesfälle sind auf Metastasen zurückzuführen [5].  

 Metastatische Kaskade 

Der komplexe mehrstufige Prozess der Metastasierung wird als metastatische Kaskade 

bezeichnet (Abbildung 4) [101]. Grundsätzlich kann die metastatische Kaskade in vier Schritte 

eingeteilt werden: die Invasion, die Intravasation, die Zirkulation und die Extravasation [101, 

102].  

Der erste Schritt der metastatischen Kaskade besteht in der Migration sowie Invasion. Diese 

beinhaltet die Fähigkeit zur Lösung von Tumorzellen aus dem epithelialen Zellverband durch 

Verlust der Zell-Zell-Adhäsion sowie die anschließende Penetration der Basalmembran und des 

Stromas. Dieser Prozess wird möglicherweise durch die Epithelial-Mesenchymale Transition 

(siehe Kapitel 1.3.6) und durch verschiedene Mediatoren wie Zelladhäsions-Moleküle (z.B. E-

Cadherin), Integrine, Proteasen (z.B. Matrix-Metallproteinasen) sowie Wachstumsfaktoren 

(z.B. VEGF, EGF, CSF-1) unterstützt [103-105]. Im Stroma kommt es zur Interaktion zwischen 

den Tumorzellen und Stromazellen (z.B. Fibroblasten, Adipozyten, mesenchymale 

Stammzellen, Makrophagen) [106]. Das invasive Verhalten wird von den meisten Zellen durch 

Mediatoren wie Wnt, TGF–β und FGF verstärkt [107]. Die sich anschließende Intravasation in 

das Blutgefäß- bzw. Lymphgefäßsystem wird wahrscheinlich durch molekulare Veränderungen 

der Gefäßwände sowie die Interaktion mit Mediatoren unterstützt. VEGF fördert als 

Angiogenese Faktor bei Tumoren die Neubildung von Blutgefäßen (Neoangiogenese) [108]. 

Die gebildeten Blutgefäße bestehen häufig noch aus unorganisierten Zellverbindungen, welche 

zu durchlässigen instabilen Gefäßwänden führen können [109]. Tumorzellen können 

wahrscheinlich über diese instabilen Gefäßwände in das Gefäßsystem eindringen [110, 111]. 
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Tumorzellen, die in das Blutgefäßsystem eingetreten sind, werden als zirkulierende 

Tumorzellen (CTCs) bezeichnet. CTCs zirkulieren im Blut als Einzelzellen, als Cluster sowie 

an Thrombozyten aggregiert [112]. Während der Zirkulation im Blut müssen CTCs viele 

Hindernisse wie das Kapillarsystem sowie die Immunabwehr des Körpers überwinden. Die 

genaue Anzahl von CTCs im Blutgefäßsystem von Tumorpatienten ist schwierig zu 

determinieren. In vivo Studien zeigten jedoch, dass pro Gramm Tumormasse mehrere Millionen 

Tumorzellen in das Blut abgegeben werden [113]. Von diesen Zellen scheint jedoch nur ein 

sehr geringer Anteil zur Ausbildung von Metastasen befähigt zu sein [114]. In der Phase der 

Extravasation müssen die CTCs in der Lage sein, das Blut- bzw. Lymphgefäßsystem zu 

verlassen, sich in dem Kapillarbett entsprechender Organe bzw. Lymphknoten einzunisten 

(Homing) und einzuwandern (Extravasation). In engeren Gefäßen wie des Kapillarbetts 

erleichtert die geringere Fließgeschwindigkeit der CTCs die Anlagerung an das Gefäßendothel 

[115]. Verschiedene Adhäsionsmoleküle (z.B. N-Cadherin, E-Selektin), chemotaktische 

Signale durch Integrine sowie lokale Entzündungsprozesse spielen bei der Adhäsion und 

Extravasation eine zentrale Rolle [116, 117]. Gegenstand derzeitiger Forschung sind 

Untersuchungen ob CTCs, welche eine EMT durchlaufen haben, nach Extravasation eine 

Mesenchymal-Epitheliale Transition (MET) durchlaufen und sich dadurch erneut an 

Zellverbände anlagern [118]. CTCs, die eine neue Nische gefunden und das Blutsystem 

verlassen haben, werden als disseminierte Tumorzellen (DTCs) bezeichnet. Diese können in 

einen Ruhezustand verfallen (Dormancy), kleine Mikrometastasen formen (<2 mm) oder zu 

detektierbaren Makrometastasen (>2 mm) heranwachsen [114]. Die Tumorzelldormanz stellt 

möglicherweise einen Schutz der DTCs gegenüber systemischen Therapien dar. Studien 

konnten zeigen, dass DTCs im Stadium der Dormanz auch mehrere Jahre nach Erstdiagnose zu 

Rezidiven führen können [119, 120]. Die genauen Mechanismen der lokalen Proliferation sind 

noch nicht ausreichend erklärt. Bereits 1889 postulierte Stephen Paget die „Seed and Soil“ 

Hypothese [121]. Diese besagt, dass die Interaktion von Tumorzellen (seed) mit dem 

Mikromilieu (soil) die zentrale Rolle in der Bildung von Metastasen spielt. Derzeitige Studien 

deuten darauf hin, dass DTCs, die zu Metastasen proliferieren können, Ähnlichkeiten zu 

Krebsstammzellen haben. Die Reaktivierung erfolgt dabei möglicherweise durch Signale, 

welche die Proliferation von Stammzellen regulieren [122].  
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Abbildung 4: Die metastatische Kaskade (Li et al., 2018 [123]): Tumorzellen gelangen in den 

Blutstrom (Invasion) und sind dort Scherkräften sowie der Immunabwehr ausgesetzt. Überlebende 

zirkulierende Tumorzellen können sich unter bestimmten Bedingungen an das Endothel anlagern 

(Homing) und das Blutgefäßsystem verlassen (Extravasation). Dort können sie entweder Proliferieren 

und Metastasen bilden oder in einen Ruhezustand (Dormancy) fallen. 

 Epithelial-Mesenchymale Transition  

Die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) beschreibt einen reversiblen zellbiologischen 

Prozess, bei dem ein Übergang von epithelialen Zellen in Zellen mit mesenchymalen 

Eigenschaften stattfindet (Abbildung 5). Die EMT spielt bei drei bedeutenden Prozessen eine 

Rolle: der embryonalen Morphogenese, der Wundheilung sowie der in Kapitel 1.3.5.1 

beschriebenen metastatischen Kaskade [105, 124, 125].  

Die EMT kann durch Wachstumsfaktoren (FGF, EGF, TGF-β), Interleukin-6, Nikotin, 

miRNAs, epigenetische Veränderungen, Hypoxie, Alkohol und UV-Licht induziert werden 

[126-129]. Dadurch werden Transkriptionsfaktoren wie SNAIL, TWIST, E12, ZEB1 und ZEB2 

aktiviert [129]. Diese Transkriptionsfaktoren unterdrücken direkt oder indirekt die Expression 

epithelialer Adhäsionsmoleküle (z.B. E-Cadherin, EpCAM, MUC1, Zytokeratine) und führen 

zur Heraufregulation mesenchymaler Marker (z.B. N-Cadherin und Vimentin) [130, 131]. Die 

EMT ist mit einer Umstrukturierung des Zytoskeletts sowie mit Zell-Zell- und Zell-ECM-

Kontaktverlusten verbunden. Der Umbau des Zytoskeletts resultiert in einer spindelförmigen 

Zellmorphologie sowie einem Polaritätsverlust der Zelle und fördert dadurch die Zellmigration.  
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Abbildung 5: Charakteristika epithelialer and mesenchymaler Zell-Zustände (Maier et al., 2010 

[132]): EMT: Epithelial-Mesenchymale Transition; MET: Mesenchymal-Epitheliale Transition.  
 

 Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) 

Bereits 1869 wurden CTCs von Thomas Ashworth als „…cells similar to those in the tumors 

were seen in the blood after death…” beschrieben [133]. Definitionsgemäß beinhalten CTCs 

derzeit folgende Kriterien, welche für die Anreicherung und Detektion genutzt werden: 

Zytokeratin positiv, DAPI positiv, ein verschobenes Kern/Zytoplasma-Verhältnis zu Gunsten 

des Zellkerns, Negativität für den Leukozytenmarker CD45 sowie eine intakte Zell-ähnliche 

Morphologie (Durchmesser 4 um bis 40 um). Jedoch könnten auch elongierte und polynukleäre 

Zellen als CTCs klassifiziert werden [134-136]. Analog zur intra- und intertumoralen 

Heterogenität von Mammakarzinomen und Metastasen stellen CTCs eine heterogene 

Population dar. Sie besitzen das Potential, unter entsprechenden Bedingungen zu Mikro-

/Makrometastasen proliferieren zu können (siehe Kapitel 1.3.5.1). In vivo Studien zeigten, dass 

pro Gramm Tumormasse (etwa 109 Zellen) ungefähr 3 x 106 Tumorzellen in das Blut pro Tag 

abgegeben werden [113]. Jedoch sterben die meisten CTCs während der Zirkulation im 

Blutstrom. In Mammakarzinom-Patientinnen beträgt die Halbwertszeit von CTCs etwa 

zwischen 0,5 und 2,5 h [137]. In 1 ml Blut können zwischen 1 und 10 CTCs in unter 6 x 106 

Leukozyten, 2 x 108 Thrombozyten und 4 x 109 Erythrozyten nachgewiesen werden [134, 138]. 

Nur etwa 0,01 % lebender CTCs haben das Potenzial zur Invasion mit anschließender 

Proliferation zu Mikro-/Makrometastasen [139]. Im Vergleich zu Gewebebiopsien ist der 
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Nachweis von Tumorzellen im Blut als liquid biopsy für Patienten weniger belastend und 

erlaubt dadurch einfache serielle Bestimmungen. 

 Methoden zur Anreicherung und Detektion von CTCs 

Die Anzahl von CTCs ist mit etwa einer CTC pro 106 mononukleärer Zellen relativ gering [134, 

138]. Ihre geringe Anzahl im Blut sowie die größtenteils noch unbekannten molekularen 

Eigenschaften erschweren die Anreicherung und Detektion. In den letzten Jahren wurden viele 

Methoden und Plattformen entwickelt, um CTCs anzureichern. Derzeit sind über 50 

verschiedene Technologien zur Anreicherung und Detektion beschrieben. Diese können in 

Marker-unabhängige sowie Marker-abhängige Verfahren unterteilt werden.  

Marker-unabhängige Verfahren basieren auf Dichte-abhängigen Anreicherungen (Ficoll-

Paque® [140, 141]), Größen-abhängigen Systemen (Diagnostische Leukapherese [142, 143], 

ParsortixTM-System [144] (siehe Kapitel 2.2.2.2 und 2.2.2.4) oder ISET® [145]) oder einer 

Anreicherung mit Hilfe negativer Selektion über den RosetteSepTM CTC Cocktail.  

Marker-abhängige Verfahren beinhalten eine Anreicherung über Oberflächenmarker. Das 

Oberflächenprotein EpCAM (Epithlial Cell Adhesion Molecule) ist derzeit der am häufigsten 

genutzte Oberflächenmarker zur positiven Selektion von CTCs einer Patientenprobe. EpCAM 

wurde erstmals 1979 bei Kolonkarzinomen als Tumor-assoziiertes Protein beschrieben und ist 

in vielen Karzinomen überexprimiert [146]. Eine Marker-abhängige Anreicherung/Detektion 

mittels EpCAM nutzen viele Verfahren wie beispielsweise das CellSearch®-System [147], der 

AdnaTest [148, 149], der CTC-iChip [150] sowie das IsofluxTM-System [151].  

Im Folgenden werden nur die für diese Arbeit relevanten Technologien näher beschrieben. Das 

CellSearch®-System ist derzeit von der U.S. amerikanischen Food and Drug Administration 

(FDA) als einziges Testverfahren zum Nachweis von CTCs bei Patientinnen mit 

Mammakarzinom zugelassen. Die CellSearch®-Methode basiert auf einer 

immunomagnetischen Anreicherung von EpCAM-exprimierenden Zellen über Antikörper, die 

mit Eisenpartikeln (Ferrofluiden) konjugiert sind [152]. Die Methode ist ausführlich in Kapitel 

2.2.2.1 beschrieben. Die Anreicherung und Detektion von CTCs mittels CellSearch®-System 

stellt derzeit den Standard in der CTC-Forschung dar. Nachteile dieser Methode beinhalten die 

CTC Analyse aus lediglich 7,5 ml Patientenblut sowie der auf EpCAM basierende Marker-

abhängige CTC-Nachweis. Dem Gegenüber stellt die Diagnostische Leukapherese (DLA) eine 

Methode zur Marker-unabhängigen Anreicherung von CTCs dar, die zudem eine Untersuchung 

eines größeren Blutvolumens auf CTCs ermöglicht (siehe Kapitel 2.2.2.2). Dadurch können 

auch Zellen angereichert werden, die eine niedrige bzw. keine EpCAM Expression durch EMT-
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assoziierte Veränderungen zeigen (siehe Kapitel 1.3.4.6). Ein weiteres Marker-unabhängiges 

Verfahren ist das ParsortixTM-System, welches CTCs durch eine patentierte Mikrofluidik-

Technologie anreichert. Das Prinzip basiert auf einer Größen-abhängigen Separation mit Hilfe 

einer speziellen Filter-Kassette (siehe Kapitel 2.2.2.4).  

Die Identifikation von CTCs erfolgt im Anschluss durch unterschiedliche Methoden: 

immunzytochemische Methoden, molekulare Methoden, funktionale in vitro oder in vivo 

Methoden. Am häufigsten erfolgt die Identifikation anhand immunzytochemischer Verfahren 

sowie morphologischer Untersuchungen. Die CellSearch®-Methode klassifiziert Zellen als 

CTCs, die eine intakte Morphologie und damit einen Zellkern aufweisen (DAPI positiv), pan-

Zytokeratin positiv und negativ für den Leukozytenmarker CD45 sind [147]. 

Immunzytochemische Verfahren werden häufig zur Identifikation von CTCs nach Marker-

unabhängigen Anreicherung, wie z.B. des ParsortixTM-Systems, eingesetzt. Des Weiteren 

können CTCs auch über Tumor-assoziierte Transkripte mit Hilfe der qRT-PCR nachgewiesen 

werden. Durch die geringe Anzahl von CTCs und der Instabilität von mRNAs stellen diese 

Analysen jedoch eine große Herausforderung dar. Im Jahre 2005 konnten erstmals in CTC-

Pools Tumor-assoziierte Transkripte identifiziert werden [153]. In weiteren Studien wurden 

Tumor-assoziierte Transkripte wie EpCAM, MUC1, HER2, Keratin 19 oder EMT Marker zur 

Detektion von CTCs verwendet [149, 154, 155].  

 Einzelzellanalysen von CTCs 

Molekulare Untersuchungen von CTCs auf Einzelzellebene könnten wichtige Einblicke in die 

inter-zelluläre Heterogenität von CTCs geben. Aufgrund der sehr geringen Menge an DNA 

(etwa 6 pg pro Zelle) sowie RNA (etwa 10 pg pro Zelle) stellen molekulare Analysen auf 

Einzelzellebene eine große Herausforderung dar. 2013 wurde die erste Studie zu 

Mutationsanalysen einzelner CTCs bei Patienten mit Kolonkarzinom publiziert [156]. Im 

gleichen Jahr führte die Arbeitsgruppe um Ni et al. erfolgreich die ersten Whole-Exom-

Sequenzierungen einzelner CTCs durch [157]. Multi-Marker-Genexpressionsanalysen 

einzelner CTCs konnten aufgrund der relativ instabilen mRNA bisher nur in wenigen Studien 

durchgeführt werden. Die ersten mRNA-Sequenzierungen einzelner CTCs wurden 2012 an 

einem Patienten mit Melanom durchgeführt [158]. Weitere Multi-Marker-

Genexpressionsanalysen einzelner CTCs wurden mit Hilfe eines dual-kolorimetrischen RNA-

in situ Hybridisierungs-Assays sowie durch RT-PCR Analysen erstellt [150, 159]. Der Bedarf 

nach optimierten semi-automatisierten Arbeitsabläufen zur besseren Abbildung der interzellu- 

lären  Heterogenität,  aus  Kombination  von  Technologien  zur  Anreicherung,  Isolation  sowie 
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Charakterisierung von CTCs auf Einzelzellebene, ist hoch. 

 Kultivierte CTCs – CTC Zelllinien 

Molekulare sowie funktionale Analysen aus CTC generierter Zelllinien könnten wichtige 

Informationen für das Verständnis der Zellbiologie, der Tumorzelldissemination, der 

Resistenzbildung sowie der Identifikation neuer Zielmoleküle für personalisierte Therapien 

liefern. CTCs müssen für die Herstellung von CTC-Zelllinien in Kultur genommen werden. In 

der gegenwärtigen Literatur sind Kurzzeitkultivierung mehrfach beschrieben worden. Im 

Gegensatz dazu gibt es nur einzelne Fallvorstellungen, in denen eine Langzeitkultivierung von 

CTCs gelang. Dabei konnte bisher eine CTC-Zelllinie aus einem Patienten mit Kolonkarzinom 

erfolgreich etabliert werden, welche für 16 Monate kultiviert werden konnte [160]. Bei 

Patientinnen mit Mammakarzinom sind zwei CTC-Zelllinien beschrieben [161, 162]. 

 Klinische Relevanz von CTCs bei Patientinnen mit Mammakarzinom 

Trotz früher Diagnosestellung sowie adäquater Therapie offenbart sich in etwa 20 – 30 % der 

Patientinnen mit Mammakarzinom im weiteren Verlauf eine Metastasierung [163]. In 40 – 80 

% der Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom können CTCs nachgewiesen werden. 

Derzeit werden über 200 klinische Studien (https://clinicaltrials.gov/, Stand August 2018) zur 

Rolle von CTCs durchgeführt. Beim primären sowie metastasierten Mammakarzinom konnte 

die klinische Relevanz von CTCs als prognostischer Faktor eindeutig belegt werden. Klinische 

Studien untersuchen derzeit, inwiefern CTCs in dem Therapiemonitoring sowie in der 

Therapieoptimierung eine klinisch relevante Rolle spielen könnten. Die klinische Relevanz von 

CTCs bei Patientinnen mit primärem und metastasiertem Mammakarzinom wird im Folgenden 

erläutert und ist in Tabelle 2 zusammengefasst.  

 

Tabelle 2: Klinische Relevanz von CTCs bei Patientinnen mit primärem und metastasiertem 

Mammakarzinom (modifiziert nach [164]).  

 

Potential Primäres MammaCA Metastasiertes MammaCA 

Prognose Ja; CTCs sind signifikant mit 

dem krankheitsfreien 

Überleben sowie 

Gesamtüberleben assoziiert 

Ja (Evidenz Level I); hohe CTC 

Zahlen korrelieren mit einem 

kürzeren progressionsfreien 

Überleben sowie  

Gesamtüberleben (Cut-off: 

https://clinicaltrials.gov/
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5 CTCs/7,5 ml PB) 

Therapiemonitoring Unklar; Nachweis von CTCs 

zwei Jahre nach Abschluss der 

CTX ist prädiktiv für ein 

schlechteres Gesamtüberleben; 

widersprüchliche Ergebnisse 

hinsichtlich der CTC Anzahl 

und Ansprechen neoadjuvanter 

CTX 

Wahrscheinlich relevant: Hohe 

CTC Zahlen nach Beginn einer 

Erstlinien-CTX können einen 

Progress angemessen 

vorhersagen; jedoch profitieren 

Patienten nicht von einem 

Wechsel zu einem anderen 

Regime (Klinische Studien: 

SWOG 0500, CirCe01) 

Therapieentscheidung Wahrscheinlich relevant; 

Evidenz ausstehend (Klinische 

Studien; TREAT CTC, aktiv, 

Rekrutierung abgeschlossen) 

Wahrscheinlich relevant; 

Evidenz ausstehend (Klinische 

Studien: STIC CTC 

METABREAST, DETECT 

III/IVa/IVb/V)   

 

 CTCs als prognostischer Faktor 

In der metastasierten Situation wurde der prognostische Wert von CTCs erstmals durch eine 

prospektive Studie der Arbeitsgruppe um Cristofanilli et al. beschrieben [147]. Dabei zeigte 

sich bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom ein signifikant kürzeres 

progressionsfreies Überleben sowie Gesamtüberleben bei einem Nachweis von mehr als 5 

CTCs pro 7,5 ml Blut [147]. Mittlerweile konnte durch eine Vielzahl klinischer Studien diese 

prognostische Relevanz unter Verwendung des CellSearch®-Systems und des Cut-off Levels 

von 5 CTCs/7,5 ml Blut bestätigt werden [165, 166]. Gegenwärtig wird deshalb in den 

Empfehlungen der AGO Kommission Mamma ein CTC Nachweis mittels CellSearch®-System 

als mögliche Option für die Prognoseabschätzung mit der Empfehlung „+" bewertet [38]. In 

einzelnen prospektiven und retrospektiven Studien wurde zudem der Einfluss des molekularen 

Primärtumor-Subtyps auf die prognostische Relevanz von CTCs untersucht. Wallwiener et al. 

zeigten, dass die prognostische Relevanz von CTCs unabhängig des zu Grunde liegenden 

molekularen Subtyps besteht [167].  

Auch in der primären Situation konnten mehrere Studien die prognostische Relevanz des 

Nachweises von CTCs auf das krankheitsfreie Überleben sowie Gesamtüberleben bei 

Patientinnen mit Mammakarzinom aufzeigen [168-171]. In der SUCCESS Studie offenbarten 
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21,5 % der Patientinnen postoperativ bzw. vor Beginn einer Chemotherapie CTCs [168]. Nach 

drei Jahren zeigte sich bei diesen CTC positiven Patientinnen ein signifikant verringertes 

krankheitsfreies Überleben sowie Gesamtüberleben im Vergleich zu CTC negativen 

Patientinnen [168]. Inwieweit die prognostische Relevanz von einem entsprechenden 

molekularen Subtyp des Primärtumors abhängt, gilt es noch in der adjuvanten Situation genauer 

zu untersuchen. Beispielsweise zeigten Boutrus et al., dass CTCs für den basal-like oder HER2 

enriched Subtyp jedoch nicht für luminale Subtypen prognostisch relevant sind [172]. Im 

Gegensatz dazu offenbarten Giordano et al. eine prognostische Relevanz für alle Subtpyen 

außer des HER2 enriched Subtypes [173].  

 CTCs im Rahmen des Therapiemonitorings 

Bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom konnten Cristofanilli et al. zeigen, dass 

eine Persistenz von CTCs unter einer laufen Erstlinien Therapie mit einer besonders 

ungünstigen Prognose assoziiert ist [147, 174]. Analog konnte in der amerikanischen Studie 

SWOG (Southwest Oncology Group) S0500 die prognostische Relevanz des Nachweises sowie 

der Persistenz von CTCs unter Chemotherapie bestätigt werden. Jedoch brachte der frühe 

Wechsel einer Therapie bei Tumorzellpersistenz keinen Vorteil für die Patientinnen [175]. 

Analog dazu untersucht derzeit die CirCé01 Studie (NCT01349842), inwiefern Patientinnen 

bei steigenden CTC Zahlen unter Therapie von einem möglichen therapeutischen Wechsel 

profitieren könnten [176].  

In der adjuvanten Situation ist die klinische Rolle von CTCs im Rahmen des 

Therapiemonitorings aufgrund der noch jungen Datenlage derzeit unklar, sodass 

Therapieentscheidungen basierend auf der CTC Anzahl nur in begründeten Einzelfällen gestellt 

werden sollten. Der Nachweis von CTCs zwei Jahre nach Abschluss einer adjuvanten 

Chemotherapie zeigte sich prädiktiv für ein schlechteres Gesamtüberleben [177]. Hinsichtlich 

der Rolle von CTCs in der neoadjuvanten Situation stellt sich die Studienlandschaft derzeit 

noch unklar dar [178-180]. 

 CTCs im Rahmen der Therapieentscheidung 

Bei Metastasierung wird die erneute Bestimmung therapierelevanter Marker empfohlen wie 

z.B. HER2, ER und PR. Meistens steht jedoch in der metastasierten Situation keine Biopsie der 

Metastasen zur Verfügung. Da sich Metastase und Primärtumor hinsichtlich relevanter 

therapeutischer Zielmoleküle unterscheiden können, werden Biomarker zur Untersuchung des 

aktuellen Status der Erkrankung benötigt. CTCs spiegeln den Phänotyp der Zellen mit dem 
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Potential der hämatogenen Disseminierung wieder, sodass diese in Echtzeit wichtige 

Informationen hinsichtlich therapeutischer Zielsequenzen sowie inter- und intratumoraler 

Heterogenität liefern können. Demnach könnte durch die Charakterisierung von CTCs eine 

mögliche Therapieoptimierung erfolgen.  

In der metastasierten Situation konnten zahlreiche Studien eine inter- und intratumorale 

Heterogenität hinsichtlich des HER2 Status zeigen [99, 181, 182]. Meng et al. konnten in 

Patientinnen mit HER2 negativem Primarius HER2 positive CTCs nachweisen [183]. Diese 

Patientinnen wiesen nach Behandlung mit einer HER2 gerichteten Therapie (Trastuzumab) eine 

Tumorremission auf. Die Frage, inwieweit Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom 

klinisch von einer Systemtherapie gegen CTCs profitieren können, wird gegenwärtig in den 

DETECT Studien (http://www.detect-studien.de/) untersucht. DETECT III untersucht den 

Einsatz einer Therapie mit Lapatinib bei Patientinnen mit HER2 negativem Primarius und 

HER2 positiven CTCs [181]. Als Ergänzung steht DETECT IV (NCT02035813) bei 

metastasiertem HER2-negativem Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom sowie HER2 

positiven CTCs zur Verfügung. Die DETECT V CHEVENDO Studie (NCT02344472) 

untersucht die duale HER2-gerichtete Therapie (Trastuzumab und Pertuzumab) in 

Kombination mit entweder einer endokrinen Therapie oder einer Chemotherapie bei 

Patientinnen mit metastasiertem HER2-positivem, Hormonrezeptor-positivem 

Mammakarzinom. 

In der adjuvanten Situation wird die Therapie abhängig von der Histochemie des Primärtumors 

gestellt. Inwiefern CTCs dabei eine Rolle spielen könnten wird gegenwärtig in der „TREAT 

CTC“ (NCT01548677) Studie untersucht [184]. Dabei werden Patientinnen mit HER2 

negativem Primarius und HER2 positiven CTCs hinsichtlich einer gegen HER2-gerichteten 

Therapie (Trastuzumab) randomisiert.   

 

Zusammenfassend sprechen die derzeitigen Studien für eine prognostische Relevanz von CTCs 

in der primären sowie metastasierten Situation. Zudem könnte die molekulare 

Charakterisierung von CTCs wichtige zusätzliche Informationen zur CTC Anzahl liefern. 

Zahlreiche Studien offenbarten eine intra- und intertumorale Heterogenität zwischen CTCs und 

Primärtumor hinsichtlich des Phäno- und Genotyps. Deshalb könnte der Nachweis sowie die 

anschließende molekulare Charakterisierung von CTCs eine zentrale Rolle für das 

Therapiemonitoring sowie der Therapieoptimierung bei Mammakarzinom-Patientinnen 

spielen. 

http://www.detect-studien.de/
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 Zielstellung der Arbeit 

Das Mammakarzinom ist ein heterogenes Krankheitsbild mit verschiedenen histologischen und 

molekularen Subtypen. Gegenwärtig basiert die Indikation und Auswahl einer Therapie auf 

Charakteristika des Primärtumors. Etwa 70 % aller Primärtumore exprimieren 

Hormonrezeptoren und gelten damit als endokrin sensitiv [33, 34]. Jedoch ist die Wirksamkeit 

einer endokrinen Therapie durch primäre sowie sekundäre Resistenzen gegenüber endokrinen 

Therapien limitiert [41, 42]. Zahlreiche mögliche Resistenzmechanismen wurden beschrieben, 

darunter auch der Einfluss intra- und intertumoraler Heterogenität [99]. Der Primärtumor 

besteht oft aus vielen verschiedenen Subklonen, die eine mögliche Ursache für eine 

Therapieresistenz darstellen sowie eine unterschiedliche Neigung zur Metastasierung besitzen 

können. Bereits früh im Krankheitsverlauf zeigen Mammakarzinom-Patientinnen eine 

hämatogene Dissemination von Tumorzellen. Die zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) gelten 

als Vorläuferzellen von Metastasen. Die prognostische Relevanz von CTCs konnte in 

zahlreichen klinischen Studien aufgezeigt werden [147, 165, 166]. Darüber hinaus könnten 

sequentielle CTC-Analysen die Möglichkeit bieten, endokrine Therapien in Echtzeit zu 

monitoren sowie gegebenenfalls zu optimieren. Da CTCs eine sehr heterogene Population 

darstellen, könnte speziell die Charakterisierung einzelner CTCs wichtige Informationen 

hinsichtlich der inter-zellulären Heterogenität, therapeutischer Zielsequenzen sowie endokriner 

Resistenzmechanismen liefern. Die Detektion, Isolation und molekulare Charakterisierung 

einzelner CTCs stellt jedoch aufgrund ihrer Seltenheit eine große Herausforderung dar.  

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Erstellung von Multi-Marker-Genexpressionsprofilen 

einzelner CTCs zur Untersuchung der intra-individuellen Heterogenität hinsichtlich relevanter 

endokriner therapeutischer Zielstrukturen sowie möglicher endokriner Resistenzmechanismen 

bei metastasierten Mammakarzinom-Patientinnen mit Resistenzen gegenüber endokrinen 

Therapien. Teilziele dieser Arbeit waren: 

 

1) Technische Aspekte 

1.1) die Etablierung einer Multi-Marker-Genexpressionsanalyse auf Einzelzellebene 

bestehend aus Transkripten, die mit dem Phänotyp (epithelial, mesenchymal) einer Zelle 

sowie mit endokrinen Resistenzmechanismen assoziiert sind  

 

1.2) die Untersuchung des Einflusses von Fixierung und Permeabilisierung auf die 

Erstellung von Genexpressionsprofilen  



- Zielstellung - 

22 

 

2.) Wissenschaftliche Aspekte 

2.1) Genexpressionsanalysen einzelner CTCs nach Anreicherung und Detektion mittels 

CellSearch® CTC Kit 

 

2.2) Genexpressionsanalysen einzelner CTCs nach Anreicherung mittels Diagnostischer 

Leukapherese und ParsortixTM-Systems  

 

2.3) Genexpressionsanalysen einzelner kultivierter CTCs nach Anreicherung mittels 

Diagnostischer Leukapherese und ParsortixTM-Systems  
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 M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N  

 Material 

 Zellen 

Bezeichnung Spezies Herkunft Hersteller 

Zelllinien    

MCF-7 Mensch Zellen eines 

Pleuraergusses aus 

einer Patientin mit 

metastasiertem 

Adenokarzinom 

der Brust 

ATCC, Manassas, USA 

MCF-7/TAMR1 

 

 

 

 

 

MDA-MB-231 

Mensch 

 

 

 

 

 

Mensch 

Zellen eines 

Pleuraergusses aus 

einer Patientin mit 

metastasiertem 

Adenokarzinom 

der Brust 

Adenokarzinom 

der Brust  

Merck Chemikalien, Darmstadt, 

Deutschland 

 

 

 

 

ATCC, Manassas, USA 

 

Primäre Zellen    

Kultivierte CTCs Mensch Blut einer Patientin 

mit metastasiertem 

Adenokarzinom 

der Brust 

Forschungslabor der 

Universitätsfrauenklinik, 

Düsseldorf, Deutschland 

 

 Kulturmedien 

Medium Komponenten Menge/Konzentration 

Komplettmedium für 

MCF-7 und MDA-MB-231 

DMEM/F12 ohne Phenolrot 

mit 
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 L-Glutamin 

FCS 

Insulin 

Penicillin/Streptomycin 

2.5 mM 

1% 

6 ng/ml 

1 %  

Komplettmedium für  

MCF-7/TAMR1 

DMEM/F12 ohne Phenolrot 

mit 

L-Glutamin 

FCS 

Insulin 

Tamoxifen 

Penicillin/Streptomycin 

 

 

2.5 mM 

1 % 

6 ng/ml 

1 uM 

1 % 

Komplettmedium zur  

CTC Kultivierung 

RPMI 1640 mit 

B27 

hEGF 

FGF2 

Penicillin/Streptomycin 

 

1x 

20 ng/ml 

20 ng/ml 

1 % 

 

 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Acrylamid/Bisacrylamid  

(30 %/0,8 %) Ratiphorese Gel 30  

Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ammoniumpersulfat ((NH4)2S2O8) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Bromphenolblau (C19H10Br4O5S) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

BSA PAA, Cölbe, Deutschland 

Calciumchlorid Dihydrat  

(CaCl2 x 2H2O) 

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Decon Decon Laboratories Limited, Sussex, UK 

Dimethylsulfoxid, DMSO (C2H6OS) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Dithiothreitol, DTT (C4H10O2S2) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Ethanol, >99 % (C2H6O) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

fetales Kälberserum (FCS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Formaldehyd (CH2O) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Glycerin (C3H8O3) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Glycerol (C3H8O3) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

hEGF Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

FGF2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Isopropanol (2-Propanol, C3H8O) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol (CH4O) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natrium Desoxycholsäure 

(C24H39NaO4) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumdodecylsulfat, SDS, 10 %  

(C12H25NaO4S) 

Nonidet P 40 Substrat, 1%, (NP-40) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PBS Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Penicillin/Streptomycin 

PhosSTOPTM Phospahtase Inhibitor 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Roche, Basel, Schweitz 

ProteinaseK Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Recombinantes humanes Insulin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Roti®-Quant (Bradford-Reagenz) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure (HCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Schwefelsäure (H2SO4) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tamoxifen Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Triton X-100 Merck, Darmstadt, Deutschland 

Trypanblau (C34H28N6O14S4) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypsin-EDTA, 1x Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Tween20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Wasser, Nuklease-frei Qiagen, Venlo, Niederlande 

 

 Antikörper 

Primäre Antikörper Spezies Klon Methode Hersteller 

β-Aktin 

 

Kaninchen Sc-1616 WB Santa-Cruz Biotechnology, 

Dallas, USA 
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EpCAM-FITC Maus VU1D9 IF StemcellTM Technologies, 

Köln, Deutschland 

ERα Kaninchen SP1 WB, IF Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Pan-Zytokeratin Maus AE1/AE3 IF Abcam, Cambridge, UK 

Anti-CD 45-AF 647 Maus 3S-Z5 IF Santa-Cruz Biotechnology, 

Dallas, USA 

Vimentin-AF 488 Maus RV202 IF BD Biosciences, San Jose, 

USA 

     

Sekundärantikörper Spezies Klon  Methode Hersteller 

Anti-Kaninchen-AF 

488 

Ziege polyklonal IF Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Anti-Maus-AF 488 Ziege polyklonal IF Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Anti-Kaninchen-HRP Ziege Sc-2004 WB Santa-Cruz Biotechnology, 

Dallas, USA 

     

weitere Fluorophore   Hersteller 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Höchst)  Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

 

 Kits 

Bezeichnung Hersteller 

CelluLyser Micro Lysis and cDNA 

Synthesis Kit 

TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

TATAA PreAmp GrandMaster® Mix TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

TATAA GrandPerformance Cancer Panel 

PreAmp Primer Mix 

TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

TATAA GrandPerformance Assays TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 
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TATAA Probe GrandMaster® Mix TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Pierce™ Coomassie Plus Bradford Assay 

Kit  

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell 

Kit 

Menarini-Silicon Biosystems, Castel 

Maggiore, Italien 

CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell 

Control Kit 

Menarini-Silicon Biosystems, Castel 

Maggiore, Italien 

 

 Molekulargewichtsmarker 

Marker Hersteller 

Precision Plus Protein All Blue Standards  Bio-Rad, München, Deutschland 

 

 TATAA Probe/PrimerAssays 

Bezeichnung/Gen Hersteller 

GAPDH TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

EpCAM TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

MUC1 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden  

KRT19 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

CDH2 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

SNAI1 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

VIM TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

Twist1 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

ALDH TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

CD_44 all TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

CD24L4 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

Myc TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

ESR1 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

ESR2 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

PGR TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

EGFR TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 
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VEGFR1 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

VEGFR2 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

IGFR TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

VEGFA TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

PI3K TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

AKT2 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

mTOR TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

FOXO TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

PTEN TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

CCND1 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

HDAC2  TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

ERBB2 TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

GAPDH  TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

ACTB TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

UBC TATAA Biocenter, Göteborg, Schweden 

 

 Verwendete Lösungen und Puffer 

Lösung/Puffer Komponenten Menge/Konzentration 

Proteinanalysen   

1x RIPA Lyse Puffer 

pH 7,6 

Tris 

NaCl 

NP-40 

Natriumdesoxycholat 

SDS 

+ Protease-

/Phosphatase-Inhibitor 

50 mM 

150 mM 

1 % 

0,5 % 

0,1 % 

 

 

10x SDS Laufpuffer  

Tris  

SDS 

Glycin 

0,25 M 

1 % (w/v) 

1,92 M 

1x Blotting Puffer 

Tris 

Glycin 

Methanol 

0,25 mM 

0,2 M 

20 % (v/v) 
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1x TBS-T (Waschpuffer) 

Tris 

NaCl 

Tween 20 

20 mM 

150 mM 

0,1 % (v/v) 

weitere Puffer Hersteller 

CELLTRACKS® AUTOPREP® 

Instrument Puffer 

Menarini-Silicon Biosystems, Castel Maggiore, 

Italien 

 

 Geräte 

Gerät Hersteller 

Aesculap antomische Pinzette B.Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

Brutschrank HERACELL 150i 

CELLSEARCH® 

 

CellCelectorTM  

 

CellCelectorTM Flowbox 

 

CellCelectorTM Magnet-Adapter 

 

CELLTRACKS ANALYZER II® 

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

Menarini-Silicon Biosystems, Castel Maggiore, 

Italien 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena, 

Deutschland 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena, 

Deutschland 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena, 

Deutschland 

Menarini-Silicon Biosystems, Castel Maggiore, 

Italien 

ChemiDocTM MP-System  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Elektrophorese Kammer Mini-

PROTEAN® 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 

Imaging 

Carl Zeiss Miskroskopie GmbH, Jena, Deutschland 

Laborwaage METTLER PM 480 

Delta Range® 

Mettler-Toledo, Columbus, USA 

Laborwaage METTLER Toledo AG 

204 

Mettler-Toledo, Columbus, USA 
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LightCycler® 480 II System Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, 

Deutschland 

Luminometer Victor3 1420  

Magnetrührer Ikamag RED® 

Mikroplatten-Reader Anthos Reader 

HAT2 

Mikroskop Leica DM IRB 

PerkinElmer, Rodgau-Jügesheim, Deutschland 

Jahnke und Kunkel GmbH, Staufen, Deutschland 

Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld, Deutschland 

 

Leica Camera, Wetzlar, Deutschland 

Thermozykler PegStar VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Thermoschüttler Peqlab  VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

ParsortixTM ANGLE, Surrey, UK 

pH-Meter Ultra Basic Denver Instrument, NY, USA 

Pipetten (1-1000 µl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Schüttler Swip Edmund Bühler GmbH, Bodelshausen, Deutschland 

SDS-PAGE Apparatur Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Spectra Optia® Systems 

Spectra Optia® MNC collection set 

Terumo BCT, Inc., Lakewood, USA 

Terumo BCT, Inc., Lakewood, USA 

Spannungsgerät PowerPacTM 

Universal 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Spektralphotometer Ultrospec 2100 Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland 

Sterilbank HeraSafe Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

Trans-Blot® Semi-Dry,  

Electrophoretic Transfer Cell 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Vortexer Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland 

Wasserbad 1083 GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Burgwedel, Deutschland 

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

Zentrifuge ROTOFIX 32A Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 

 

 Software 

Software Hersteller 

GraphPad PRISM 5 Graphpad Software Inc., La Jolla, USA 

ImageJ 1.51d NIH, Bethesda, USA 
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Microsoft Excel 2017 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

CELLTRACKS® AUTOPREP® 

System 

Menarini-Silicon Biosystems, Castel Maggiore, 

Italien 

ZENlite Carl Zeiss Miskroskopie GmbH, Jena, Deutschland 

MeV 4.9 http://mev.tm4.org/ (open source) 

Past 3.2 https://folk.uio.no/ohammer/past/index.html (open 

source, University of Oslo) 

 

 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

ALS MagnetPickTM Adapter 

 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena 

Deutschland 

ALS MagnetPickTM Objektträger 

 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena 

Deutschland 

B-27™ 50 x Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

CellSave® Preservation Tubes Menarini-Silicon Biosystems, Castel Maggiore, 

Italien 

CellCelectorTM Glaskapillaren 20 

um, 40 um 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena 

Deutschland 

CellCelectorTM magnetische 

Objektträger 

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena 

Deutschland 

CELLSTAR® 96-well 

Zellkulturplatte 

Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland 

CELLSTAR® Zellkulturflaschen Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland 

CELLSTAR® Falkon Röhrchen Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland 

Costar® Stripette® Corning, New York, USA 

DAKO Antibody Diluent 

DAKO Fluorescent Mounting 

Medium 

DAKO Protein Blocking Solution 

DAKO, Glostrup, Dänemark 

DAKO, Glostrup, Dänemark 

 

DAKO, Glostrup, Dänemark 

Deckgläschen Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Königsholfe, Deutschland 

DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

http://mev.tm4.org/
https://folk.uio.no/ohammer/past/index.html
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Einwegpipetten, steril  

Filter Easy strainerTM 

Greiner Bio-One, Essen, Deutschland 

Greiner Bio-One, Essen, Deutschland 

FrameStar®384-well Platte 4titude® Ltd, Surrey, USA 

Immun-Blot® PVDF Transfer 

Membran 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA 

Kryo-Röhrchen Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland 

Objektträger  VWR International, Radnor, USA 

ParsortixTM Kassette ANGLE, Surrey, UK 

Pasteurpipetten Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

PCR-Gefäße  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PCR-Gefäße Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

TipOne® Pipettenspitzen STARLAB International, Hamburg, Deutschland 

Ratiolab® Blottingpapier Roth, Karlsruhe, Deutschland 

RPMI Medium 1640 

Spritzenfilter 0,2 um 

SuperBlock Blocking Puffer 

Zählkammer „Neubauer Improved“ 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

VWR international, Radnor, USA 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Karl Hecht GmbH, Sondheim, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

 

 



- Methoden - 

33 

 

 Methoden 

 Zellbiologische Methoden 

 Zelllinien: MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 

Bei der adhärenten MCF-7 Zelllinie handelt es sich um eine Östrogenrezeptor-positive 

Mammakarzinom-Zelllinie, die 1970 aus einem Pleuraerguss einer weißen (kaukasischen) 69-

jährigen Frau mit einem metastasiertem duktalen Mammakarzinom  isoliert wurde [185]. Die 

adhärente MCF-7/TAMR1 Zelllinie ist eine Tamoxifen resistente Zelllinie, die durch 

Langzeitkultivierung unter Tamoxifen aus der Zelllinie MCF-7/S0.5 etabliert wurde.  

Bei der adhärenten MDA-MB-231 Mammakarzinom-Zelllinie handelt es sich um eine tripple-

negative Zelllinie (claudin low) mit mesenchymalen Phänotyp, die aus dem Pleuraerguss einer 

weißen (kaukasischen) 51-jährigen Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom in den 

1970er Jahren isoliert wurde [186]. 

 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien 

Die adhärenten Zelllinien wurden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und in 5 % (v/v) CO2-

Atmosphäre unter sterilen Bedingungen im Brutschrank in ihren entsprechenden Kulturmedien 

kultiviert.  

Die Zellkulturen wurden regelmäßig mit frischem Medium bei ca. 80 % Zelldichte ein bis zwei 

Mal wöchentlich passagiert. Dazu wurden die adhärenten Zellen zunächst mit PBS gewaschen 

und anschließend nach Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA im Brutschrank für 2 - 5 min inkubiert. 

Dies führte zur Ablösung der adhärenten Zellen von der Zellkulturflasche. Durch Zugabe von 

5 ml frischen vorgewärmtem Medium wurde die Trypsin-EDTA Wirkung abgestoppt. Nach 

fünf minütiger Zentrifugation bei 1200 rpm unter RT wurde das entstandene Zellpellet mit 

vorgewärmtem Medium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellen 

entsprechend der Dichteverhältnisse gesplittet oder für weitere Versuche nach 

Zellzahlbestimmung in Zellkulturschalen oder auf Deckgläschen ausgesät. 

 Kryokonservierung und Rekultivierung 

Die Versuchsdurchführung der Kryokonservierung erfolgte unter der Sterilbank. Dazu wurden 

die Zellen, wie in 2.2.1.2 beschrieben, abgelöst und bei 1100 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. 

Nach Abnahme des Überstandes wurde das Zellpellet in 2 ml Einfriermedium (90 % 

Kulturmedium mit 10 % (v/v) DMSO) resuspendiert und in ein Kryo-Röhrchen überführt. Über 
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Nacht erfolgte im ersten Schritt das Einfrieren der Zellen bei -80 °C mittels Einfrierbox, die 

eine graduelle Abkühlung von -1 C°/min ermöglicht. Die Kryo-Röhrchen wurden am Folgetag 

zur Langzeit-Kryokonservierung in flüssigen Stickstoff (-196 °C) überführt.  

Für die Re-Kultivierung wurden die Zellen bei 37 °C aufgetaut, 5 min bei 1200 rpm 

zentrifugiert und das Pellet in 5 ml Medium resuspendiert. Im Anschluss konnte die Zell-

Suspension in eine Zellkulturflasche mit frischem Kulturmedium überführt und weiter 

kultiviert werden.   

 Zellzahlbestimmung und Vitalitätstest mit Trypanblau  

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl pro Mikroliter diente die „Neubauer improved“ 

Zählkammer. Diese besteht aus neun großen Quadraten, von denen die 4 Eckquadrate mit je 16 

kleinen Quadraten ausgezählt wurden. Die Eckquadrate haben jeweils eine Kantenlänge von 1 

mm mit einer sich daraus resultierenden Fläche von 1 mm2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Neubauer improved Zählkammer (http://proscitech.com.au/cataloguex/img/s/sv520-

n.jpg) 

 

 

Für die Zellzahlbestimmung wurde nach Ernte ein Aliquot der Zellsuspension entnommen. Die 

Zellsuspension wurde in einer 1:2 Verdünnung mit Trypanblau versetzt und die Lebendzellzahl 

der 4 Eckquadrate mäanderförmig unter dem Mikroskop bestimmt. Die Zellzahl je l ergibt 

sich aus folgender Berechnung: 

 

Zellzahl/l =  Mittelwert der gezählten Zellen pro Eckquadrat x Verdünnungsfaktor x 104 

http://proscitech.com.au/cataloguex/img/s/sv520-n
http://proscitech.com.au/cataloguex/img/s/sv520-n
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 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen 

Für die Fixierung von Zellkulturzellen wurde nach der Zell-Ernte ein Aliquot der 

Zellsuspension entnommen. Nach Bestimmung der Zellzahl und Waschen der Zellen mit PBS 

wurden 5000 Zellen in Reaktionsgefäße mit 7 ml vorgewärmten PBS überführt. Die Fixierung 

der Zellen erfolgte durch Überführung der Zellsuspension in CellSave® Preservation Tubes. 

Die CellSave® PreservationTubes wurden für 48 h bei 4 °C gelagert. Im Anschluss erfolgte die 

Mikromanipulation von Einzelzellen (siehe Kapitel 2.2.2.6) bzw. die Permeabilisierung.  

Native oder bereits fixierte Zellkulturzellen wurden mit Hilfe von Triton X-100 permeabilisiert. 

Dafür wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend für 8 min bei RT in PBS/Triton 

X-100 (0,1 %) Lösung inkubiert. Im Anschluss erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS 

die Mikromanipulation von Einzelzellen (siehe Kapitel 2.2.2.6). 

 Gewinnung von CTCs 

Zur Gewinnung von CTCs wurde venöses Blut oder Proben, welche mittels Diagnostischer 

Leukapherese (DLA; siehe Kapitel 2.2.2.2) gewonnen wurden, verwendet. Peripheres Blut 

wurde von Patienten mit metastasiertem Mammakarzinom im Interdisziplinären Zentrum für 

ambulante Chemotherapie (IAC) des Universitätsklinikums Düsseldorf in CellSave® 

Preservation Tubes abgenommen.  

Die Gewinnung und Aufarbeitung der DLA-Proben von Patientinnen erfolgte am Institut für 

Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) sowie der Klinik für Allgemein-, 

Viszeral- und Kinderchirurgie des Universitätsklinikums Düsseldorf im Rahmen einer 

Kooperation mit Herrn Dr. Johannes Fischer und Herrn Prof. Dr. Nikolas H. Stoecklein.  

Entsprechende Ethikanträge sowie Genehmigungen der zuständigen Ethikkommission liegen 

für die durchgeführten Probenentnahmen und Untersuchungen vor. Vor Probenentnahme 

erfolgte die schriftliche Einwilligung der Patienten zur Verwendung des gewonnenen Materials 

für Forschungszwecke.  

 Anreicherung und Detektion von CTCs mit dem CellSearch®-System 

Das CellSearch®-System ist ein standardisiertes semi-automatisiertes Verfahren zur 

Anreicherung mit immunzytochemischen Nachweis von CTCs. Es ist bisher das Einzige von 

der Food and Drug Administration (FDA) zugelassene Testverfahren zum Nachweis von CTCs 

bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom. Den Patientinnen wurden 7,5 ml Blut 

über eine periphere Nadel oder eine Venenverweilkanüle in CellSave® Preservation Tubes 

abgenommen und innerhalb von 96 h entsprechend der Herstellervorgaben mit Hilfe des 
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CellSearch® Circulating Tumor Cell Kits prozessiert (Abbildung 7). Dieses beinhaltet ein 

Capture-Reagenz zur Separation und Anreicherung von CTCs sowie Fluoreszenz-Reagenzien, 

die eine Detektion möglich machen. Das auf Ferrofluiden basierende Capture-Reagenz besteht 

aus Nanopartikeln mit einem magnetischen Kern. Diese sind von einer polymeren Schicht von 

Antikörpern mit Bindungskapazität für das Oberflächenmolekül EpCAM umgeben. Zur 

Detektion von CTCs erfolgt nach immunomagnetischer Bindung und Separation die Zugabe 

von Fluoreszenz-Reagenzien: Phycoerythrin-konjugierte Antikörper gegen Zytokeratin 8, 18 

und 19; ein Allophycocyanin-konjugierter Antikörper gegen CD45 zur Differenzierung von 

CTCs zu Leukozyten; den Kernfarbstoff DAPI sowie Puffer zur Permeabilisierung der 

Zellmembran. Mit Hilfe des semi-automatisierten Mikroskop-Systems CellTracks® Analyzer 

II erfolgte die Analyse der detektierten Ereignisse. Die Auswertung positiver Ereignisse 

erfolgte durch eine zytologisch erfahrene Person. Im Rahmen des Qualitätsmanagements 

erfolgte die regelmäßige Kontrolle der Proben-Verarbeitung mit Hilfe des CellSearch® 

Circulating Tumor Cell Control Kits. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Prinzip der Anreicherung und Detektion von CTCs mit Hilfe des CellSearch®-

Systems (Truini et al., 2014 [187]).  
 

 Anreicherung mit Hilfe der Diagnostischen Leukapherese (DLA) 

CTCs werden normalerweise in Patientenproben peripheren Bluts detektiert. Da in den 

Patientenproben CTCs nur in sehr geringer Anzahl zu finden sind, könnte die Analyse eines 

größeren Blutvolumens einen entscheidenden Einfluss auf die Anzahl und Detektionsraten von 
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CTCs haben. Eine Möglichkeit stellt die Nutzung der Diagnostischen Leukapherese (DLA) dar 

[142].  

Die DLA ist ein Verfahren zur extrakorporalen Separation von Zellen deren Dichte im Bereich 

zwischen 1,05 und 1,088 g/l liegt. Zu dieser Zellpopulation zählen mononukleäre Blutzellen 

sowie CTCs. Analog zu der bereits in der Klinik eingesetzten therapeutischen Leukapherese 

erfolgt die DLA mit dem Unterschied, dass eine Gabe von GCSF zur Mobilisierung von 

Stammzellen nicht erforderlich ist. Es wird durchschnittlich 2,6 l Blutvolumen prozessiert (0,8-

6,2 l), sodass die Dauer der DLA ca. 1 h beträgt. Die DLA wurde mit Hilfe des Spectra Optia® 

Systems am Institut für Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) des 

Universitätsklinikums Düsseldorf durchgeführt. Während der DLA wird der Patientin über 

einen peripheren venösen Zugang Blut entnommen und in ein steriles Schlauch-System geleitet 

(Abbildung 8). Das Blut fließt über das Schlauchsystem in den Zellseparator, in dem die 

Separation der einzelnen Blutzellen mittels Zentrifugation anhand ihrer Dichte erfolgt. Ein 

Gerinnen des Vollblutes wird durch die Zugabe von ACDA (Acid Citrate Dextrose solution A) 

verhindert. Durch die DLA wurden pro Patient zwischen 30 und 50 ml Probenmaterial 

gewonnen. Unter sterilen Bedingungen wurden Aliquots der entsprechenden DLA-Probe 

erstellt. Für die weiteren Versuche wurden Aliquots mit 108 mononukleären Zellen verwendet.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- Methoden - 

38 

 

Abbildung 8: Ablauf der Diagnostischen Leukapherese (DLA) zur Anreicherung von CTCs mit 

Hilfe des Spectra Optia® Systems (modifiziert nach https://www.cellex.me/de/blutstammzell 
spende/arten-der-entnahme/periphere-stammzellentnahme): Das Grundprinzip basiert auf einer 

extrakorporalen Blutzellseparation. Vollblut wird durch Zentrifugation in seine Bestandteile aufgeteilt. 

Durch die Zugabe des Gerinnungshemmers ACDA wird eine Gerinnung im Schlauchsystem verhindert. 

Die CTC-haltige Schicht (Dichte zwischen 1,05 und 1,088 g/l) wird separiert und in einem 

Sammelbeutel aufgefangen. Die restlichen Blutbestandteile werden dem Patienten wieder 

zurückgeführt. ACDA = Acid Citrate Dextrose solution A, CTCs=circulating tumor cells. 

 

 Kryokonservierung von DLA Proben 

Zur Elimination unerwünschter Thrombozyten erfolgte die Zentrifugation bei 200 x g für 10 

min bei 4 °C. Im Anschluss wurde der weiße Thrombozyten-haltige Überstand abgenommen. 

Nach Hinzugabe von 2 ml Einfriermedium (45 % RPMI 1640, 45 % HSA, 10 % (v/v) DMSO) 

erfolgte im ersten Schritt das Einfrieren der Zellen bei -80 °C mittels Einfrierbox über Nacht 

zur graduellen Abkühlung von -1 C°/min. Am Folgetag wurden die DLA-Proben zur Langzeit-

Kryokonservierung in flüssigen Stickstoff (-196 °C) überführt.  

 Aufarbeitung von DLA Proben über das ParsortixTM-System 

Die Anreicherung von CTCs mit Hilfe des ParsortixTM-Systems basiert auf einem patentierten 

semi-automatisierten Mikrofluidik-System (Abbildung 9). Mit Hilfe einer speziellen Kassette 

erfolgt die Anreicherung abhängig von der Zellgröße sowie der Zellflexibilität ohne 

Verwendung von Oberflächenmarkern. Über ein Schlauchsystem werden Proben mit einem 

Druck von 99 mbar durch eine Einmal-Filter-Kassette des ParsortixTM-Systems gepumpt. Jede 

Filter-Kassette besteht aus 6,5 um großen Separations-Stufen, die den Durchfluss von größeren 

Zellen wie Leukozyten und Tumorzellen verhindern. Zellen kleiner 6,5 um können die Stufen 

passieren und werden dadurch von größeren Zellen separiert.  

Im ersten Schritt erfolgte die Sterilisation mittels 100 % Ethanol sowie das anschließende 

Durchspülen mit Hilfe von PBS der Schlauchsysteme und der Filter-Kassette zur Entfernung 

von Luftblasen. Die kryokonservierten DLA-Proben wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. 

Im Anschluss erfolgte das Überführen der DLA-Probe durch einen 100 ul Filter in ein Falkon-

Reaktionsgefäß. Nach Verdünnung in vorgewärmten PBS (1:20) wurde die entsprechende 

DLA-Probe in der Probenhalterung des ParsortixTM-Systems arretiert und die Probe durch die 

Filter-Kassette gepumpt. Nach Inversion der Fließrichtung erfolgte die Elution, der in der 

Filter-Kassette angereicherten CTCs, in ein Reaktionsgefäß zur Langzeitkultivierung sowie zur 

Durchführung weiterer molekularer Analysen. Abschließend erfolgte eine automatische 

Durchspülung des ParsortixTM-Systems mittels DeconReagenz zur Gewährleistung steriler 

Arbeitsbedingungen. 

https://www.cellex.me/de/blutstammzell
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Abbildung 9: Anreicherung von CTCs mit Hilfe des ParsortixTM-Systems (Xu et al., 2015 [144]): 

(a) Aufbau des ParsortixTM-Systems (b) Aufsicht der Klemme, welche die Filter-Kassette einspannt (c) 

Aufbau der Filter-Kassette (d) Prinzip der Anreicherung von CTCs. 

 

 Langzeitkultivierung von CTCs 

Nach der CTC Anreicherung aus DLA-Proben über das ParsortixTM-System wurde die Probe 

in 4 ml Kulturmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche überführt. Es erfolgte die 

Kultivierung in Kulturmedium als Zellsuspension im Brutschrank unter sterilen Bedingungen 

in einer wassergesättigten Atmosphäre bei 37 °C mit einem CO2 Gehalt von 5 % und einem O2 

Gehalt von 4 %. Alle drei Tage wurde das Kulturmedium gewechselt.  

 Isolation von Einzelzellen mittels Mikromanipulation  

Mit Hilfe des semi-automatisierten CellCelectorTM-Systems wurden Einzelzellen detektiert und 

isoliert (Abbildung 10). Dabei erfolgte nach Detektion anhand morphologischer und 

immunzytochemischer Kriterien die semi-automatische Mikromanipulation einzelner Zellen.  
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Die Probe wurde auf einen ALS MagneticPickTM Objektträger aufgetragen, der in einem ALS 

MagneticPickTM Adapter des Mikromanipulator-Systems arretiert ist. Im Anschluss wurde die 

senkrecht eingesetzte Glaskapillare des Mikromanipulators in einer Höhe zwischen 15 und 25 

um über der Objektträgerfläche kalibriert. Mittels 20x Objektiv wurde die Probe bei Durchlicht 

sowie in entsprechenden Fluoreszenzkanälen mäanderförmig durchmustert. Nach Auswahl der 

zu isolierenden Zelle, erfolgte nach Vorlegen von 9 ul PBS-Puffer in die Kapillare die 

Aspiration der Zelle in 20 nl Volumen. Die Zellen wurden im Anschluss in PCR-

Reaktionsgefäße, gefüllt mit 50 ul PBS, 10 mm über dem Boden abgelegt. Die PCR-

Reaktionsgefäße wurden im Anschluss für 5 min bei 1000 rpm in einer Mikrotischzentrifuge 

zentrifugiert und der Überstand bis auf 1 ul Restvolumen abgenommen. Die Zellen wurden 

anschließen bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung eingelagert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: CellCelectorTM-Mikromanipulator (Neumann et al., 2016 [188]) :  Das 

CellCelectorTM-System besteht aus einem Mikromanipulator (I), einem Roboterarm mit einer 25 ul 

Hamillton-Spritze (III) sowie einem Kapillarhalter (IV), ein motorisierter Kreuztisch zur Probenablage 

(VII), ein Ablagetisch zur Arretierung von Reaktionsgefäßen sowie für Puffer- und 

Sterilisationsreservoire (II, VIII) und ein invertiertes Mikroskop mit einer CCD Kamera (V).  
 

 RNA-Expressionsanalysen von Einzelzellen und gepoolten Einzelzellen 

 RNA-Extraktion 

Die RNA der Zellproben wurde mit Hilfe des CelluLyser™ Micro lysis buffers extrahiert. Bei 

der Zelllyse mittels des CelluLyser™ Micro lysis buffers wurde ein Vorverdau mittels 

ProteinaseK durchgeführt. Dafür wurde 2 ul ProteinaseK (2mg/ml) in die entsprechenden 
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Reaktionsgefäße mit den abgelegten Einzelzellen bzw. gepoolten Zellen zugefügt. Der 

ProteinaseK-Verdau erfolgte im PCR-Cycler nach folgendem Programm: 

 

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen für den ProteinaseK-Verdau 

 
Schritt Dauer Temperatur 

1. 45 min 40 °C 

2. 5 min 95 °C 

3. ∞ 4°C 

 

Im Anschluss wurde die weitere Lyse unter Hinzugabe von 3 ul CelluLyser™ Micro lysis 

buffers durchgeführt. Die RNA wurde bei Bedarf bei -80 °C eingelagert. 

 cDNA Synthese 

Die reverse Transkription wurde mit Hilfe des cDNA Synthesis Kits durchgeführt. Die cDNA 

wurde mittels einer Reversen Transkriptase (RNA-abhängigen DNA-Polymerase) hergestellt. 

Der Reaktionsansatz ergibt sich aus folgender Zusammensetzung: 

 

Tabelle 4: Reaktionsansatz des cDNA Synthesis Kits. 

 

Substanz Volumen (ul) 

Nuklease freies Wasser 2,5 

TATAA GrandScript RT Reaction Mix (5x) 2 

TATAA GrandScript RT Enzyme 0,5 

Endvolumen                                                                                   5 

 

Ein Gesamtvolumen von 5 ul wurde mit Hilfe von Nuklease-freiem Wasser erzielt. Die cDNA 

Synthese erfolgte im PCR-Cycler nach folgendem Programm: 

 

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen des cDNA Synthesis Kits. 

 

Schritt Dauer Temperatur 

1. 5 min 22 °C 

2. 30 min 42 °C 

3. 5 min 85 °C 

4. ∞ 4 °C 
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Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingelagert. 

 Präamplifikation 

Zur Analyse der RNA-Profile von Einzelzellen bzw. kleiner Anzahl gepoolter Zellen wurde 

eine Präamplifikation der zu untersuchenden Gene mit Hilfe des PreAmp GrandMaster® Mix 

durchgeführt. Der Reaktionsansatz ergibt sich aus folgender Zusammensetzung: 

 

Tabelle 6: Reaktionsansatz für die Präamplifikation. 

 

Substanz Volumen (ul) 

TATAA PreAmp Grand Master Mix (2x) 10 

GrandPerformance Cancer Panel PreAmp Primer Mix 2 

Nuklease freies Wasser 6 

cDNA 2 

Endvolumen  20 

 

Ein Gesamtvolumen von 20 ul wurde mit Hilfe von Nuklease-freiem Wasser erzielt. Die 

Präamplifikation erfolgte im PCR-Cycler nach folgendem Programm: 

 

Tabelle 7: Reaktionsbedingungen der Präamplifikation. 

 

Schritt Dauer Temperatur Zyklen 

1. 1 min 95 °C 1 x 

2. 15 s 95 °C 17 x 

3. 2 min 60 °C 17 x 

4. 1 min 72 °C 17 x 

Im Anschluss erfolgte das direkte Einfrieren der Proben bei -80 °C.  

 quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

Im Anschluss wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR-Technologie die mRNA Expression 

mit Hilfe spezifischer Hydrolyse-Sonden des TATAA CTC Grand Performance Assays 

quantifiziert (Abbildung 11). Bei den Hydrolyse-Sonden handelt es sich um sequenzspezifische 

Oligonukleotide, die am 5’-Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff und am 3’-

Ende mit einem nicht-fluoreszierenden Quencher (NFQ) sowie einem minor groove binder 

(MGB) markiert wurden.  
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Die Hydrolyse-Sonde lagert sich an die komplementäre Zielsequenz (Annealing) zwischen 

Forward und Reverse Primern an. Der MGB dient zur Stabilisierung der hybridisierten 

Hydrolyse-Sonde. Durch die enge räumliche Beziehung zum NFQ wird das Fluoreszenzsignal 

des Reportes aufgrund des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) supprimiert. Die 

Sonde wird während der Amplifikation durch die 5’-Exonukleaseaktivität der DNA Polymerase 

hydrolisiert. Die Hydrolyse der Sonde führt zur räumlichen Trennung des Reporter-

Fluorophors vom NFQ. Dadurch entsteht ein Fluoreszenzsignal, das proportional zu den 

Amplifikationszyklen zunimmt. Die Messung erfolgt in jedem Amplifikationszyklus in der 

exponentiellen Phase am Ende der Elongation. Dabei korreliert die gemessene 

Fluoreszenzintensität proportional mit der Quantität der Amplikons. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 11: Funktionsprinzip der qRT-PCR (modifiziert nach Bass et al., 2010 [189]). 

 

Für die Expressionsanalyse wurden Sonden der Firma TATAA verwendet. Als Reporter-

Fluorophor diente FAM. Der Reaktionsansatz ergibt sich aus folgender Zusammensetzung: 
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Tabelle 8: Reaktionsansatz für die qRT-PCR. 

 
Substanz Volumen (ul) 

TATAA Grand Master Mix (2x) 5 

 

Probe Primer Assay 

0,4  

Nuklease freies Wasser 2,6 

cDNA Präamplifikation (1:10 mit H2O verdünnt) 2 

Endvolumen  10 

 

Die quantitative Real Time PCR erfolgte im LightCycler® 480 II System nach folgendem 

Programm: 

 

Tabelle 9: Reaktionsbedingungen der qRT-PCR. 

 

Schritt Dauer Temperatur Zyklen 

1. 60 s 95 °C 1 x 

2. 5 s 95 °C 45 x 

3. 60 s 60 °C 45 x 

 

Die PCR erfolgte mit Hilfe der LightCycler® Software 4.1. Die Messwerte aus dem Analysen-

Manager wurden quantitativ nach der Delta-Ct-Methode ausgewertet. Die Ct-Werte (cycle of 

threshold) entsprechen Zyklen, in denen sich die gemessenen Fluoreszenzen zum ersten Mal 

signifikant von der Hintergrund-Fluoreszenz abheben. Je niedriger der gemessene Ct-Wert, 

desto mehr Zielsequenz war in den Proben vorhanden.  

Die Auswertung der Daten für Einzelzellanalysen erfolgte nach Herstellervorgaben [190]. Es 

wurde ein CtCut off von 35 festgelegt, sodass alle detektierte Ct-Werte größer 35 gleich 35 gesetzt 

wurden. Zudem wurde bei bestehender heterogener Zellpopulationen ein Ct-Wert für fehlende 

Ct Werte gleich 37 festgelegt. Die Bestimmung der zu untersuchenden mRNA Menge (Delta-

Ct) gelang durch die relative Quantifizierung (RQ) zum CtCut-off . Bei gepoolten Zellen erfolgte 

zur Normierung die Teilung der Anzahl der Transkripte durch die entsprechende Anzahl der 

gepoolten Zellen. Im Anschluss erfolgte die Bildung des Logarithmus zur Basis 2. Die 

Berechnung wurde wie folgt durchgeführt: 
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Abschließend erfolgte die Zentrierung des Gens auf den Mittelwert des entsprechenden 

Genpools.  

 Methoden zur Proteinanalyse 

 Zelllyse 

Die adhärenten MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen wurden mittels 5 ml PBS 

in den Kulturschalen gewaschen und anschließend nach Zusatz von 2 ml PBS mit Hilfe eines 

Zellschabers geerntet. Nach Überführung in 1,5 ml Reaktionsgefäße erfolgte eine 5-minütige 

Zentrifugation bei 1100 rpm mit Abnahme des Überstands. Im Anschluss wurden die 

Zellpellets mit 100 ul RIPA-Lysepuffer resuspendiert und für 20 min bei 4 °C und 750 rpm auf 

dem Schüttler inkubiert. Eine im Anschluss durchgeführte 20 min Zentrifugation bei 14000 

rpm führte zur Abtrennung der unlöslichen Bestandteile des Zelllysats. Nach Überführung des 

Überstands in neue Reaktionsgefäße wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20 

°C eingelagert. 

 Proteinbestimmung mittels BCA-Assay 

Zur quantitativen, unselektiven, photometrischen Bestimmung der Proteine diente das Pierce™ 

BCA Protein Assay Kit. Der BCA-Test (Bicinchoninsäure-Test) basiert unter alkalischen 

Bedingungen auf der Bildung von Cu2+ Komplexen mit Proteinen [191]. Die Komplex-Bildung 

hat eine Reduktion des Cu2+ zu Cu+ zur Folge. Die Menge der vorhandenen Proteine ist dabei 

direkt proportional zur Menge des reduzierten Kupfers. Nach Zugabe von Bicinchoninsäure 

entsteht ein violetter Farbstoff. Als Kalibrierung diente eine Eichkurve mit 1-14 ul BSA. Den 

entsprechenden 2,5 ul Proteinproben wurden je 200 ul Detektions-Reagenz (50 Teile Reagenz 

A und 1 Teil Reagenz B) zugefügt. Als Kalibrierung diente die Zugabe von BSA zur 

Standardprobe bzw. der jeweilige Lysispuffer zur Leerprobe. Anschließend wurden die 

Reaktionsgefäße kurz geschwenkt und 5 min bei RT inkubiert. Im Photospektrometer erfolgte 

die Messung des Extinktionskoeffizienten bei 540 nm. 

 SDS-PAGE 

Das Auftrennen der Proteine wurde mit Hilfe der vertikalen, diskontinuierlichen SDS-PAGE 

(Sodiumdodecylsulfat-Polyacralamidgel-Elektrophorese) anhand ihrer unterschiedlichen 

∆ Ct  = Ct 35 – Ct Zielgen 

RQ = 2 ∆ Ct oder = 2 ∆ Ct/Anzahl der Zellen (bei gepoolten Zellen) 

Log  = log2 (RQ) 
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Molekülgrößen durchgeführt. Das anionische Detergens SDS führt durch Aufspaltung der 

Sekundär- und Tertiärstruktur zu einer Ausbildung linearer Protein-SDS-Komplexe 

(Denaturierung). Die gebildeten Protein-SDS-Komplexe zeigen ein gleiches Ladungs/Masse 

Verhältnis und eine gleichmäßig negative Oberflächenladung auf. Die Separation der Proteine 

basiert demnach nur auf der relativen Größe der Polypeptidketten im Polyacrylamidgel. 

Bei der vertikalen, diskontinuierlichen Gelelektrophorese werden zwei verschiedene Gele, 

Trenngel und Sammelgel, verwendet. Diese führen durch ihre unterschiedlichen Eigenschaften 

(pH-Werte und Porengröße) zur Konzentrierung bzw. anschließenden Trennung der Proteine. 

Zuerst wurde ein Mini-PROTEAN® TGXTM Fertiggel in die Elektrophoresekammer installiert 

und die Apparatur mit 1x SDS-Laufpuffer aufgefüllt. Zu 25 ug Protein wurden 5 ul SDS-

Ladepuffer hinzugegeben, 3 min bei 95 °C denaturiert und im Anschluss die Probe auf das Gel 

aufgetragen. Zudem wurde als Größenstandard ein Molekulargewichtsmarker mitgeführt.   

 Blotting 

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemische wurden auf eine PVDF-Membran mittels 

diskontinuierlicher Semi-Dry Blotting Technik übertragen. Durch das Anlegen einer 

elektrischen Spannung (10 mA über Nacht bei 4 °C) vertikal zur Laufrichtung des Gels kam es 

zur Übertragung der Proteinbanden auf die Immun-Blot® PVDF-Membran. Abbildung 12 kann 

der Aufbau des Blots entnommen werden: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Aufbau der Western Blot Apparatur: Zwei Lagen in Blotting Puffer getränkte 

Filterpapiere wurden auf die Anode gelegt. Auf die mit Methanol und Blotting Puffer äquilibrierte 

Immun-Blot® PVDF-Membran wurde das Polyacrylamidgel gelegt. Vor die Kathode wurden zwei 

Filterpapiere, die in Blotting Puffer getränkt wurden, gelegt.  

 

 Western Blot 

Mit entsprechenden spezifischen primären Antikörpern wurden die geblotteten Proteine auf der 

Immun-Blot® PVDF-Membran identifiziert. Dafür wurde die Membran mit TBS-T kurz 

- Filterpapier 

- Filterpapier 

- Kathode  

- Schwamm 

- Gel 

- Membran 

- Schwamm  

- Anode  
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gewaschen und im Anschluss für 1 h auf dem Schüttler mit Blocking Puffer (TBS-T mit 5 % 

Milchpulver) zur Blockade unspezifischer freier Proteinbindungsstellen inkubiert. Über Nacht 

erfolgte bei 4 °C die Inkubation des primären Antikörpers. Am Folgetag wurde die Immun-

Blot® PVDF-Membran drei Mal für 10 min mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss erfolgte die 

einstündige Inkubation bei RT der Immun-Blot® PVDF-Membran mit dem HRP-gekoppelten 

Sekundärantikörper. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Immun-Blot® PVDF-Membran 

mit TBS-T und Auftragen von ECL Reagenz erfolgte die Detektion mittels ChemiDocTM MP-

Systems.  

 Immunzytochemie 

Die Immunzytochemie dient der Sichtbarmachung und Lokalisation von Proteinen in Zellen. 

Sie beruht auf der direkten oder indirekten Methode, wobei der Protein-Nachweis durch 

affinitätsabhängige Antikörper-Epitop Komplexbildung erfolgt. Bei der direkten Methode 

erfolgt der Nachweis durch einen spezifischen Antikörper für das zu untersuchende Protein, an 

den ein Fluorochrom/Enzym gekoppelt ist. Bei der indirekten Methode dient ein primärer 

Antikörper zur Bindung an das Epitop. An dem sekundären Antikörper, welcher gegen den 

primären Antikörper gerichtet ist, befindet sich das gekoppelte Fluorochrom/Enzym. Durch 

Lichtemission der an die Antikörper gekoppelten Fluorophore oder enzymatischer Farbreaktion 

werden die Proteine quantitativ sowie qualitativ detektiert (Abbildung 13).  

Immunzytochemische Untersuchungen wurden mit Hilfe von Zytospins oder in 

Zellsuspensionen durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Direkte und indirekte Methode (modifiziert nach: https://cmrf.research.uiowa. 

edu/immunochemistry) 
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 Anfertigung von Zytospins  

Für immunzytochemische Untersuchungen wurden von den zu analysierenden Zellen 

Zytospins hergestellt. Die Zellen wurden dazu mit Trypsin-EDTA trypsiniert und gewaschen. 

Nach Bestimmung der gewünschten Zellzahl wurde jeweils 300 ul Zell-Suspension in einen 

auf einem Objektträger befestigten Trichter gegeben. Mit Hilfe einer Zytospinzentrifuge 

wurden die Zellen für 8 min bei 200 x g zentrifugiert und dadurch auf den Objektträger 

aufgetragen. Die Objektträger wurden bei RT über Nacht getrocknet und am Folgetag entweder 

direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C eingefroren.  

 Immunzytochemiche Analysen auf Zytospins (EpCAM, VIM, ER, Zytokeratin)  

Die Zytospin-Präparate wurden für 7 min in 4 % Formalin fixiert. Im Anschluss erfolgte ein 

dreimaliges Waschen mit TBS-T. Im nächsten Schritt wurden die Zellen durch 7 min 

Behandlung mit 0,1 % Triton X-100/PBS Lösung permeabilisiert. Nach erneutem dreimaligem 

Waschen mit TBS-T erfolgte die Blockierung unspezifischer Protein-Bindungsstellen mittels 

DAKO Protein Blocking Solution. Die erste Inkubation mit einem spezifischen Antikörper, 

welcher in DAKO Antibody Diluent verdünnt wurde, erfolgte über Nacht bei 8 °C. Am 

Folgetag wurden die ungebundenen Antikörper durch einen Waschschritt mit PBS entfernt. 

Anschließend wurde der artenspezifische Sekundärantikörper 1 h bei RT in Dunkelheit 

inkubiert. Eine Färbung des Nukleus erfolgte durch Anlagerung von DAPI an AT-reiche 

Regionen der DNA. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und Trocknung der Zytospin-

Präparate bei RT wurden diese mit dem DAKO Fluorescent Mounting Medium eingedeckelt. 

Die Detektion und Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung erfolgte mit dem 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 und dem 20x bzw. 40x Zeiss Objektiv. 

 Immunzytochemische Analysen in Zellsuspension (EpCAM, CD45) 

Für Einzelzellanalysen erfolgten immunzytochemische Analysen in Zellsuspension. Dafür 

wurde im ersten Schritt die Zellsuspension bei 800 rpm für 3 min zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Im Anschluss erfolgte die einstündige Inkubation mit spezifischen in 

DAKO Antibody Diluent verdünnten Primärantikörpern (Volumen 300 ul) bei RT. Nach 

Waschen mit PBS erfolgte die Detektion und Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung mit 

dem Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 und dem 20x bzw. 40x Zeiss Objektiv. Eine Färbung 

des Zellkerns erfolgte durch Hinzugabe von NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (ca 1:25).  
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 Proliferationstest (MTT Assay) 

Der MTT Test ist ein quantitativ kolorimetrischer Test zur Messung der Proliferation lebender 

Zellen anhand ihrer mitochondrialen Stoffwechselaktivität. Der gelbe wasserlösliche Farbstoff 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) wird durch intrazelluläre 

Dehydrogenasen der Mitochondrien vitaler Zellen zu violettem wasserunlöslichen Formazan 

reduziert (Abbildung 14). Die Menge der entstandenen violetten Formazan-Kristalle kann nach 

Zugabe eines Lösungsmittels mit Hilfe eines Photometers quantitativ bestimmt werden. Die 

detektierte Farbveränderung verhält sich direkt proportional zur Zellzahl. 

Die Durchführung des MTT Assays erfolgte in 96-well Platten. Hierfür wurden 5000 Zellen 

pro Well in 200 ul Kulturmedium +/- Tamoxifen ausgesät und für drei Tage im Brutschrank 

kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 100 ul vorgewärmter 

MTT-Lösung (1:10 Verdünnung mit DMEM/F12 ohne Phenolrot) für 3 h im Brutschrank 

inkubiert. Die MTT-Lösung wurde sorgfältig entfernt und 100 ul DMSO (Dimethylsulfoxid) 

hinzugegeben. Nach 1 stündiger Inkubation im Brutschrank erfolgte die Messung der 

Extinktion mit Hilfe eines Mikroplatten-Lesegerätes bei einer Wellenlänge von 540 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: MTT Proliferationstest (Riss et al., 2013 [192]): MTT wird mit Hilfe von NADH 

durch mitochondriale Dehydrogenasen zu Formazan reduziert. 

 

 Auswertung der Daten 

Die Erfassung der Daten erfolgte als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM; 

„standard error of the mean“). Dabei gibt n die Anzahl der unabhängigen Versuchs-

Wiederholungen und m die Anzahl der insgesamten Messwerte an. Als statistisch signifikant 

wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p-Wert < 0,05) angesehen und in 

den Graphen mit einem (*) markiert. Ein Signifikanzniveau kleiner 0,01 wurde mit zwei 

Sternen (**) bzw. kleiner 0,001 mit drei Sternen (***) markiert. Mit dem Programm GraphPad 
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Prism erfolgten die statistischen Analysen der durchgeführten Versuche. Die Unterschiede 

zweier oder mehrerer verschiedener Merkmalsgruppen wurden mit dem Student’s t-Test bzw. 

dem ANOVA-Bonferroni-Test analysiert.  

 



- Ergebnisse - 

51 

 

 E R G E B N I S S E  

 Zellmorphologie verwendeter Zelllinien 

In dieser Studie wurde das Genexpressionsprofil einzelner CTCs zur Untersuchung der intra-

individuellen Heterogenität hinsichtlich relevanter endokriner therapeutischer Zielstrukturen 

sowie möglicher endokriner Resistenzmechanismen bei metastasierten Mammakarzinom-

Patientinnen mit Resistenzen gegenüber endokrinen Therapien analysiert. Die 

Charakterisierung einzelner CTCs könnte wichtige Informationen hinsichtlich der inter-

zellulären Heterogenität, therapeutischer Zielsequenzen sowie endokriner 

Resistenzmechanismen liefern. Der erste Fokus der Arbeit lag dabei auf der Etablierung einer 

Mulit-Maker-Genexpressionsanalyse am Zelllinienmodell. Dafür wurde die MCF-7 Zelllinie 

als Modell eines Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinoms verwendet. Die Tamoxifen-

resistente MCF-7/TAMR1 Zelllinie diente als Zellmodell eines Hormonrezeptor-positiven 

Mammakarzinoms mit erworbener endokriner Resistenz. Die mesenchymale MDA-MB-231 

Zelllinie wurde als Zellmodell für ein tripple-negatives Mammakarzinom verwendet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 15: Mikroskopische Aufnahmen von MCF-7 Zellen, MCF-7/TAMR1 Zellen und MDA-

MB-231 Zellen (10x Durchlicht). 
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 Immunzytochemische Analyse der EpCAM, Vimentin und ERα 

Expression in MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 

Zellen 

Die Proteinexpression von EpCAM, Vimentin und ERα wurde mit Hilfe von 

Immunfluoreszenzfärbungen untersucht (Abbildung 16). Dabei zeigte sich eine hohe 

Expression von EpCAM in MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen im Vergleich zu MDA-MB-

231 Zellen. Vimentin wurde in MDA-MB-231 Zellen höher exprimiert im Vergleich zu MCF-

7 und MCF-7/TAMR1 Zellen. MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen zeigten eine insgesamt 

vergleichbare Expression von ERα bei einer deutlichen inter-zellulären Heterogenität auf. 

MDA-MB-231 Zellen waren ERα-negativ.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Immunzytochemische Darstellung der EpCAM, Vimentin und ERα Expression in MCF-

7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen (Vergrößerung 20x). blau=DAPI Färbung, grün = 

EpCAM und Vimentin Färbung, rot = ERα Färbung 
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 Proteinexpressionsanalyse von ERα in MCF-7, MCF-7/TAMR1 

und MDA-MB-231 Zellen 

Die Proteinexpression von ERα wurde für die MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 

Zellen mittels Western Blot analysiert. Die Signale für Aktin dienten zur Kontrolle gleicher 

Proteinladungsmengen und entsprechender Normalisierung.  

Im Western Blot konnte eine vergleichbare Expression von ERα in MCF-7 und MCF-

7/TAMR1 Zellen nachgewiesen werden. In MDA-MB-231 zeigte sich keine ERα Expression. 

In Abbildung 17 ist exemplarisch ein Western Blot von zwei unabhängigen Experimenten mit 

identischen Ergebnissen dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Proteinexpressionsanalyse von ERα in MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 

Zellen: Als Ladungskontrolle wurde Aktin verwendet. (overlay, n=2) 
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 Zellproliferation von MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen unter 

Tamoxifen Behandlung 

Zur Analyse der erworbenen Tamoxifen-Resistenz von MCF-7/TAMR1 Zellen wurde die 

Zellproliferation mittels MTT-Assay in MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen mit und ohne 

Behandlung mit Tamoxifen untersucht. Die quantitative Auswertung zeigte, dass MCF-7 Zellen 

unter Behandlung mit Tamoxifen im Vergleich zu MCF-7/TAMR1 Zellen signifikant niedriger 

proliferieren (Abbildung 18). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Zellproliferation in MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen nach Behandlung mit 

Tamoxifen. Die Zellen wurden in DMEM Medium ohne Phenolrot mit Tamoxifen (1 uM) oder DMSO 

(0,01 %) kultiviert. Die Proliferation wurde nach drei Tagen mittels MTT-Assay gemessen. Die 

detektierten Werte wurden zu DMSO behandelten Zellen normalisiert. ***, P < 0,001 (Student`s t-Test) 

(n=3) 
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 Genexpressionsanalysen in einzelnen und gepoolten MCF-7, 

MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen 

 Genexpressionsanalyse der Referenzgene GAPDH, UBC und ACTB in 

einzelnen und gepoolten nativen MDA-MB-231 Zellen 

Es konnte exemplarisch gezeigt werden, dass die Referenzgene GAPDH, UBC und ACTB bis 

auf Einzelzellebene in nativen MDA-MB-231 Zellen detektiert werden können (Abbildung 19 

A). Die durchgeführte Regressionsanalyse offenbarte einen nahezu linearen Zusammenhang 

aller Referenzgene hinsichtlich der verschiedenen Anzahl der verwendeten Zellen (Abbildung 

19 B). Dabei zeigte sich ein Bestimmtheitsmaß (R2) von 0,93 bei GAPDH, von 0,99 bei UBC 

und von 0,96 bei ACTB. Bei ACTB konnten im Vergleich zu UBC und GAPDH niedrigere Ct-

Werte gemessen werden, sodass für weitere RNA-Qualitätsanalysen auf Einzelzellebene ACTB 

als Marker verwendet wurde.  
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Abbildung 19: (A) Vergleich der detektierten Schwellenwerte (Ct) der Referenzgene GAPDH, UBC 

und ACTB von 1, 5 und 10 nativen MDA-MB-231 Zellen. (B) Lineare Regressionsanalyse der 

detektierten Schwellenwerte (Ct) der Referenzgene GAPDH, UBC und ACTB von 1, 5 und 10 nativen 

MDA-MB-231 Zellen. (m=3, n=1) 
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 KR19 und ACTB als Marker zur RNA-Qualitätskontrolle von einzelnen 

nativen MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen 

Um auf Einzelzellebene eine Multi-Marker-Genexpressionsanalyse durchzuführen zu können, 

wurde neben einer intakten Morphologie der Einzelzellen als weitere Kriterien hohe 

Transkriptionswerte von ACTB sowie des Zytokeratins 19 (KR19) verwendet. Als 

Schwellenwert für die Durchführbarkeit wurden dabei Ct-Werte von KR19 und ACTB unter 

30 festgelegt. Einzelzellen mit nicht detektierbaren Ct-Werten bzw. Ct-Werte von ACTB und 

KR19 größer 30 wurden für weitere Multi-Marker-Genexpressionsanalysen ausgeschlossen. Es 

zeigte sich in 75 % der Einzelzellen ein Ct-Wert kleiner 30 für ACTB und KR19. In 25 % der 

Einzelzellen wurden nicht detektierbare Ct-Werte bzw. Ct-Werte größer 30 für ACTB und 

KR19 gemessen (Abbildung 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Vergleich der gemessenen Schwellenwerte (Ct<30 vs. Ct>30) für ACTB und KR19 

einzelner nativer MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen. (n=8)  
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 Multi-Marker-Genexpressionsanalyse einzelner und gepoolter MCF-7, 

MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen  

Einzelne MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen, welche eine intakte 

Morphologie sowie eine gute RNA-Qualität in den Kontrolluntersuchungen aufzeigten, wurden 

in die Multi-Marker-Genexpressionsanalyse eingesetzt. Zudem wurden Multi-Marker-

Genexpressionsanalysen von jeweils 5 gepoolten MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 

Zellen durchgeführt. Die Genexpressionsprofile sind als Heatmap und Dendrogramm in 

Abbildung 21 dargestellt. In einzelnen Zellen sowie gepoolten Zellen aller drei Zelllinien 

konnten 13,3 % der analysierten Gene nicht nachgewiesen werden. Betrachtet man die 

Genexpressionsprofile einzelner und gepoolter MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 

Zellen, so zeigten die drei Zelllinien eine teils deutliche Abgrenzung zueinander. Die MCF-7 

und MCF-7/TAMR1 Zellen zeigten eine gemeinsame Gruppenbildung und grenzten sich klar 

von den MDA-MB-231 Zellen ab. Die analysierten Einzelzellen der jeweiligen Zelllinie wiesen 

vorwiegend vergleichbare Genexpressionsprofile wie die entsprechenden 5 gepoolten Zellen 

auf. Im Vergleich zu MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen offenbarten MDA-MB-231 Zellen 

eine größere inter-zelluläre Heterogenität.  
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Abbildung 21: Vergleich der relativen Genexpression von Einzelzellen und 5 gepoolten Zellen der 

MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zelllinien mittels Heatmap und Dendrogram. Die 

abgebildeten Daten wurden auf den Mittelwert zentriert. Die durchschnittliche Expression eines Gens 

beträgt 0. Gelbe Felder entsprechen einer Hochregulation der Genexpression im Vergleich zum 

Mittelwert des Gen-Pools, wohingegen blaue Felder eine Herunterregulation aufzeigen (siehe Skala). 

(m=3, n=3 pro Zelllinie)  

 

 Signifikante Genexpressionsunterschiede zwischen MCF-7 und MDA-MB-231 

Zellen  

Nach Gegenüberstellung einzelner und gepoolter MCF-7 Zellen mit MDA-MB-231 Zellen, 

konnten signifikante Genexpressionsunterschiede identifiziert werden. Die Auswertung 

phänotypischer und endokriner Marker bestätigte den epithelialen, endokrin-responsiven 

Phänotyp von MCF-7 Zellen im Vergleich zu dem mesenchymalen, nicht endokrin-responsiven 

Phänotyp der MDA-MB-231 Zelllinie (Abbildung 22). 

Es zeigte sich eine signifikant höhere Genexpression von EpCAM und Keratin 19 in MCF-7 

Zellen im Vergleich zu MDA-MB-231 Zellen. MDA-MB-231 Zellen offenbarten eine 

signifikant höhere Expression von Vimentin im Vergleich zu MCF-7 Zellen. Zudem zeigten 

MCF-7 Zellen eine signifikant höhere Genexpression von CD24 als MDA-MB-231 Zellen. Die 

Auswertung endokriner Marker belegte eine signifikant erhöhte Expression des 

Östrogenrezeptors, des Progesteronrezeptors sowie des IGFR (Insulin Growth Factor 

Rezeptors) in MCF-7 Zellen im Vergleich zu MDA-MB-231 Zellen.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Vergleich statistisch signifikanter Genexpressionsunterschiede von Einzelzell Analysen 

und 5 gepoolten Zellen der MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen. *, P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 

(Student’s t-Test) (m=3, n=3 pro Zelllinie)  
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 Signifikante Genexpressionsunterschiede zwischen MCF-7 und MCF-7/TAMR1 

Zellen 

Die Gegenüberstellung einzelner und gepoolter MCF-7 Zellen zu MCF-7/TAMR1 Zellen 

offenbarte auf Transkriptionsebene eine signifikant geringere Genexpression des 

Progesteronrezeptors in MCF-7/TAMR1 Zellen im Vergleich zu MCF-7 Zellen (Abbildung 

23).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: Vergleich statistisch signifikanter Genexpressionsunterschiede von Einzelzell Analysen 

und 5 gepoolten Zellen der MCF-7 und MCF-7/TAMR1 Zellen. *** P < 0,001 (Student’s t-Test) (m=3, 

n=3 pro Zelllinie)  
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 Einfluss von Fixierung und/oder Permeabilisierung auf die 

Einzelzell-Genexpressionsanalysen von MDA-MB-231 und 

MCF-7 Zellen 

MCF-7 Zellen wurden in CellSave® Preservation Tubes und/oder mit Triton X-100 

permeabilisiert. Der Einfluss von Fixierung und/oder Permeabilisierung auf die Detektion 

Zelllinien-spezifischer Transkripte sowie eines Referenzgenes auf Einzelzellebene wurde im 

Anschluss anhand einer Genexpressionsanalyse einzelner MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen 

untersucht.  

 Genexpressionsanalyse von CDH2, VIM und ACTB nach Fixierung 

und/oder Permeabilisierung einzelner MDA-MB-231 Zellen 

Nach Fixierung (F) oder Permeabilisierung (P) sowie der Kombination aus beidem (FP) 

konnten spezifische Transkripte in einzelnen MDA-MB-231 Zellen nachgewiesen werden. 

Dabei diente Cadherin 2 (CDH2) als negative interne Kontrolle, Vimentin (VIM) als 

spezifische positive interne Kontrolle und ACTB als Referenzgen (Abbildung 24 A). Nach 

Quantifizierung der relativen mRNA-Expression zeigten sich nach Fixierung, 

Permeabilisierung sowie Fixierung/Permeabilisierung kein signifikanter Unterschied der VIM 

oder ACTB Expression im Vergleich zu einzelnen unbehandelten MDA-MB-231 Zellen 

(Kontrolle) (Abbildung 24 B). 
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Abbildung 24: (A) Schwellenwerte der transkribierten Gene CDH2, VIM und ACTB in unbehandelten 

MDA-MB-231 Einzelzellen (Kontrolle), nach Fixierung (F), nach Permeabilisierung (P) und der 

Kombination aus beidem (FP). (B) Die relative Quantifizierung der VIM- und ACTB-Expression in 

MDA-MB-231 Einzelzellen nach Fixierung (F), Permeabilisierung (P) und der Kombination aus beidem 

(FP) zeigt keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. (ANOVA-

Bonferroni). (m=3, n=2) 
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 Genexpressionsanalyse von EpCAM, ESR1 und ACTB nach Fixierung 

und/oder Permeabilisierung einzelner MCF-7 Zellen 

Die Genexpressionsanalyse einzelner MCF-7 Zellen offenbarte nach Fixierung (F) oder der 

Kombination aus Fixierung und anschließender Permeabilisierung (FP) nachweisbare 

Transkripte von EpCAM, ESR1 und ACTB. EpCAM diente dabei als positive interne 

Kontrolle, ESR1 als heterogen exprimiertes, zellspezifisches Transkript sowie ACTB als 

Referenzgen. In zwei einzelnen MCF-7 Zellen konnte keine ESR1 Genexpression 

nachgewiesen werden. Eine Isolation von Einzelzellen nach alleiniger Permeabilisierung war 

aus technischen Gründen (zu starke Zelladhärenz) nicht möglich (Abbildung 25 A). Es zeigte 

sich nach Bestimmung der relativen Genexpression kein signifikanter Unterschied in der 

EpCAM oder ACTB Expression hinsichtlich fixierter oder fixiert und permeabilisierter MCF-

7 Einzelzellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Abbildung 25 B).  
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Abbildung 25: (A) Schwellenwerte der transkribierten Gene EpCAM, ESR1 und ACTB in 

unbehandelten MCF-7 Einzelzellen (Kontrolle), nach Fixierung (F) sowie Fixierung und 

Permeabilisierung (FP). (B) Die relative Quantifizierung der EpCAM- und ACTB-Expression in MCF-

7 Einzelzellen nach Fixierung (F) sowie Fixierung und Permeabilisierung zeigte keine signifikanten 

Unterschiede im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. (ANOVA-Bonferroni). (m=3, n=2) 

 

 

 

 

 

 

  



- Ergebnisse - 

65 
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MDA-MB-231 Zellen 

 Genexpressionsanalysen einzelner und gepoolter Zellen nach 

Anreicherung und Detektion mittels CellSearch® CTC Kits 

 Genexpressionsanalyse einzelner und gepoolter MDA-MB-231 und 

MCF-7 Zellen nach Anreicherung und Detektion mittels CellSearch® 

CTC Kits 

MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen wurden in 7,5 ml Blut eines gesunden Spenders gespikt und 

in CellSave® Preservation Tubes fixiert. Die Anreicherung und Detektion der MDA-MB-231 

und MCF-7 Zellen erfolgte mit Hilfe des CellSearch® Systems unter Verwendung des 

CellSearch® CTC Kits (Abbildung 26 A, C). Nach Mikromanipulation von Einzelzellen und 

Pools von 5 Zellen erfolgte die Genexpressionsanalyse.  

Im Vergleich zur Kontrolle offenbarte sich durch die hohen Ct-Werte eine stark verminderte 

Genexpression von Vimentin und auch des Referenzgens ACTB nach Anreicherung und 

Detektion mittels des CellSearch® CTC Kits einzelner sowie gepoolter MDA-MB-231 Zellen. 

Es zeigte sich, wie zu erwarten, bei den MDA-MB-231 Zellen kein Nachweis einer CDH2 

Expression (interne negative Kontrolle) (Abbildung 26 B). Bei einzelnen sowie gepoolten 

MCF-7 Zellen konnte nach Prozessierung mittels CellSearch® CTC Kits keine EpCAM sowie 

keine ESR1 Expression im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. Zudem zeigte sich nach 

Prozessierung mittels CellSearch® CTC Kits eine stark verminderte ACTB Expression, 

abgebildet durch die hohen Ct-Werte, von einzelnen sowie gepoolten MCF-7 Zellen 

(Abbildung 26 D). 
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Abbildung 26: (A) Repräsentative Zytokeratin positive und CD45 negative MDA-MB-231 Zellen, die 

mittels CellSearch®-Systems aus dem Blut angereicht und detektiert wurden. (B) Detektierte 

Schwellenwerte von CDH2, VIM und ACTB von einer nativen MDA-MB-231 Kontroll-Zelle sowie 

einer einzelnen und 5 gepoolten MDA-MB-231 Zellen, die unter Verwendung des CellSearch® CTC 

Kits angereichert und detektiert wurden. (C) Repräsentative Zytokeratin positive und CD45 negative 

MCF-7 Zellen, die mittels CellSearch®-Systems aus dem Blut angereichert und detektiert wurden. Ein 

gesättigtes PE-Signal (Zytokeratin) bedingt das falsch-positive Signal im APC-Kanal (CD45) 

(technisches Artefakt). (D) Detektierte Schwellenwerte von EpCAM, ESR1 und ACTB einer nativen 

MCF-7 Kontroll-Zelle sowie einzelner und 5 gepoolter MCF-7 Zellen, die unter Verwendung des 

CellSearch® CTC Kits angereichert und detektiert wurden. 
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 RNA-Qualitätskontrolle einzelner und gepoolter CTCs nach 

Anreicherung und Detektion mittels CellSearch® CTC Kits 

Für Genexpressionsanalyen einzelner und gepoolter CTCs wurden nach Anreicherung und 

Detektion mittels CellSearch® CTC Kits und anschließender Mikromanipulation insgesamt 29 

CTCs isoliert. Es offenbarte sich keine CTC mit einer ausreichenden RNA-Qualität (Ct-Wert 

von KR19 und ACTB < 30), sodass keine Multi-Marker-Genexpressionsanalysen durchgeführt 

werden konnten (Abbildung 27 A). Exemplarisch sind für 8 einzelne CTCs bzw. 5 gepoolte 

CTCs einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom die Ct-Werte abgebildet. Dabei 

konnte in einzelnen CTCs weder EpCAM noch KR19 Transkripte detektiert werden. Zudem 

zeigten sich relativ hohe Ct-Werte für das Referenzgen ACTB. In der Genexpressionsanalyse 

5 gepoolter CTCs waren am Rande der möglichen Detektion hohe Ct-Werte von EpCAM und 

KR19 nachweisbar (Abbildung 27 B). 
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Abbildung 27: (A) Vergleich der gemessenen Schwellenwerte (Ct<30 vs. Ct>30) von ACTB und KR19 

einzelner CTCs, die mittels CellSearch® CTC Kits und CellSearch®-Systems angereichert wurden. 

(n=29) (B) Exemplarische Darstellung der detektierten Ct-Werte von EpCAM, CK19 und ACTB von 8 

einzelnen CTCs (grau) sowie 5 gepoolter CTCs (schwarz) einer Patientin mit metastasiertem 

Mammakarzinom.   
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 Genexpressionsanalysen einzelner CTCs sowie kultivierter 

CTCs nach Anreicherung mittels Diagnostischer Leukapherese 

(DLA) und ParsortixTM-Systems  

Die Isolierung und molekulare Charakterisierung von CTCs wird durch deren geringe Anzahl 

im Blut erschwert. Ein möglicher Lösungsansatz stellt die Nutzung der Diagnostischen 

Leukapherese dar, da die Analyse eines größeren Blutvolumens entscheidenden Einfluss auf 

die Anzahl und Detektionsraten von CTCs haben könnte. Die Isolation einzelner CTCs mittels 

Mikromanipulation aus einer kryokonservierten DLA-Probe erfolgte nach Anreicherung 

mittels ParsortixTM-Systems und immunzytologischer Färbung. Zudem wurden einzelne 

kultivierte CTCs, die aus der gleichen kryokonservierten DLA-Probe nach Anreicherung 

mittels ParsortixTM-Systems kultiviert wurden, isoliert. Nach Mikromanipulation einzelner 

unkultivierter sowie kultivierter CTCs wurden Genexpressionsanalysen auf Einzelzellebene 

durchgeführt.  

 Klinisch-pathologische Charakteristika der Mammakarzinom-

Patientin, aus deren Blut die DLA-Probe gewonnen wurde 

Die klinisch-pathologischen Charakteristika und die entsprechenden Therapien der Patientin, 

aus deren Blut die DLA-Probe gewonnen wurde, sind in Tabelle 10 und Tabelle 11 sowie in 

Abbildung 28 zusammengestellt. Die Erstdiagnose eines primär lobulären multizentrischen 

Mammakarzinoms der rechten Brust wurde bei der Patientin im August 2007 im Alter von 65 

Jahren gestellt. Der Hormonrezeptor-Status war für ER und PR positiv bei negativem HER2 

Status. Im Jahre 2014 traten die ersten ossären Metastasen auf mit beginnender 

Knochenmarkskarzinose sowie im weiteren klinischen Verlauf die Metastasierung in Blase und 

Leber. Die DLA-Probe wurde bei der Patientin nach ossärem Progress sowie nach Diagnose 

einer neu aufgetretenen hepatischen Metastase gewonnen.     

 

Tabelle 10: Diagnose und klinisch-pathologische Charakteristika des Primarius 

 
Primarius: Erstdiagnose 08/2007 

Alter 65 

Lokalisation rechts 

Subtyp lobulär 

TNM Stadium pT2 (mult.) pN0 (sn0/2) G2 R0 L0 V0 
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Hormonrezeptorstatus: 

ER 

PR 

 

positiv 

positiv 

HER2 negativ 

 

Tabelle 11: Diagnose und klinisch-pathologische Charakteristika der Metastasen 

 
Metastasen - Erstdiagnosen 

07/2014 ossäre Metastasen  

02/2016 Blaseninfiltration: Biopsat ER-positiv, PR-negativ 

08/2016 Knochenmarkskarzinose und Lebermetastasen 

 

Der Therapieverlauf der Patientin ist im Folgenden abgebildet:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: Diagnosen mit Therapieverlauf der Patientin. Der Zeitpunkt der DLA mit 

Probengewinnung ist durch den roten Pfeil gekennzeichnet. Die schwarzen senkrechten Pfeile zeigen 

den Zeitpunkt einer endokrinen Resistenz.    
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 Immunzytochemische Analyse der ERα Expression einzelner CTCs 

nach Anreicherung mittels DLA und ParsortixTM-Systems 

Die Proteinexpression von ERα einzelner CTCs wurde mit Hilfe von 

Immunfluoreszenzfärbungen nach Anreicherung mittels DLA und ParsortixTM-Systems 

untersucht. Dabei zeigte sich eine intra-individuelle Heterogenität der ERα Expression. Neben 

ER-positiven CTCs konnten auch ER-negative CTCs detektiert werden (Abbildung 29).    

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 29: Immunzytochemische Darstellung der ERα-Expression in CTCs (Vergrößerung 40x). 

blau=DAPI Färbung, grün = Zytokeratin Färbung, rot = ERα Färbung 
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 RNA-Qualitätskontrolle einzelner CTCs nach Anreicherung mittels 

DLA und ParsortixTM-Systems 

Für die Genexpressionsanalyen einzelner CTCs wurden nach Anreicherung mittels DLA und 

ParsortixTM-Systems 23 morphologisch intakte CTCs mit Hilfe des Mikromanipulators isoliert. 

Es offenbarte sich in 30 % (n=7) der CTCs ein Ct-Wert kleiner 30 von ACTB und KR19. In 70 

% (n=16) der CTCs wurden Ct-Werte größer 30 von ACTB und KR19 gemessen. Davon 

konnten in 8 % (n=2) der CTCs keine detektierbaren Transkripte von ACTB und KR19 

nachgewiesen werden (Abbildung 30). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 30: (A) Vergleich der gemessenen Schwellenwerte (Ct<30 vs. Ct>30) von ACTB und KR19 

einzelner CTCs, die mittels DLA und ParsortixTM-Systems angereichert wurden. (n=23)  
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 Multi-Marker-Genexpressionsanalyse einzelner CTCs nach 

Anreicherung mittels DLA und ParsortixTM-Systems 

Für die Multi-Marker-Genexpressionsanalyse wurden CTCs mit intakter Morphologie sowie 

einer guten RNA-Qualität in den Kontrolluntersuchungen verwendet. Die Analysen von 7 

einzelnen CTCs sind als Heatmap und Dendrogramm in Abbildung 31 dargestellt. Betrachtet 

man die Genexpressionsprofile einzelner CTCs, so weisen diese eine intra-individuelle 

Heterogenität bzgl. der untersuchten Transkripte auf. In den 7 CTCs konnten 77 % der Marker 

detektiert werden. Das Dendrogramm offenbarte zwei Cluster, die auf unterschiedliche CTC-

Subgruppen hindeuten. Da die Transkriptionsintensitäten für CTC7 im Gegensatz zu den 

anderen CTCs generell niedriger sind, wurde diese als eigene Subgruppe betrachtet.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31: Vergleich der Genexpressionsprofile einzelner CTCs mittels Heatmap und Dendrogram, 

die durch Nutzung der DLA und des ParsortixTM-Systems angereichert wurden. Die abgebildeten Daten 

wurden auf den Mittelwert zentriert. Die durchschnittliche Expression eines Gens beträgt 0. Gelbe 

Felder entsprechen einer Heraufregulation der Genexpression im Vergleich zum Mittelwert des Gen-

Pools, wohingegen blaue Felder eine Herunterregulation aufzeigen (siehe Skala). (m=3, n=7)  
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 Analysen zur intra-individuellen Heterogenität einzelner CTCs  

Die Genexpressionsanalysen einzelner CTCs offenbarten eine hohe Plastizität sowie intra-

individuelle Heterogenität hinsichtlich phänotypischer und endokriner Marker. 16 % der 

untersuchten Marker wurden in allen 7 CTCs exprimiert. Von 23 % der analysierten Marker 

konnten keine Transkripte detektiert werden. 61 % der Marker waren in den CTCs der Patientin 

heterogen exprimiert. Die Heterogenität der untersuchten phänotypischen und endokrinen 

Marker sowie der Referenzgene ist in Abbildung 32 dargestellt.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 32: Intra-individuelle Heterogenität einzelner CTCs hinsichtlich phänotypischer (PM) und 

endokriner Marker (EM). 5 Gene waren ubiquitär exprimiert (+). 18 Gene zeigten eine intra-individuelle 

Heterogenität (+/-). 7 Marker konnten nicht detektiert werden (-).  

 

 Signifikante Genexpressionsunterschiede der CTC-Subpopulationen 

Unter Verwendung der hierarchischen Clusteranalyse (vergl. Abbildung 31) etablierten sich 2 

CTC-Subgruppen (CTC 2, 3, 4, 5 vs. CTC 1, 6). Die abgebildeten Transkriptionsprofile 

unterschieden sich signifikant zwischen den beiden CTC-Subgruppen. Im Vergleich zur 

Subgruppe II zeigten CTCs der Subgruppe I eine signifikant verminderte Expression des 

Stammzell-Markers CD24L4 und des Protoonkogens MYC. Zudem wies Subgruppe I eine 

verminderte Expression des Transkriptionsfaktors FOXO sowie des Tumorsuppressor-Gens 

PTEN auf (Abbildung 33).  
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Abbildung 33: Vergleich statistisch signifikanter Genexpressionsunterschiede von CTC-Subgruppen. 

*, P < 0,05; *** P < 0,001 (Student’s t-Test) (m=3, n=6)  

 

 Signifikante Genexpressionsunterschiede ER-positiver gegenüber ER-negativer 

CTC-Subpopulationen 

Vor dem Hintergrund der erworbenen endokrinen Resistenz der untersuchten Patientin wurde 

eine Analyse hinsichtlich ER-positiver gegenüber ER-negativer CTC-Subgruppen 

durchgeführt. Dabei zeigte sich in der ER-positiven Subpopulation eine signifikant höhere 

Expression des CCND1 Gens, welches eine Schlüsselrolle in der Steuerung des Zellzyklus 

spielt (Abbildung 34).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 34: Vergleich statistisch signifikanter Genexpressionsunterschiede von der ER-positiven 

gegenüber der ER-negativen CTC-Subgruppe. *, P < 0,05; *** P < 0,001 (Student’s t-Test) (m=3, n=7) 
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 RNA-Qualitätskontrolle einzelner kultivierter CTCs (cCTCs) nach 

Anreicherung mittels DLA und ParsortixTM Systems 

Die Genexpressionsanalyse einzelner kultivierter CTCs (cCTCs) der Patientin erfolgte nach 

Anreicherung mittels DLA und ParsortixTM-Systems sowie anschließender Langzeitkultur. 15 

cCTCs intakter Morphologie wurden mit Hilfe des Mikromanipulators isoliert. 50 % der cCTCs 

offenbarten einen Ct-Wert kleiner 30 von ACTB und KR19. In 50 % der cCTCs wurden Ct-

Werte größer 30 von ACTB und KR19 gemessen. Dabei zeigten sich in 20 % der CTCs nicht 

detektierbare Ct-Werte von ACTB und KR19 (Abbildung 35).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 35: Vergleich der gemessenen Schwellenwerte (Ct<30 vs. Ct>30) von ACTB und KR19 

einzelner cCTCs, die mittels DLA und ParsortixTM-Systems angereichert und anschließend kultiviert 

wurden. (n=10)  
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 Multi-Marker-Genexpressionsanalyse einzelner kultivierter CTCs nach 

Anreicherung mittels DLA und ParsortixTM-Systems 

Multi-Marker-Genexpressionsanalysen wurden von einzelnen cCTCs durchgeführt, die eine 

intakte Morphologie sowie eine gute RNA-Qualität in den Kontrolluntersuchungen aufwiesen. 

Die Genexpressionsprofile von 5 einzelnen cCTCs sind als Heatmap und Dendrogramm 

abgebildet (Abbildung 36). In den 5 cCTCs konnten 56 % der Marker detektiert werden. Die 

Genexpressionsprofile einzelner cCTCs offenbarten eine intra-individuelle Heterogenität bzgl. 

phänotypischer und endokriner Marker. Nach hierarchischer Clusteranalyse bildeten sich zwei 

Cluster, die auf unterschiedliche CTC-Subpopulationen hinwiesen. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 36: Vergleich der Genexpressionsprofile einzelner kultivierter CTCs (cCTCs) mittels 

Heatmap und Dendrogram, die durch Nutzung der DLA und des ParsortixTM-Systems angereichert und 

anschließend kultiviert wurden. Die abgebildeten Daten wurden auf den Mittelwert zentriert. Die 

durchschnittliche Expression eines Gens beträgt 0. Gelbe Felder entsprechen einer Heraufregulation der 
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Genexpression im Vergleich zum Mittelwert des Gen-Pools, wohingegen blaue Felder eine 

Herunterregulation aufzeigen (siehe Skala). (m=3, n=5)  

 

 Analysen zur intra-individuellen Heterogenität einzelner kultivierter CTCs  

Die Multi-Marker-Genexpressionsanalysen offenbarten eine hohe Plastizität sowie intra-

individuelle Heterogenität einzelner cCTCs hinsichtlich phänotypischer und endokriner 

Marker. In allen 5 cCTCs wurden 20 % der untersuchten Gene exprimiert. 43 % der analysierten 

Marker konnten nicht detektiert werden. 37 % der Marker zeigten eine intra-individuelle 

Heterogenität der cCTCs. Die intra-individuelle Heterogenität der analysierten phänotypischen 

und endokrinen Marker sowie der Referenzgene ist in Abbildung 37 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 37: Intra-individuelle Heterogenität einzelner kultivierter CTCs hinsichtlich phänotypischer 

(PM) und endokriner Marker (EM). 6 Gene zeigten eine ubiquitäre Expression (+). 11 Gene zeigte eine 

intra-individuelle Heterogenität (+/-). 13 Marker konnten nicht detektiert werden (-).  

 

 Signifikante Genexpressionsunterschiede kultivierter CTC-Subpopulationen 

Unter Verwendung der hierarchischen Clusteranalyse (vergl. Abbildung 36) offenbarten sich 

zwei cCTC-Subgruppen (cCTC 1, 2, 3 vs. cCTC 4, 5). Die abgebildeten Transkriptionsprofile 

unterschieden sich signifikant zwischen den beiden cCTC-Subgruppen. cCTCs der Subgruppe 

I wiesen im Vergleich zur Subgruppe II eine signifikant höhere Expression des epithelialen 

Markers EpCAM sowie des Stammzell-Markers CD 44 auf. Zudem zeigte sich in Subgruppe I 

eine verminderte Expression des Onkogens MUC1 (Abbildung 38).   
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Abbildung 38: Vergleich statistisch signifikanter Genexpressionsunterschiede kultivierter CTC-

Subgruppen. *, P < 0,05; *** P < 0,001 (Student’s t-Test) (m=3, n=5)  
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 Vergleich der Multi-Marker-Genexpressionsprofile einzelner 

nicht-kultivierter und kultivierter CTCs einer Patientin 

Die Multi-Marker-Genexpressionsprofile einzelner unkultivierter CTCs (vergl. Abbildung 31) 

sowie kultivierter CTCs (vergl. Abbildung 36) wurden anhand der Hauptkomponentenanalyse 

(principal component analysis (PCA)) verglichen. Dabei zeigte sich keine räumliche 

Abgrenzung nicht-kultivierter zu kultivierten CTCs, sondern eine teilweise gemeinsame 

Subgruppenbildung (Abbildung 39). Zudem offenbarte sich nach PCA eine größere intra-

individuelle Heterogenität bei unkultivierten CTCs im Vergleich zu kultivierten CTCs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 39: PCA einzelner nicht-kultivierter (n=7) und kultivierter CTCs (cCTCs) (n=5).  
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 D I S K U S S I O N  

Das Mammakarzinom stellt eine heterogene Erkrankung dar, geprägt durch verschiedene 

histologische und molekulare Subtypen. Die Indikation und Auswahl einer Therapie basiert 

gegenwärtig auf den biologischen Eigenschaften des Primärtumors. Etwa 70 % aller 

Mammakarzinome exprimieren Hormonrezeptoren und gelten damit als endokrin sensitiv [33, 

34]. Die Wirksamkeit einer endokrinen Therapie ist jedoch durch primäre und sekundäre 

Resistenzen limitiert [41, 42]. Zahlreiche mögliche molekulare Resistenzmechanismen wurden 

beschrieben, wie  Mutationen des ESR1 Gens, eine veränderte Expression von ER, veränderte 

Expressionen von Wachstumsfaktor-Rezeptoren, die Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR 

Signalweges, eine veränderte Expression von Zellzyklusregulatoren, eine Dysregulation von 

ER Co-Aktivatoren, die Autophagie, die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) sowie 

eine verstärkte Tumorheterogenität [44, 45]. Der Primärtumor besteht oft aus verschiedenen 

Subklonen, die eine mögliche Ursache für eine Therapieresistenz darstellen sowie 

unterschiedliche Neigungen zur Bildung von Metastasen besitzen. Mammakarzinom-

Patientinnen zeigen bereits früh im Krankheitsverlauf eine hämatogene Dissemination von 

Tumorzellen. Die im Blut zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) gelten als Vorläuferzellen von 

Metastasen. Im Vergleich zu Gewebebiopsien sind CTC-Analysen als „liquid biopsy“ 

vergleichsweise leicht zugänglich und nicht-invasiv. Zahlreiche klinischen Studien konnten die 

prognostische Relevanz von CTCs beim primären sowie metastasierten Mammakarzinom 

aufzeigen [147, 165, 166, 168-171]. Sequentielle CTC-Analysen könnten die Möglichkeit 

bieten, Therapien in Echtzeit zu monitoren sowie durch molekulare Charakterisierung zur 

Optimierung von Therapien beizutragen. CTCs stellen eine sehr heterogene Population dar, 

sodass die Charakterisierung einzelner CTCs wichtige Informationen hinsichtlich der 

Tumorheterogenität, der Expression therapeutischer Zielsequenzen sowie von 

Resistenzmechanismen liefern könnte. Aufgrund ihrer Seltenheit stellt die Detektion, Isolation 

und molekulare Charakterisierung einzelner CTCs jedoch eine große Herausforderung dar. 

Daher bestand das Ziel dieser Arbeit in der Erstellung von Multi-Marker-

Genexpressionsprofilen einzelner CTCs zur Untersuchung der intra-individuellen 

Heterogenität hinsichtlich endokriner therapeutischer Zielstrukturen sowie möglicher 

endokriner Resistenzmechanismen bei metastasierten Mammakarzinom Patientinnen mit 

Resistenzen gegenüber endokrinen Therapien.  
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 Methoden zur Anreicherung, Detektion und Isolation von CTCs 

für Einzelzellanalysen 

Viele Studien zu Untersuchungen von Mutationen in einzelnen fixierten CTCs sind nach 

Anreicherung mittels CellSearch®-Systems unter Verwendung von CellSave® Preservation 

Tubes sowie des CellSearch® Circulating Tumor Cell Kits beschrieben [45, 193, 194]. Im 

Gegensatz dazu gibt es gegenwärtig keine Publikation zu Multi-Marker-

Genexpressionsanalysen einzelner fixierter CTCs nach Anreicherung mittels CellSearch®-

Systems unter Verwendung von CellSave® Preservation Tubes sowie des CellSearch® 

Circulating Tumor Cell Kits (Pubmed, Medline Stand August 2018). Genexpressionsprofile 

nach Anreicherung mittels CellSearch®-Systems wurden nur von Gorges et al. an einzelnen 

lebenden CTCs unter Verwendung von EDTA-Röhrchen sowie des CellSearch® Profile Kits 

durchgeführt [159]. Weitere Methoden für Multi-Marker-Genexpressionsanalysen einzelner 

lebender CTCs stellen die Verwendung von EDTA-Röhrchen und Anreicherung mit Hilfe des 

CTC-iChips [150, 195, 196], des MagSweepers [197], des ParsortixTM-Systems [159] oder des 

MINDEC Verfahrens [198] dar. In dieser Arbeit wurde deshalb der Einfluss einer Fixierung, 

wie z.B. durch Verwendung der CellSave® Preservation Tubes, sowie Permeabilisierung 

(Bestandteil des CellSearch® Circulating Tumor Cell Kits) auf Einzelzellebene untersucht. 

Nach Fixierung, Permeabilisierung sowie Fixierung/Permeabilisierung zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied ausgewählter Transkripte einzelner MDA-MB-231 sowie MCF-7 

Zellen im Vergleich zu unfixierten Kontrollzellen. Genexpressionsanalysen einzelner gespikter 

MDA-MB-231 sowie MCF-7 Zellen, welche mittels CellSearch®-Systems unter Verwendung 

von CellSave® Preservation Tubes sowie des CellSearch® Circulating Tumor Cell Kits 

angereichert wurden, wiesen im Vergleich zu Kontrollzellen eine stark verminderte 

Genexpression ausgewählter Transkripte auf. Auch die Anreicherung und Detektion einzelner 

CTCs nach Verwendung von CellSave® Preservation Tubes sowie des CellSearch® 

Circulating Tumor Cell Kits offenbarte keine repräsentativen Genexpressionen. Mögliche 

Gründe könnten eine zweifache Fixierung während der Verarbeitung durch das CellSearch®-

System sowie längere Inkubationszeiten mit Triton X-100 darstellen. Unter Verwendung des 

CellSearch® Profile Kits könnte zukünftig die zweifache Fixierung sowie die 

Permeabilisierung umgangen werden. Es könnten aus EDTA-Röhrchen, DLA Proben oder 

CellSave® Preservation Tubes mit Hilfe des CellSearch® Profile Kits CTCs angereichert und 

diese im Anschluss manuell mittels Immunhistochemie identifiziert werden.     
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Nachteile von CTC-Analysen mit Hilfe des CellSearch®-Systems beinhalten zudem die 

Analyse aus lediglich 7,5 ml Patientenblut sowie der auf EpCAM basierende CTC-Nachweis. 

Bislang ist kein spezifischer Marker bekannt, welcher alle CTCs einer Tumorentität 

charakterisiert, sodass bei Marker-abhängigen Verfahren eine Selektion von Subpopulationen 

erfolgt. Um die Heterogenität der CTCs sowie eine mögliche klinische Relevanz der 

untersuchten Charakteristika aufzeigen zu können, ist die Analyse möglichst aller CTCs als 

Einzelzellen notwendig. Die Diagnostische Leukapherese (DLA) stellt eine Methode zur 

Marker-unabhängigen Gewinnung von CTCs dar, die zudem eine Untersuchung eines größeren 

Blutvolumens auf CTCs ermöglicht [142]. Andree et al. konnten zeigen, dass mittels DLA 

sowie anschließender CTC-Analyse mit Hilfe des CellSearch®-Systems bis zu 32fach mehr 

CTCs in einem DLA-Aliquot gefunden werden können als in 7,5 ml peripheren Bluts derselben 

Patienten [143]. Deshalb wurde in dieser Studie auch eine primäre Anreicherung mittels DLA 

durchgeführt. Im Anschluss erfolgte die Marker-unabhängige, größenbasierte Anreicherung 

von CTCs mittels ParsortixTM-Systems, die immunzytochemische Detektion und 

Mikromanipulation für Einzelzellanalysen.  

Zudem wurden einzelne kultivierte CTCs isoliert, welche aus der gleichen kryokonservierten 

DLA-Probe nach Anreicherung mittels ParsortixTM-Systems kultiviert wurden. Bei 

Mammakarzinom-Patientinnen konnten Langzeitkultivierungen von CTCs bisher nur nach 

Anreicherung mittels CTC-iChip [161] oder FACS etabliert werden [162].   

 

 Multi-Marker-Einzelzellanalysen 

Die Indikation und Auswahl von Therapien bei Patientinnen mit Mammakarzinom basiert 

derzeit auf entsprechenden therapeutischen Zielstrukturen am Primärtumor. Etwa zwei Drittel 

aller Patientinnen erhalten bei einem HR-positiven Mammakarzinom eine zielgerichtete 

endokrine Therapie [33, 34], jedoch zeigen sich im Behandlungsverlauf in 20 - 25 % der Fälle 

endokrine Resistenzen bei klinischem Progress oder Auftreten von Metastasen [41, 42]. Dabei 

sollte die Re-Evaluation therapeutisch relevanter Zielstrukturen erfolgen. Jedoch steht in der 

metastasierten Situation häufig keine Gewebebiopsie zur Verfügung. In diesem Kontext 

könnten molekulare CTC Analysen auf Einzelzellebene wichtige Informationen zur Expression 

relevanter therapeutischer Zielmoleküle endokriner Therapien sowie zu möglichen endokrinen 

Resistenzmechanismen liefern.  

Aufgrund der sehr geringen Menge an RNA (etwa 10 pg pro Zelle) und relativer RNA-

Instabilität stellen molekulare Analysen auf Einzelzellebene eine große Herausforderung dar. 
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Angesichts dieser Einschränkungen gibt es eine Vielzahl von Studien, welche 

Transkriptionsanalysen von CTC-Zellgemischen durchführten [149, 153-155, 197]. Dabei 

lagen die CTCs in Zell-Pools vor, die mit Leukozyten und anderen Zellen des Blutes 

kontaminiert waren. Multi-Marker-Genexpressionsanalysen einzelner CTCs sind frei von 

Kontaminationen und könnten zusätzliche Informationen zur inter-zellulären Heterogenität von 

CTCs sowie von CTC-Subgruppen liefern. Aufgrund der relativ instabilen RNA konnten Multi-

Marker-Genexpressionsanalysen einzelner CTCs bisher nur in einzelnen Studien durchgeführt 

werden [150, 159].  

 Etablierung von Multi-Marker-Genexpressionsanalysen auf 

Einzelzellebene 

Die Etablierung einer Muli-Marker-Genexpressionsanalyse auf Einzelzellebene anhand von 

Zelllinien-Modellen stellt den ersten wichtigen Schritt dar. In der Studie von Steinert et al. 

wurden CTC-Genexpressionsprofile von Kolonkarzinom-Patienten untersucht [199]. Die 

Validierung erfolgte mittels der HAT-29 Kolonkarzinom-Zelllinie, wobei die Expression von 

EpCAM und ACTB in 1 sowie 5 und 10 gepoolten Zellen mittels qRT-PCR gemessen wurde 

[199]. Gorges et al. verwendeten MDA-MB-468 und SKBR3 Zellen (1, 5, 10 und 50 gepoolte 

Zellen). Dabei wurde die Expression von EpCAM, EGFR, HER2, KR19 und β-Aktin mittels 

Endpunkt-PCR bis auf Einzelzellebene gemessen [159]. In dieser Studie wurden 1 sowie 5 und 

10 gepoolte MDA-MB-231 Zellen verwendet. Die Referenzgene GAPDH, UBC und ACTB 

konnten bis auf Einzelzellebene detektiert werden. 

Die Klassifizierung einzelner Zellen mit guter RNA-Qualität stellt einen weiteren wichtigen 

Schritt für Multi-Marker-Genexpressionsanalysen auf Einzelzellebene dar. Kriterien beinhalten 

eine intakte Zellmorphologie sowie auch der Nachweis entsprechender „Qualitäts-Marker“ auf 

RNA Ebene. Interessanterweise besaßen bei Ting et al. 55 % der CTCs trotz einer intakten 

Morphologie eine niedrige RNA-Qualität [195]. Neben einer intakten Morphologie spielen 

demnach „Qualitäts-Marker“ auf RNA-Ebene eine wichtige Rolle [195]. In der Studie von Ting 

et. al. wurde deshalb zusätzlich der Nachweis der Referenzgene GAPDH und ACTB als 

„Qualitäts-Marker“ verwendet. Unter Verwendung dieser Kriterien wiesen 45 % der einzelnen 

CTCs eine gute RNA-Qualität auf [195]. In einer weiteren Studie derselben Arbeitsgruppe 

zeigten 60 % der CTCs eine gute RNA-Qualität [196]. In der Arbeitsgruppe von Reijm et al. 

wurden nur CTC-Zellgemische von Mammakarzinom-Patientinnen nach Anreicherung mittels 

CellSearch® Profile Kits für Genexpressionsanalysen mit einem gemittelten Ct-Wert der 

Referenzgene HMBS, HPRT1 und GUSB unter 26 verwendet [200].  Unter Verwendung dieser 
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Kriterien konnten in 94 % der CTC-Zellgemische Transkriptionsprofile erstellt werden [200]. 

Lapin et al. definierten einzelne CTCs von niedriger RNA-Qualität mit fehlender Expression 

von Vimentin oder des pankreasspezifischen SPARC Proteins [198]. Bei 41 % der analysierten 

einzelnen CTCs war die RNA-Qualität niedrig, weshalb diese nicht für weitere 

Genexpressionsprofilanalysen verwendet wurden [198]. Powell et. al klassifizierten einzelne 

CTCs guter Qualität mit einem Ct-Wert des Referenzgens UBB unter 25. Zusätzlich mussten 

die Referenzgene ACTB und GAPDH sowie ein epithelialer Marker (KR7, KR8, KR18, 

und/oder KR19) nachweisbar sein [197]. 60 % einzelner CTCs lieferten dadurch eine gute 

RNA-Qualität [197]. Als Voraussetzung für die Durchführbarkeit der Genexpressionsanalysen 

einzelner CTCs mussten in der Studie von Gorges et al. neben morphologischen Kriterien ein 

ausreichend starkes Signal von KR19 nach Endpunkt-PCR gelelektrophoretisch nachweisbar 

sein [159]. KR19 wird in der Literatur standardmäßig als CTC-Marker beschrieben [201-203]. 

Von 55 einzelnen CTCs zeigten 39 CTCs ein starkes KR19 Signal und wurden für die 

Erstellung von Transkriptionsprofilen verwendet [159]. In dieser Arbeit waren die Ct-Werte 

bei ACTB im Vergleich zu UBC und GAPDH in Zelllinien-Zellen niedriger, sodass für weitere 

RNA-Qualitätsanalysen auf Einzelzellebene ACTB als Referenzgen verwendet wurde. 

Zusätzlich wurde der Nachweis von KR19 als weiteres Kriterium integriert. Es wurden nur 

Multi-Marker-Genexpressionsanalysen von Einzelzellen durchgeführt, die einen Ct-Wert von 

ACTB und KR19 unter 30 lieferten. Dieser Wert orientiert sich an den KR19 Ct-Werten 

einzelner Zelllinien-Zellen. Es zeigte sich in 75 % der Zelllinien-Einzelzellen ein Ct-Wert 

kleiner 30 von ACTB und KR19. 30 % der analysierten CTCs offenbarten einen Ct-Wert 

kleiner 30 von ACTB und KR19. Demgegenüber zeigten 50 % der kultivierten CTCs Ct-Werte 

kleiner 30. Dabei waren in 8 % der CTCs und in 20 % kultivierter CTCs keine Transkripte 

sowohl von ACTB und KR19 nachweisbar. Das Fehlen der Transkripte von ACTB und KR19 

deutet darauf hin, dass entweder keine Zelle mikromanipuliert wurde oder dass Zelle oder RNA 

während der Prozessierung verloren gegangen sind.  Möglicherweise wurde die Zellmembran 

der CTCs bei der Mikromanipulation beschädigt oder die einzelne CTC wurde nicht korrekt 

durch die Kapillare des Mikromanipulators in die Reaktionsgefäße abgelegt. Eine bisher 

fehlende Ablagekontrolle wird derzeit in den Arbeitsablauf etabliert.  

Hinsichtlich der Auswertung detektierter Ct-Werte werden in der gegenwärtigen Literatur bei 

qRT-PCR Messungen auf Einzelzellebene gemessene Ct-Werte größer 35 als unspezifisch 

gewertet [159, 190, 197, 199]. In dieser Studie wurde deshalb analog ein CtCut-off von 35 

gewählt. Gorges et al. wählten einen Ct-Wert von 37 für nicht nachweisbare Transkripte [159] 
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nach den Vorgaben von Stahlberg et al. [190]. Auch in dieser Studie wurde fehlenden 

Transkripten ein Ct-Wert von 37 zugewiesen.  

Gewöhnlich werden qRT-PCR Daten auf endogene Referenzgene wie z.B. ACTB oder 

GAPDH normalisiert, um Unterschiede in der RNA-Menge der analysierten Proben 

auszugleichen [204]. In zahlreichen Studien wurden deshalb auch Transkripte von Einzelzellen 

auf Referenzgene normalisiert [150, 197]. Die Transkription in Einzelzellen findet jedoch in 

sogenannten transkriptionellen Pulsen (bursts) statt, sodass unter normalen Bedingungen kein 

Gen eine konstante Transkriptions-Rate hat [159, 190]. Da transkriptionelle bursts von den 

meisten Genen unabhängig auftreten, wird gegenwärtig bei Einzelzellanalysen keine 

Normalisierung auf Referenzgene empfohlen [159, 190]. Auch in dieser Arbeit erfolgte deshalb 

keine Normalisierung der Ct-Werte auf Referenzgene. Bei gepoolten Zellen wurde die Anzahl 

der Transkripte durch die Anzahl der Zellen geteilt.  

 Genexpressionsprofile einzelner Zelllinien-Zellen, CTCs und 

kultivierter CTCs 

Nach Literaturrecherche wurden neben 3 Referenzgenen 27 Gene ausgewählt, die eine 

klinische Relevanz als therapeutische Zielmoleküle und möglicher Resistenzmechanismen 

gegenüber endokrinen Therapien haben.  

Powell et al. wählten 87 Krebs-assoziierte Gene sowie Referenzgene [197]. Nach Erstellung 

von Genexpressionsprofilen einzelner T47D, MCF-7, SKBR3 und MDA-MB-231 Zelllinien-

Zellen gliederten sich 47 von 48 Zellen entsprechend ihrer Zelllinien-Entität. Zudem zeigten 

die Genexpressionsprofile einzelner Zelllinien-Zellen einer Entität die zu erwartenden 

spezifischen Charakteristika der Zelllinie auf. In der Arbeitsgruppe um Gorges et al. wurden 63 

Krebs-assoziierte Gene sowie Referenzgene untersucht [159]. Dabei konnte neben den 

Unterschieden zwischen einzelner Zelllinien-Zellen (LNCaP, PC3, MDA-468 und SKBR3) 

und einzelner Leukozyten ebenfalls Zelllinien-spezifische Charakteristika auf Einzelzellebene 

abgebildet werden [159]. In dieser Arbeit zeigten die Genexpressionsprofile einzelner sowie 

gepoolter MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen eine teils deutliche Abgrenzung 

entsprechend ihrer Zelllinien-Entität auf. Die analysierten Einzelzellen der jeweiligen Zelllinie 

lieferten vergleichbare Genexpressionsprofile wie 5 gepoolte Zellen. Zudem wiesen einzelne 

MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen spezifische Zelllinien-Charakteristika auf. 

Dabei offenbarten MCF-7/TAMR1 Zellen im Vergleich zu MCF-7 Zellen eine signifikant 

niedrigere Expression des PR. Dies wurde bereits durch de Cremoux et al. beschrieben [205]. 

Studien beschrieben zudem eine Herunterregulation des ERs sowie eine teilweise 
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Hochregulation EMT-assoziierter Transkripte in MCF-7/TAMR1 Zellen im Vergleich zu 

MCF-7 Zellen [98, 205, 206]. Dies konnte in unsere Arbeit auf Einzelzellebene nicht aufgezeigt 

werden. MCF-7 Zellen offenbarten im Vergleich zu MDA-MB-231 Zellen eine signifikant 

höhere Genexpression epithelialer Marker (EpCAM, KR19) sowie endokriner Marker (ER, PR, 

IGFR). Demgegenüber war in MDA-MB-231 Zellen der mesenchymale Marker Vimentin im 

Vergleich zu MCF-7 Zellen signifikant höher exprimiert. Dies bestätigte auf Einzelzellebene 

den epithelialen, endokrin-responsiven Phänotyp der MCF-7 Zelllinie sowie den 

mesenchymalen, nicht-endokrin responsiven Phänotyp der MDA-MB-231 Zelllinie [207]. 

Hinsichtlich der inter-zellulären Heterogenität einzelner Zelllinien-Zellen einer Entität sollten 

neben nativer Heterogenität der Zelllinien transkriptionelle bursts in Betrachtung gezogen 

werden. Diese können teilweise zu unterschiedlichen Expressionen einzelner Transkripte auf 

Einzelzellebene bei klonal identischen Zellen führen [208, 209]. 

Powell et al. konnten nur 31 der 87 analysierten Gene in 15 % der CTCs durchgehend 

detektieren [197]. In dieser Arbeit wurden 16 % der untersuchten Marker von allen CTCs 

exprimiert. Von 23 % der analysierten Marker konnten keine Transkripte detektiert werden. 61 

% der Marker zeigten eine inter-zelluläre Heterogenität der CTCs. In cCTCs wurden 20 % der 

untersuchten Gene durchgehend exprimiert. 43 % der analysierten Marker konnten nicht 

detektiert werden. 37 % der Marker zeigten eine inter-zelluläre Heterogenität bei cCTCs.  

Tumorheterogenität ist ein bedeutender Faktor für das Auftreten von Resistenzen gegenüber 

endokrinen Therapien [45, 210]. Die Charakterisierung einzelner CTCs könnte zusätzliche 

Informationen in Echtzeit über die Tumorheterogenität liefern und so zu einer Optimierung 

endokriner Therapien beitragen. In klinischen Studien werden der Nachweis Therapie-

relevanter Marker bei CTCs, wie z.B. des HER2 Status, für Therapieentscheidung bereits 

herangezogen [181]. Eine inter-zelluläre Heterogenität endokriner Therapie-relevanter Marker 

sowie Marker, die mit endokrinen Resistenzmechanismen assoziiert sind, konnte bei CTCs in 

einzelnen Studien gezeigt werden. Paoletti und Kollegen zeigten eine inter-zelluläre 

Heterogenität der ER Expression bei 790 CTCs einer Patientin [211]. Babayan et al. konnten 

in Patienten-Proben ausschließlich ERpos (5/16) oder ERneg (3/16) CTCs aber auch Proben 

mit einer inter-zellulären ER Heterogenität (8/16) von CTCs detektieren [212]. Eine inter-

zelluläre Heterogenität der HER2 Expression bei CTCs fanden Riethdorf et al. [213] und Gasch 

et al. [194]. Khoee et al. zeigten eine inter-zelluläre Heterogenität der HER2 Gen-Amplifikation 

bei kultivierten CTCs in 8 von 10 Patienten auf [214]. Zudem offenbarte sich eine inter-

zelluläre Heterogenität von Copy Number Variationen für FGFR1 und CCND1 in kultivierten 

CTCs [214]. Eine inter-zelluläre Heterogenität von PI3KCA Mutationen konnte in CTC 
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Studien von Polzer et al. [45], Shawn et al. [215], Neves et al. [216], Gasch et al. [194] und 

Pestrin et al. aufgezeigt werden [217].  

 

In dieser Arbeit zeigte sich zum Zeitpunkt der CTC-Analysen ein Progress der Patientin unter 

endokriner Therapie mit einem AI. Die CTC-Analysen offenbarten eine intra-individuelle 

Heterogenität von ERα/ß, HER2, IGFR, VEGFA, PIK3CA, AKT2, mTOR, FOXO, PTEN, 

CDK1 und HDAC2 bei CTCs. Interessanterweise besaßen einzelne CTCs eine hohe HER2 

Expression bei HER2 negativem Primärtumor der Patientin. Unterschiede im HER2 Status 

zwischen Primärtumor und CTCs wurden bereits in zahlreichen Studien beschrieben [183, 213, 

218].  

In der hierarchischen Clusteranalyse kristallisierte sich eine CTC-Subgruppe mit niedriger 

Expression des Transkriptionsfaktors bzw. des Tumorsuppressorgens FOXO sowie des 

Tumorsuppressorgens PTEN heraus. FOXO bindet als Co-Faktor an den aktivierten ER und 

supprimiert Östrogen-responsive DNA Elemente [219]. Sisci et al. offenbarten an einem in-

vitro Model, dass eine Überexpression von FOXO3A zu einer reduzierten Motilität und 

Invasivität bei ER-positiven Zelllinien-Zellen führt [220]. Die Arbeitsgruppe um Montenegro 

zeigte, dass Dysregulationen der Transkriptionsfaktoren von FOXO mit einer Tamoxifen-

Resistenz assoziiert sind [85]. Auch ein Verlust der inhibitorischen Effekte von PTEN  kann zu 

einer Resistenz gegenüber endokrinen Therapien führen [86].  

In der Subgruppe der ER-positiven CTCs war Cyclin D1 im Vergleich zur ER-negativen 

Subgruppe verstärkt exprimiert. Der CyclinD1/CDK4/CDK6 Signalweg ist ein essentieller 

Regulator des Zellzyklus. Eine erhöhte Cyclin D1 Expression ist mit einer Proliferation sowie 

einer endokrinen Resistenz bei ER-positiven Mammakarzinomen assoziiert [88]. CDK 4/6-

Inhibitoren werden bei Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom im metastasierten 

Stadium als neue Therapieoption eingesetzt. Die Kombination von CDK4/CDK6-Inihibtoren 

mit AIs oder SERDs/SERMs steigert das progressionsfreie Überleben bei Patientinnen mit 

metastasiertem Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinom [221-223].  

Kultivierte CTCs offenbarten eine intra-individuelle Heterogenität von ESR1, PGR, ERBB2, 

IGFR, PIK3CA, AKT2, PTEN und CCND1. Im Vergleich zu CTCs waren in cCTCs damit 

weniger Gene exprimiert, was darauf hindeutet, dass die Transkription der selektierten Gene 

reduziert wurde oder dass die zelluläre Heterogenität abnahm.  Subgruppenanalysen von cCTCs 

offenbarten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich endokriner Marker, jedoch 

gegenüber phänotypischer (epithelial, EMT, mesenchymal) Marker.  
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Aktas et al. konnten zeigen, dass CTCs, welche EMT Marker exprimieren, ein Indikator für 

Therapie resistente Subpopulationen darstellen [224]. In zahlreichen Studien konnten CTCs mit 

exprimierten EMT-Markern bei Mammakarzinom-Patientinnen detektiert werden [225]. 

Hinsichtlich phänotypischer (epithelial, EMT, mesenchymal) Marker konnte bei CTCs eine 

inter-zelluläre Heterogenität der Vimentin Expression [226, 227], der TWIST1 Expression 

[228], der CDH2 Expression, der CD44/CD24 Expression [229] sowie der EpCAM Expression 

[230] gezeigt werden. In dieser Arbeit offenbarten die CTC-Analysen eine intra-individuelle 

Heterogenität von EpCAM, MUC1, VIM, TWIST1, CD24 und MYC. CTCs der Subgruppe II 

zeigten eine signifikant höhere Expression von CD24 und des Protoonkogens c-MYC. Die 

CD24 Expression ist ein Regulator der EMT. Zudem ist eine Überexpression von CD24 mit 

Tumorprogress und Metastasierung assoziiert [231, 232]. Auch eine Überexpression von c-

MYC induziert die EMT [233]. Studien zeigten zudem, dass eine Überexpressionen von c-

MYC zu endokrinen Resistenzen führen kann [234, 235].  

Kultivierte CTCs offenbarten eine intra-individuelle Heterogenität von EpCAM, CD44 und 

CD24. Subgruppenanalysen zeigten eine cCTC-Subgruppe mit höherer Expression von 

EpCAM und CD44. Eine mögliche Erklärung ist die Kultivierung von cCTCS in 

Kulturmedium, welches hEGF und FGF2 beinhaltet und dadurch die Expression von CD44 

induzieren könnte. Krebszellen, die durch eine Hochregulation von CD44 charakterisiert sind, 

werden auch als Tumor-Stammzellen bezeichnet und spielen eine wichtige Rolle bei der 

Proliferation, Tumorinduktion sowie Metastasierung [236]. In der Studie von Watanabe et al. 

war die Anzahl der EpCAMpos CD44pos CTCs  im Gegensatz zu EpCAMpos CD44neg CTCs mit 

dem Tumorstadium sowie einer Gefäßinvasion bei Patienten mit Magenkarzinom korreliert 

[237].  

Interessanterweise zeigte sich bei allen unkultivierten CTCs der Marker CD44 exprimiert, 

wohingegen alle cCTCs MUC1 exprimierten. MUC1 spielt eine wichtige Rolle bei der 

transkriptionellen Regulation von Proliferation, Invasion, Apoptose, Metastasierung und 

Resistenzen gegenüber Therapien [238]. Auch eine CD44 Expression ist mit Proliferation, 

Metastasierung und Therapieresistenz assoziiert [239]. 

Bisher gibt es in der Literatur keine Studien, die CTCs und cCTCs einer Patientin auf 

Einzelzellebene vergleichen. Es konnte in dieser Arbeit durch PCA gezeigt werden, dass keine 

Abgrenzung zwischen CTCs und kultivierten CTCs besteht, sondern sich teilweise gemeinsame 

Subgruppen bildeten. Wie in CTCs zeigte sich auch bei cCTCs eine inter-zelluläre 

Heterogenität Therapie-relevanter Zielgene wie bspw. HER2 oder ER. Durch größere CTC-

Analysen anhand kultivierter CTCs könnten demnach wichtige Informationen für das 
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Verständnis der Zellbiologie, der Tumorzelldissemination, der Resistenzbildung sowie der 

Identifikation neuer Zielmoleküle für personalisierte Therapien gewonnen werden. 

 

 Klinische Relevanz von CTC Genexpressionsanalysen auf 

Einzelzellebene zur Optimierung endokriner Therapien bei 

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom 

Die endokrine Therapie ist in der Behandlung des metastasierten endokrin sensitiven 

Mammakarzinoms die erste Wahl. Dabei richtet sich die Auswahl des Therapeutikums bzw. 

des Therapieschemas nach der entsprechenden Vortherapie, dem Allgemeinzustand der 

Patientin sowie nach den möglichen Nebenwirkungen [29, 38]. Neben den 

Behandlungserfolgen zielgerichteter endokriner Therapien stellen das Auftreten primärer sowie 

sekundärer endokriner Resistenzen eine große klinische Herausforderung dar. Der 

Goldstandard bei klinischem Progress sowie beim Auftreten neuer Metastasen sind 

gegenwärtig Gewebeproben, welche jedoch invasiv und nicht immer durchführbar sind. CTCs 

aus „liquid biopsies“ könnten vor diesem Hintergrund eine essentielle Rolle spielen. In den 

letzten Jahren wurde die klinische Relevanz von CTCs als Prognosefaktor eindeutig belegt und 

wird in den Leitlinien bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom empfohlen. Die 

klinische Relevanz molekularer CTC Analysen für Therapie-Entscheidungen ist derzeit unklar. 

Therapie-Entscheidungen basierend auf dem Phänotyp von CTCs werden deshalb in den 

Leitlinien nur im Rahmen translationaler Studien empfohlen. Es konnte jedoch in dieser Arbeit 

bei einer AI-resistenten metastasierten Mammakarzinom-Patientin gezeigt werden, dass 

Genexpressionsanalysen einzelner CTCs und cCTCs mögliche endokrine 

Resistenzmechanismen sowie relevante Zielstrukturen für endokrin basierte Therapien wie die 

CDK4/CDK6 Inhibitoren darlegen können.    

Die analysierte Patientin zeigte zum Zeitpunkt der DLA eine endokrine Resistenz unter einer 

AI Zweitlinien-Therapie. Die molekularen Mechanismen, welche zu einer Resistenz gegenüber 

AIs führen, sind gegenwärtig nur teilweise identifiziert. Studien konnten bei AI-resistenten 

Karzinomen eine generell verstärkte Tumorheterogenität, ESR1-Mutationen, den Verlust der 

ER Expression, die Hochregulation von Wachstumsfaktoren (HER2, FGFR, IGFR1, PIK3K, 

mTOR) mit entsprechenden Signalkaskaden sowie eine Dysregulation der Apoptose sowie des 

Zellzyklus detektieren [240, 241]. Diese möglichen endokrinen Resistenzmechanismen 

konnten teilweise durch Genexpressionsanalysen einzelner CTCs und cCTCs bei der Patientin 

bestätigt werden. 
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Analysen der ER Expression wiesen eine intra-individuelle Heterogenität der CTCs und cCTCs 

auf Transkriptom und Proteinebene auf. Es zeigten sich ER-positive sowie ER-negative CTCs 

und cCTCs bei ER-positivem Primarius sowie ER-positiver Blasenmetastase. Dies wird auch 

in einer Studie von Paoletti et al. bestätigt, in der CTCs von Patientinnen mit einem Progress 

unter einer AI-Therapie ER unterschiedlich stark exprimierten [242]. Zudem konnte bereits 

belegt werden, dass CTCs ER-positiver Mammakarzinome häufig keine ER Expression 

aufzeigen und dadurch möglicherweise endokrinen Therapien entkommen können [212].  

Bei HER2-negativem Primarius offenbarten die Genexpressionsanalysen HER2 positive sowie 

HER2 negative CTCs. Eine intra-tumorale Heterogenität zwischen Primarius und CTCs 

hinsichtlich der HER2-Expression wurde bereits durch zahlreiche Studien beschrieben. Eine 

Hochregulation der HER2-Expression sowie der Wachstumsfaktor-Signalwege wurde bei einer 

AI-resistenten Zelllinie durch die Arbeitsgruppe von Sabnis et al. beschrieben [243]. Die 

Genexpressionsanalysen belegten die Expression von Rezeptoren für verschiedene 

Wachstumsfaktoren wie bspw. IGFR1, EGFR und FGFR bei CTCs sowie cCTCs. EpCAM- 

Negativität, die Expression von EMT-Markern sowie ein mesenchymaler Phänotyp stellen 

möglicherweise CTCs mit einem größeren proliferativen und invasiven Potential dar [244]. 

Klinische Studien konnten ein vermindertes Ansprechen von Therapien beim Nachweis von 

CTCs mit EMT Markern oder CTCs mit einem mesenchymalen Phänotyp aufzeigen [245]. Es 

wurden mit Hilfe der Genexpressionsanalysen auch einzelne CTCs und cCTCs der Patientin 

mit EMT-Markern sowie der Expression mesenchymaler Marker detektiert, welche 

möglicherweise durch die AI-Therapie der Patientin nicht erfasst werden. Yu et al. offenbarten 

zudem, dass der EMT Status der CTCs sich abhängig von der Therapie der Patientin ändert 

[244]. In dem Zusammenhang wären CTC-Analysen unter der derzeitigen Fulvestrant und 

Palbociclib Therapie der Patientin interessant.  

Eine endokrin basierte Therapie mit CDK4/CDK6 Inhibitoren kann eine Überwindung von AI 

Resistenzen bewirken. Gegenwärtig wird die Patientin mit Fulvestrant und Palbociclib 

behandelt und zeigt im Staging einen stabilen Befund. Subgruppenanalysen von ER-positiven 

gegenüber ER-negativen CTCs offenbarten eine verstärkte Expression von CCND1, welche 

eine Zielstruktur der CDK4/CDK6 Inhibitoren darstellt. Diese Beobachtung geht mit dem 

aktuellen klinischen Befund unter der Therapie mit Palbociclib einher. Weitere CTC Analysen 

unter der derzeit endokrin basierten Therapie könnten Einsicht hinsichtlich der ansprechenden 

Subpopulationen geben.   
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Zusammenfassend konnte die klinische Relevanz von CTCs als Prognosemarker bei 

Patientinnen mit Mammakarzinom eindeutig belegt werden. Die Überwachung von Therapien 

mittels CTCs sowie Therapie-Entscheidungen basierend auf molekularen CTC Analysen 

werden gegenwärtig in Leitlinien nicht empfohlen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, 

dass CTC und cCTC Genexpressionsanalysen aus kryokonservierten DLA Proben einer AI 

resistenten Patientin relevante endokrine Resistenzmechanismen sowie endokrine 

therapeutische Zielstrukturen detektieren konnten. Hinsichtlich der klinischen 

Entscheidungsfindung könnten speziell bei nicht vorhandenen Gewebebiopsien molekulare 

CTC Analysen zukünftig eine potentielle Hilfestellung darstellen. Vor dem routinemäßigen 

Einsatz in der Klinik sind jedoch die Festlegung von Standards hinsichtlich der CTC Detektion, 

der Isolation, der Selektion, der molekularen Analysen sowie die Durchführung translationaler 

Studien notwendig.  
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 Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch Multi-Marker Genexpressionsanalysen die intra-

individuelle Heterogenität einzelner CTCs und cCTCs hinsichtlich endokrin therapeutischer 

Zielstrukturen sowie endokriner Resistenzmechanismen untersucht werden. Die Ergebnisse 

verdeutlichen, dass Analysen auf Einzelzellebene im Vergleich zu Analysen von Zell-Pools 

genauere Aufschlüsse über die Biologie und Heterogenität von CTCs liefern können. Zudem 

geben die dargestellten Genexpressionsprofile einzelner CTCs Aufschluss über die mögliche 

klinische Relevanz endokriner therapeutischer Zielstrukturen sowie möglicher endokriner 

Resistenzmechanismen.  

Eine Fixierung und Permeabilisierung vor Einzelzell-Genexpressionsanalysen ist prinzipiell 

möglich, jedoch zeigte sich nach Verwendung des CellSearch® Circulating Tumor Cell Kits 

keine suffiziente RNA-Qualität auf Einzelzellebene. Derzeit erfolgt deswegen die Etablierung 

eines Methodenschemas unter Verwendungen des CellSearch® Profile Kits zur CTC-

Anreicherung und anschließender CTC-Detektion mit Hilfe der Oberflächenmarker EpCAM, 

MUC1 und HER2. Dadurch könnten native und fixierte CTCs angereichert und bei Bedarf eine 

zusätzliche Permeabilisierung durchgeführt werden. Durch diese Methodik würden 

Fixierungen sowie Permeabilisierungen durch das CellSearch®-System unter Verwendung des 

CellSearch® Circulating Tumor Cell Kits umgangen und somit möglicherweise 

Genexpressionsprofile einzelner, fixierter CTCs auf Einzelzellebene erstellt werden können.  

RNA-Qualitätskontrollen offenbarten bei 30 % der CTCs sowie 50 % der kultivierten CTCs 

eine gute RNA-Qualität, sodass mit diesen Multi-Marker-Genexpressionsanalysen 

durchgeführt werden konnten. Die meisten CTCs sterben während der Zirkulation im Blutstrom 

oder befinden sich bereits in Apoptose. Visuelle Qualitäts-Analysen im Rahmen der 

Mikromanipulation von Einzelzellen unter Hinzunahme von Apoptose Marker könnten die 

Ausbeute von CTCs guter RNA-Qualität erhöhen. Derzeit erfolgt deswegen die Etablierung 

von AnnexinV/PPI Färbungen in den Methodenablauf.  

In zwei CTCs sowie zwei cCTCs konnten keine Transkripte von ACTB und KR19 im Rahmen 

der RNA-Qualitätskontrollen detektiert werden. Um einen technischen Fehler bei der 

Mikromanipulation bzw. dem Ablegen von Einzelzellen in Reaktionsgefäße auszuschließen, 

erfolgt nun der Nachweis abgelegter Zellen durch visuelle Kontrolle in speziell hergestellten 

Flachboden-Röhrchen.  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass aus kryokonservierten DLA Proben nach 

Isolierung der CTCs mit dem ParsortixTM-System und dem CellCelector-Mikromanipulator 
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Multi-Marker-Genexpressionsprofile einzelner CTCs und kultivierter CTCs erstellt werden 

können. Dieser Methodenablauf ermöglicht in Zukunft die Analyse größere Anzahlen einzelner 

CTCs ohne zeitliche Einschränkungen hinsichtlich der Möglichkeit der Kryokonservierung von 

Patientenproben.  

In dieser Arbeit lieferten Multi-Marker-Genexpressionsanalysen einzelner CTCs wichtige 

Einblicke in die Tumorbiologie. Gegenüber RNA-Sequenzierungen haben qRT-PCR Analysen 

den Vorteil, dass sie kosten-effizient, einfacher durchzuführen sowie auszuwerten sind. Zudem 

werden geringere RNA-Mengen benötigt. RNA-Sequenzierungen bieten jedoch den Vorteil, 

dass unbekannte Transkripte, Splicevarianten sowie Fusionstranskripte identifiziert werden 

können. Deshalb könnten in Zukunft zusätzlich RNA-Sequenzierungen einzelner CTCs einen 

wertvollen Beitrag zur Tumorbiologie, der Detektion Therapie-relevanter Signalgene sowie 

Resistenzmechanismen bei Mammakarzinom-Patientinnen liefern.  

Derzeit werden CDK 4/6-Inhibitoren bei Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom im 

metastasierten Stadium als neue Therapieoption eingesetzt. In dieser Arbeit zeigte sich eine 

hohe CCND1 Expression in ER-positiven CTCs gegenüber ER-negativen CTCs. Somit wären 

weitere CTC-Analysen interessant, die diese CTC-Subgruppen unter einer Therapie von CDK 

4/6-Inhibitoren bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom untersuchen.  

Die Charakterisierung einzelner CTCs sowie kultivierter CTCs durch Multi-Marker-

Genexpressionsprofile könnte in Echtzeit wichtige Informationen hinsichtlich therapeutischer 

Zielsequenzen sowie möglicher Resistenzmechanismen liefern und demnach zu einer 

Überwachung der Therapiewirksamkeit bei Mammakarzinom-Patientinnen beitragen. 

Genexpressionsanalysen einzelner CTCs könnten damit zu einer Weiterentwicklung von 

personalisierten Therapien bei Mammakarzinom-Patientinnen beitragen. 
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 Zusammenfassung 

Das Mammakarzinom stellt eine heterogene Erkrankung dar, welche durch verschiedene 

histologische und molekulare Subtypen geprägt ist. Gegenwärtig basiert die Auswahl und 

Indikation einer Therapie auf den biologischen Eigenschaften des Primärtumors. Etwa 70 % 

aller Mammakarzinome exprimieren Hormonrezeptoren und gelten damit als endokrin sensitiv. 

Die Wirksamkeit endokriner Therapien ist jedoch durch primäre und sekundäre Resistenzen 

limitiert. Zahlreiche mögliche molekulare Resistenzmechanismen wurden beschrieben, wie 

eine veränderte Expression von ER, Mutationen des ESR1 Gens, eine veränderte Expression 

von Wachstumsfaktor-Rezeptoren, die Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, eine 

veränderte Expression von Zellzyklusregulatoren, eine Dysregulation von ER Co-Aktivatoren, 

die Autophagie, die Epithelial-Mesenchymale Transition sowie eine verstärkte 

Tumorheterogenität. Innerhalb eines Primärtumors existieren verschiedene Subklone, die eine 

Therapieresistenz bedingen können sowie unterschiedliche Neigungen zur Metastasierung 

besitzen. Bereits früh im Krankheitsverlauf zeigen Mammakarzinom-Patientinnen eine 

hämatogene Streuung von Tumorzellen. Diese im Blut zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) 

gelten als Vorläuferzellen von Metastasen. CTCs haben sich als wichtiger Surrogat-Marker für 

die Prognose von Mammakarzinom-Patientinnen erwiesen. Die Charakterisierung einzelner 

CTCs könnte damit wichtige Informationen hinsichtlich therapeutischer Zielstrukturen sowie 

möglicher Resistenzmechanismen liefern. Das Ziel dieser Arbeit bestand daher in der 

Charakterisierung der intra-individuellen Heterogenität einzelner CTCs hinsichtlich 

therapeutischer Zielstrukturen endokriner Therapien sowie möglicher endokriner 

Resistenzmechanismen bei metastasierten Mammakarzinom-Patientinnen mit Resistenzen 

gegenüber endokrinen Therapien. 

Die Etablierung und Validierung von Multi-Marker-Genexpressionsanalysen auf 

Einzelzellebene erfolgte an endokrin-responsiven MCF-7, endokrin-resistenten MCF-

7/TAMR1 und nicht endokrin-responsiven MDA-MB-231 Zelllinien-Zellen. Die 

Genexpressionsprofile einzelner MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen zeigten 

vorwiegend vergleichbare Genexpressionsprofile wie entsprechende Zell-Pools. Einzelne 

MCF-7, MCF-7/TAMR1 und MDA-MB-231 Zellen offenbarten Zelllinien-spezifische 

Charakteristika. Die Behandlung der Zellen mit CellSave®, einer Permeabilisierung oder der 

Kombination aus beidem hatte keine signifikanten Effekte auf die Genexpression im Vergleich 

zu nativen Zellen. Dagegen war die RNA nach Verwendung des CellSearch® CTC Kits bei 

Zelllinien-Zellen sowie CTCs nicht für weitere Experimente geeignet. Nach Anreicherung 
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mittels Diagnostischer Leukapherese (DLA) und ParsortixTM-Systems war die RNA-Qualität 

in 30 % der analysierten CTCs ausreichend gut.  

Klinisch zeigte sich zum Zeitpunkt der DLA ein Progress der Patientin unter endokriner 

Therapie mit einem Aromataseinhibitor. Die Genexpressionsanalysen einzelner CTCs 

offenbarten eine hohe Plastizität sowie intra-individuelle Heterogenität hinsichtlich endokriner 

und phänotypischer Marker. Es zeigten sich sowohl ER-positive als auch ER-negative CTCs. 

Zudem zeigten sich HER2-positive CTCs bei HER2-negativem Primarius sowie der Nachweis 

von Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR, IGFR, FGFR) auf CTCs. Einzelne CTCs wiesen 

zudem EMT Marker (TWIST) sowie Marker eines mesenchymalen Phänotyps (VIM) auf. In 

allen CTCs konnte die Expression von CD44 nachgewiesen werden.  

Nach hierarchischen Clusteranalyse offenbarten sich CTC-Subgruppen, deren Expression sich 

signifikant in der Expression phänotypischer Marker (CD24, MYC) sowie Marker endokriner 

Signalwege (FOXO, PTEN) unterschied. Zudem zeigte sich in der ER-positiven CTC-

Subgruppe im Vergleich zur ER-negativen CTC-Subgruppe eine signifikant höhere CyclinD1 

Expression, die eine Zielstruktur endokrin basierter Therapien mit CDK4/CDK6 Inhibitoren 

darstellt.  

Darüber hinaus erfolgte die Genexpressionsanalyse einzelner kultivierter CTCs (cCTCs), 

welche aus der gleichen kryokonservierten DLA-Probe nach Anreicherung mittels ParsortixTM-

Systems kultiviert wurden. Dabei zeigte sich in 50 % der analysierten cCTCs eine gute RNA-

Qualität. Analog zu CTCs konnte auch eine hohe Plastizität sowie intra-individuelle 

Heterogenität hinsichtlich endokriner (ER, PR) und phänotypischer Marker bei cCTCs 

aufgezeigt werden. Es konnten auch ER-positive sowie ER-negative CTCs detektiert werden. 

Zudem offenbarten sich analog zu CTCs neben HER2-negativen cCTCs HER2-positive 

cCTCs. Alle cCTCs exprimierten MUC1. Subgruppenanalysen zeigten cCTC-Subpopulationen 

auf, die sich signifikant in der Expression phänotypischer Marker (EpCAM, CD 44, MUC1) 

unterschieden. Interessanterweise zeigten die Transkriptionsprofile von CTCs und cCTCs keine 

räumliche Abgrenzung, sondern eine teilweise gemeinsame Subgruppenbildung. 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein robuster, schneller und kosteneffizienter 

Arbeitsablauf zur Gewinnung einzelner CTCs mittels DLA und ParsortixTM-Systems mit 

anschließender Charakterisierung auf Transkriptom-Ebene für mögliche endokrine 

Resistenzmechanismen sowie therapeutischer Zielstrukturen endokriner Therapien erfolgreich 

etabliert werden. Zum ersten Mal konnten Genexpressionsprofile einzelner nicht-kultivierter 

und kultivierter CTCs einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom erstellt werden. Die 
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Genexpressionsanalysen einzelner CTCs sowie kultivierter CTCs offenbarten mögliche 

endokrine Resistenzmechanismen sowie therapeutische Zielstrukturen endokriner Therapien.  

Schlussendlich sind diese Technologien vielversprechende Werkzeuge für zukünftige CTC-

Analysen, die möglicherweise eine klinische Relevanz bei der Stratifizierung von Patienten zu 

entsprechenden Therapien sowie der Therapieoptimierung haben. Zuvor sind jedoch die 

Festlegung von klinischen Standards sowie die Durchführung translationaler Studien 

notwendig. 
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 Abstract 

Breast cancer is a heterogeneous disease with multiple distinct histologic and molecular 

subtypes. Indications for therapy and treatment recommendations are currently based on the 

biologic features of the primary tumor. Approximately 70 % of all breast cancers express 

hormone receptors and are therefore endocrine sensitive. However, the effectiveness of 

endocrine therapies is limited by primary and secondary endocrine resistance. Several 

molecular resistance mechanisms were proposed which include alterations in the ER 

expression, ESR1 mutations, altered expression of growth factor receptors, the activation of the 

PI3K/Akt/mTOR pathway, dysregulation of ER co-activators, altered expression of cell cycle 

regulators, autophagy, epithelial to mesenchymal transition as well as increased tumor 

heterogeneity. Primary tumors consist of several subclones, which could lead to therapy 

resistance and harbor different tendencies to metastasize. Breast cancer patients show an early 

hematogenous dissemination of tumor cells in course of disease. Circulating tumor cells (CTCs) 

represent precursor cells of metastatic disease and they have become a surrogate marker for 

prognosis of breast cancer patients. Characterization of single CTCs could reveal important 

information concerning therapy target molecules as well as possible resistance mechanisms. 

Therefore, the aim of the study was the characterization of intra-individual heterogeneity of 

single CTCs in terms of the expression of molecules targeted by endocrine therapy as well as 

possible endocrine resistance mechanisms in metastasized breast cancer patients with endocrine 

therapy resistance.  

The establishment and validation of a multi-marker gene expression analysis on single cell level 

was performed with endocrine responsive MCF-7, endocrine resistant MCF-7/TAMR1 and 

endocrine unresponsive MDA-MB-231 cell line cells. Gene expression profiles of single MCF-

7, MCF-7/TAMR1 and MDA-MB-231 cells revealed mostly comparable gene expression 

profiles to pools of cells. Single MCF-7, MCF-7/TAMR1 and MDA-MB-231 cells showed cell 

line specific characteristics. Treatment of cells with CellSave®, permeabilization or the 

combination of both revealed no significant differences compared to controls. However, no cell 

line cells and CTCs of sufficient RNA quality could be found after processing with the 

CellSearch® CTC kit and the CellSearch®-System. 

After enrichment via diagnostic leukapheresis (DLA) and ParsortixTM system, gene expression 

analysis revealed a good RNA quality in 30 % of analyzed CTCs. At the time of DLA, the 

patient revealed a progress under aromatase inhibitor therapy. Gene expression analysis of 

single CTCs revealed a high plasticity as well as intra-individual heterogeneity in terms of 
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endocrine and phenotypic markers. ER-positive as well as ER-negative CTCs were present. 

Moreover, HER2-positive CTCs were detectable regarding the HER2 negative primary tumor 

and growth factor receptors (EGFR, IGFR, FGFR) were present on CTCs. Single CTCs also 

revealed EMT markers (TWIST) as well as markers for a mesenchymal phenotype (VIM). 

Transcripts of the stem cell marker CD44 could be detected in all CTCs. Hierarchical clustering 

showed CTC subgroups, whose expression differed significantly in regard to phenotypic 

markers (CD44, MYC) and markers of endocrine signaling pathways (FOXO, PTEN). 

Moreover, the ER-positive CTC subgroup showed a significant higher expression of CCND1 

in comparison to the ER-negative subgroup.  

Additionally, gene expression analysis was performed of single cultured CTCs (cCTCs) which 

were cultured of the same cryopreserved DLA probe after enrichment via the ParsortixTM 

system. 50 % of analyzed cCTCs revealed a good RNA quality, respectively. Consistent with 

CTCs, cCTCs also demonstrated a high plasticity as well as intra-individual heterogeneity 

regarding endocrine (ER, PR) and phenotypic markers. Analysis revealed ER-positive as well 

as ER-negative cCTCs. In line to CTCs, cCTCs were HER2-positive as well as HER2-negative. 

All cCTCs expressed MUC1. Gene expression profiles showed cCTCs subgroups, which 

differed significantly in the expression of phenotypic markers (EpCAM, CD44, MUC1). 

Interestingly, gene expression profiles of CTCs and cCTCs showed no clear distinction rather 

a partly combined grouping.  

In summary, a robust, rapid and cost-efficient workflow was successfully established for 

enrichment of single CTCs by DLA and ParsortixTM-system with subsequent characterization 

on the transcriptomic single cell level for endocrine resistance mechanisms as well as relevant 

therapeutic targets for endocrine therapies. For the first time, single gene expression profiles of 

uncultured and cultured CTCs of the same metastatic breast cancer patient could be generated. 

Gene expression profiles revealed possible endocrine resistance mechanisms as well as relevant 

therapeutic targets for endocrine therapies. Finally, these technologies constitute promising 

tools for CTC analysis which might have great potential for clinical decision-making but firstly 

standardization of protocols and translational studies are necessary.  
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AA/Bis AA Acrylamid/Bisacrylamid 

ACD-A  Acid Citrate Dextrose soluation A 

ADP Adenosindiphosphat 

AF Alexa Fluor  

AI Aromatase-Inhibitor 

Akt Proteinkinasen B 

AP Alkaline Phosphatase 

APS Ammoniumpersulfat 

Aqua dest. Aqua destillata (destilliertes Wasser) 

AS Aminosäure 

ATP Adenosintriphosphat 

BET Brust erhaltende Therapie 

BRCA 1/2 Beeast Cancer 1/2 

BSA bovine serum albumin 

bspw.  beispielsweise 

bzw. beziehungsweise 

CA Karzinom 

CCD Charge-coupled Device 

CCDN1 Cyclin D1  

CD 45 Rezeptor-Typ Tyrosin-Proteinphosphatase C 

CDK1 Cyclin dependent kinase 4/6 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CS CellSearch® 

CSF-1 Colony Stimulating Factor 1 

Ct Cycle of Threshold 
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CTC zirkulierende Tumorzelle 

CTX Chempotherapie 

Cu+ Kupfer 

Da, kDa Dalton, Kilodalton 

DAPI 4,6-Diamidin-2-phenylindol 

DLA Diagnostische Leukapherese 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA, cDNA Desoxyribonukleinsäure, komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

DTC disseminierte Tumorzelle  

DTT Dithiothreitol 

E12 basic helix-loop-helix (bHLH) proteins 

ECL Enhanced chemiluminescence  

ECM extracellular matrix 

ED Erstdiagnose 

EDTA Ethylendiaminotetraessigsäure 

EGF Epidermal Growth Factor  

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 

EMT epithelial-mesenchymale Transition  

EpCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule 

ER Östrogen-Rezeptor 

ESR1 Estrogen Receptor 1 

ESR2 Estrogen Receptor 2 

FAM 6-Carboxyfluorescein 

FCS fetales Kalberserum 

FDA Food and Drug Administration  
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FGF Fibroblast Growth Factor 

FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

FOXO forkhead box proteins 

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers  

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon 

GUSB Glucuronidase Beta 

h  Stunde 

HER2 human epidermal growth factor receptor 2 

HMBS Hydroxymethylbilane Synthase 

HPRT1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 

HRP Horseradish Peroxidase 

HSA Human Serum Abumin 

IF Immunfluoreszenz 

IGFR Insulin Like Growth Factor Receptor 

ITZ Institut für Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika  

KM Knochenmark 

KR Keratin 

mA Milliampere 

MET Mesenchymal-Epitheliale-Transition  

MGB Minor Groove Binder 

min Minute 

ml Milliliter 

mmol/l Millimol je Liter 

mTOR mechanistic target of rapamycin 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
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MUC1 Mucin 1 

Na Natrium 

NADH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid 

NFQ Nicht-Fluoreszierenden Quencher 

O2 Sauerstoff 

PB Permeabilisierung 

PB peripheral blood 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCA principal component analysis  

PCR Polymerasechainreaction 

PDX patient dervived xenograft 

pg picogramm 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen 

PR Progesteron-Rezeptor 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

Rb Retinoblastom-Protein  

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay Buffer 

RNA, mRNA, miRNA Ribonukleinsäure, messenger-RNA, micro-RNA 

rpm Umdrehungen je Minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RQ relative Quantifizierung  

RT  Raumtemperatur 

RT-qPCR Real-Time quantitative PCR 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese  

SERD Östrogenrezeptor-Downregulatoren  

SERM Selektive Östrogenrezeptormodulatoren 
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SLN Sentinel-Lymphknoten 

SNAIL Snail Family Transcriptional Repressor 

SPARC  Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich 

Taq Thermus aquaticus 

TBE Tris-Borat-EDTA Puffer 

TBS-T ris-buffered saline with Tween2 

TGF Transforming Growth Factor 

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol 

TWIST Twist Family BHLH Transcription Factor 

U Units 

UICC Union Internationale Contre le Cancer  

UPR unfolded protein response 

UV Ultraviolett 

V Volt 

v/v Volumen pro Volumen 

VEGF Vascular Epidermal Growth Factor 

VEGFR Vascular Epidermal Growth Factor Receptor 

w/v Masse pro Volumen 

WB Western Blot 

WHO World Health Organisation 

z.B. zum Beispiel 

ZEB1/2 Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1/2 

∆ 

% 

°C 

α  

ß 

delta (Differenz) 

Prozent 

Grad Celsius 

alpha 

beta 
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γ  

δ  

ε  

ul 

gamma 

delta 

epsilon 

Mikroliter 
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A N H A N G  

Stadieneinteilung der Mammakarzinome 

Tabelle 12: TNM: Klinische Klassifikation. T (Tumorgröße), N (Lymphknoten), M (Fernmetastasen) 

(modifiziert nach [29]) 

 
TX  Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T0  Kein Anhalt für Primärtumor 

Tis Carcinoma in situ 

Tis (DCIS): Duktales Carcinoma in situ 

Tis (LCIS): Lobuläres Carcinoma in situ 

Tis (Paget): M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor 

T1 Tumor maximal 2 cm im größten Durchmesser 

T1 mi: Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger im größten Durchmesser 

T1a: größer 0,1 cm bis maximal 0,5 cm im größten Durchmesser 

T1b: größer 0,5 cm bis maximal 1 cm im größten Durchmesser  

T1c: größer 1 cm bis maximal 2 cm im größten Durchmesser 

T2 Tumor größer als 2 cm bis maximal 5 cm im größten Durchmesser 

T3 Tumor größer als 5 cm im größten Durchmesser 

T4 Tumor jeder Größe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut, soweit unter T4a–T4d 

beschrieben 

T4a: Ausdehnung auf Brustwand (Rippen, Interkostalmuskulatur, vorderer Serratusmuskel, 

jedoch nicht die Pektoralismuskulatur) 

T4b: Ödem (einschließlich „peau d’orange“) oder Ulzeration der Brusthaut oder 

Satellitenknötchen der Haut der gleichen Brust 

T4c: Kriterien 4a und 4b 

T4d: Entzündliches (inflammatorisches) Karzinom 

NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden (z.B. vor klinischer Klassifikation 

bioptisch entfernt) 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen axillären Lymphknoten der Level I und II 

N2 Metastase(n) in ipsilateralen axillären Lymphknoten der Level I und II, untereinander oder an 

anderen Strukturen fixiert oder in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der 

A. mammaria interna in Abwesenheit klinisch erkennbarer axillärer Lymphknotenmetastasen 

N2a: Metastase(n) in ipsilateralen axillären Lymphknoten, untereinander oder an andere 

Strukturen fixiert 

N2b: Metastase(n) in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. 

mammaria interna in Abwesenheit klinisch erkennbarer axillärer Lymphknotenmetastasen 
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N3 Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikulären Lymphknoten (Level III) mit oder ohne 

Beteiligung der axillären Lymphknoten des Level I und II oder in klinisch erkennbaren 

ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in Anwesenheit axillärer 

Lymphknotenmetastasen des Level I und II oder Metastase(n) in ipsilateralen 

supraklavikulären Lymphknoten mit oder ohne Beteiligung der axillären Lymphknoten oder 

der Lymphknoten entlang der A. mammaria interna 

N3a: Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikulären Lymphknoten 

N3b: Metastase(n) in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in 

Anwesenheit axillärer Lymphknotenmetastasen 

N3c: Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikulären Lymphknoten 

M0  Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 

 

 

Tabelle 13: UICC Stadien (modifiziert nach [29]). 

 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T0, T1 N1mi M0 

Stadium IIA T0, T1 

T2 

N1 

N0 

M0 

M0 

Stadium IIB T2 

T3 

N1 

N0  

M0 

M0 

Stadium IIIA T0, T1, T2 

T3 

N2 

N1, N2 

M0 

M0 

Stadium IIIB T4 N0, N1, N2 M0 

Stadium IIIC Alle T N3 M0 

Stadium IV Alle T Alle N M1 
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Gen-Panel 

EpCAM Epithelial cell adhesion molecule 

MUC1 Mucin 1 

KRT19 Keratin 19 

CDH2 Cadherin 2 

SNAI1 Snail family zinc finger 1 

VIM Vimentin 

Twist1 Twist family HHLH transcription factor 1 

ALDH Aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1 

CD_44 all CD44 molecule 

CD24L4 CD24 molecule 

Myc V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 

ESR1 Estrogen receptor 1 

ESR2 Estrogen receptor 2 

PGR Progesterone receptor 

ERBB2 V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

VEGFR1 Fms-related tyrosine kinase 1 

VEGFR2 Kinase insert domain receptor 

IGFR Insulin-like growth factor 1 receptor 

VEGFA Vascular endothelial growth factor A 

PI3K Phosphoinositide-3-kinase 

AKT2 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2 

mTOR Mechanistic target of rapamycin 

FOXO Forkhead box O3 

PTEN Phosphatase and tensin homolog 

CCND1 Cyclin D1 

HDAC2  Histone deacetylase 2 

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

ACTB Actin beta 

UBC Ubiquitin C 
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