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Zusammenfassung 

I 

Zusammenfassung 

Trotz frühzeitiger Diagnose und operativer sowie systemischer Therapie des 

Primärkarzinoms versterben viele Tumorpatienten aufgrund von Metastasen, welche sich 

oft erst nach langer Latenzzeit manifestieren. Eine Ursache hierfür ist die minimale 

residuelle Tumorerkrankung (MRD), die sich über disseminierte Tumorzellen in 

Knochenmark und Lymphknoten (DTC) sowie als zirkulierende Tumorzellen im Blut 

(CTC) nachweisen lassen. Im Rahmen einer Studie der westdeutschen Studiengruppe zur 

stammzellgestützten Hochdosis-Chemotherapie wurden Leukapherese-Präparate von 

Patientinnen mit einem nicht-metastasierten Mammakarzinom vor und nach Induktions-

Chemotherapie gewonnen, wobei die Leukapherese-Produkte teilweise für 

Forschungszwecke kryokonserviert wurden. Für diese Arbeit ergab sich nun die 

Möglichkeit, einen kleinen Teil dieser Leukapherese-Produkte auf Cytokeratin-positive 

Zellen (CK-positiven Zellen) zu untersuchen. Um diese CK-positiven Zellen weiter zu 

charakterisieren, wurden diese in der vorliegenden Arbeit mittels komparativer 

genomischen Hybridisierung (CGH) analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 

diese Zellen tumortypische Aberrationsmuster aufweisen und es sich somit um CTCs 

handelt. Durch den Nachweis von CTCs bei Patienten ohne eine Fernmetastasierung (M0) 

wird belegt, dass es bereits in frühen Tumorstadien zu einer Tumorzell-Dissemination 

kommen kann. Darüber hinaus wiesen CTCs, die nach der Induktions-Chemotherapie 

gewonnen wurden, eine signifikant höhere Anzahl an Aberrationen auf als solche, die vor 

Induktions-Chemotherapie isoliert worden waren. Insgesamt zeigten die untersuchten 

CTCs als Ausdruck ihrer genetischen Instabilität das für maligne Zellen solider Tumoren 

typische, sehr heterogene Aberrationsmuster. Aufgrund der nachgewiesenen Persistenz 

von zirkulierenden Tumorzellen mit erheblichen genomischen Aberrationen, auch nach 

einer Induktions-Chemotherapie,  bedarf es der umfassenderen Untersuchung 

insbesondere dieser CTCs,  um molekulare Zielstrukturen  für eine gezieltere und 

effektivere adjuvante Therapie des Mammakarzinoms identifizieren zu können, wobei 

sich mit der auf Leukapherese-Präparate übertragenen Methode der Tumor-

Einzelzellisolation nun CTCs in eine hinreichend hohen Zahl für die dazu erforderlichen 

hochauflösenden Analysen gewinnen lassen. 
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Conclusion 

Despite early diagnosis and surgical and systemic therapy of primary carcinoma, many 

tumor patients die as a result of metastases, which often manifest themselves only after a 

long latency period. One cause for this is the minimal residual tumor disease (MRD), 

which can be detected by disseminated tumor cells in bone marrow and lymph nodes 

(DTC) as well as in circulating tumor cells in the blood (CTC). A study by the West 

German study group on stem cell-assisted high-dose chemotherapy has identified 

leukapheresis preparations from patients with non-metastatic breast cancer before and 

after induction chemotherapy, whereby the leukapheresis products were partially 

cryopreserved for research purposes. For this work, it was now possible to study a small 

proportion of these leukapheresis products for cytokeratin-positive cells (CK-positive 

cells). To further characterize these CK-positive cells, they were analyzed in the present 

work by comparative genomic hybridization (CGH). It could be shown that these cells 

have tumor-specific aberration patterns and are therefore CTCs. The demonstration of 

CTCs in patients without distant metastases (M0) shows that tumor cell dissemination 

can occur already at early tumor stages. In addition, CTCs obtained after induction 

chemotherapy had a significantly higher number of aberrations than those isolated prior 

to induction chemotherapy. Overall, the examined CTCs, as an expression of their genetic 

instability, showed the very heterogeneous aberration patterns typical of malignant cells 

of solid tumors. Due to the proven persistence of circulating tumor cells with significant 

genomic aberrations, even after induction chemotherapy, more extensive investigation, 

of these CTCs in particular, is needed to identify molecular targets structures for a more 

targeted and effective adjuvant therapy of breast cancer, with a focus on leukapheresis 

preparations transferred method of tumor single cell isolation now let CTCs in a 

sufficiently high number for the required high-resolution analysis win.
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Abkürzungsverzeichnis 
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1 Einleitung 

1.1 Das Mammakarzinom 

In Deutschland ist Brustkrebs mit einer Inzidenz von 69.630 die am meisten 

vorkommende Krebserkrankung der Frau und für ca. 29,5% aller weiblichen 

Krebsneuerkrankungen verantwortlich (Robert-Koch-Institut 2015/2016). Das mittlere 

Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren, die relativen 5-Jahres-Überlebensraten über alle 

Stadien betrachtet liegen bei ca. 79%. 2015 betrug die Anzahl der Krebssterbefälle für 

das Mammakarzinom in Deutschland 18.136, was 23,4% aller Krebssterbefälle bei 

Frauen ausmacht (Robert-Koch-Institut 2015/2016) und somit die häufigste 

krebsbedingte Todesursache der Frauen ist. Gleichwohl die Inzidenz seit 1970 zunimmt, 

nimmt die Mortalität seit Mitte der 1990er Jahre ab. Gründe hierfür sind, dass durch die 

mittlerweile flächendeckenden Diagnostik Mammakarzinome früh erkannt werden 

können und eine neoadjuvante und adjuvante Therapie umgehend begonnen werden kann 

(Engel et al. 2007).  

1.1.1 Tumoren der Mamma: Gutartige Neubildungen 

Es wird zwischen gut- und bösartigen Brustveränderungen unterschieden. Zu den 

gutartigen Veränderungen zählen unter anderem die Mastopathie und Fibroadenome. Bei 

der Mastopathie kommt es auf Grund von hormonaler Dysregulation zu 

Umbaureaktionen der mesenchymalen und epithelialen Mammastrukturen (Riede et al. 

2004). Dies führt zu Gangektasien mit Zystenbildung, Fibrosierung des Drüsenkörpers 

sowie zu Proliferationen der terminalen duktulo-lobulären Einheiten (TDLE = Übergang 

von ca. 10 bis 20 Lobuli in einem Milchgang) (Riede et al. 2004). Das Fibroadenom ist 

mit ca. 75% der häufigste gutartige Tumor der Brust. Hierbei handelt es sich um einen 

Mischtumor aus proliferierten, epithelialen und mesenchymalen Anteilen der TDLEs 

(Riede et al. 2004). 
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1.1.2 Tumoren der Mamma: Nicht-invasive Mammakarzinome 

Die Entstehung des invasiven Mammakarzinoms ist ein komplexer Prozess, dessen 

Ursprung in den TDLE stattfindet und sich über mehrere Phasen entwickelt, wozu die 

atypische Hyperplasie sowie das Carcinoma in situ zählen (Riede et al. 2004). Beim 

Carcinoma in situ unterscheidet man die lobuläre intraepitheliale Neoplasie vom duktalen 

Carcinoma in situ (DCIS) (Edler von Koch et al. 2007). Die lobuläre intraepitheliale 

Neoplasie geht von Zellen der TDLE aus, wo es über eine atypische lobuläre Hyperplasie 

(ALS) zu einer neoplastischen Proliferation innerhalb des Drüsenläppchens kommt 

(Nährig et al. 2007). Histologisch werden die Azini von kleinen isomorphen, locker 

kohäsiven Zellen ausgefüllt; eine intakte Basalmembran grenzt das Carzinoma in situ von 

den invasiven Tumortypen ab. Auch das DCIS entwickelt sich aus den TDLE, wo es über 

eine atypische duktale Hyperplasie (ADH) zum DCIS führt, das sich im Milchgangsystem 

ausbreitet, ohne die Basalmembran zu durchbrechen (Nährig et al. 2007). Das Risiko, an 

einem invasiven Mammakarzinom zu erkranken, liegt bei der lobulären intraepithelialen 

Neoplasie bei bis zu 35% und bei dem unbehandelten DCIS bei 30% bis 50% (Nährig et 

al. 2007). 

1.1.3 Tumoren der Mamma: Invasive Mammakarzinome 

Im Gegensatz zu dem Carcinoma in situ hat das invasive Karzinom die Basalmembran 

durchbrochen und wächst infiltrativ in das umliegende Gewebe ein (Nährig et al. 2007). 

Auch hier unterscheidet man je nach Ursprungsort mehrere Typen. Unter anderem wird 

zwischen dem invasiven lobulären Karzinom (ILC), welches ca. 5 bis 15% der invasiv 

wachsenden Mammakarzinome ausmacht, und dem invasiven duktalen Karzinom (IDC) 

unterschieden, welches mit ca. 75% vertreten ist (Nährig et al. 2007). Dargestellt sind 

diese in Abbildung 1. Histologisch zeigt das IDC oft eine ausgeprägte Kernpolymorphie 

und weist insgesamt einen höheren Malignitätsgrad auf (Riede et al. 2004). Zu den IDCs 

zählen des Weiteren das tubuläre, papilläre, muzinöse und medulläre Karzinom, welche 

jeweils selten auftreten, sich durch besondere Differenzierungsformen auszeichnen, 

langsam wachsen und somit eine bessere Prognose haben (Riede et al. 2004). Das ILC 

zeichnet sich histologisch als relativ kleinzelliges Karzinom mit geringem Zusammenhalt 

der Epithelkomplexe aus sowie durch das sogenannte Gänsemarschmuster und das 

Schießscheibenmuster (Riede et al. 2004). Bei dem Gänsemarschmuster handelt es sich 
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um einreihige Tumorzellstränge, welche von Stroma umgeben sind. Bei dem 

Schießscheibenmuster umgeben einzelne Tumorzellen normale Milchgänge (Riede et al. 

2004).  

 

Abb.  1: Lokalisation der Mammakarzinome 
Links wird das invasiv duktale Mammakarzinom, rechts das invasiv lobuläre Mammakarzinom dargestellt 

(Abbildung aus Wendt 2004 entnommen). 

1.1.4 Klassifikation und Prognose  

Zur Festlegung einer Behandlungsstrategie des Mammakarzinoms und um eine 

Einschätzung der Prognose abgeben zu können, bedient man sich unterschiedlicher 

Kriterien. Die Einteilung der Mammakarzinome erfolgt mittels TNM-Klassifikation der 

UICC (Union Internationale Contre le Cancer), welche folgende Faktoren 

berücksichtigt: Die Größe des Primärtumors (T), die Anzahl der betroffenen 

Lymphknoten (N) sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) (Nährig et al. 

2007). Postoperativ wird das Präfix „p“ hinzugefügt, die TNM-Klassifikation nach 

neoadjuvanter Chemotherapie wird mit dem Präfix y(p) und Tumorrezidive werden mit 

dem Präfix r(p) bezeichnet (Tabelle 1) (Nährig et al. 2007). Außerdem muss bei der 

pTNM-Klassifikation die Residualtumor-Klassifikation (R) berücksichtigt werden 

(Tabelle 2) (Mayr et al. 2011).  
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation nach UICC (Tabelle entnommen aus Nährig et al. 2007) 
pT: Ausdehnung des Primärtumors 
pT0 kein nachweisbarer Primärtumor 
pTX  Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
pTis Carcinoma in situ 
pTis (DCIS) duktales Carcinoma in situ 
pTis (LCIS) lobuläres Carcinoma in situ 
pTis (Paget) Paget-Erkrankung der Brustwarze ohne nachweisbaren Tumor 
pT1 Tumor kleiner als 2 cm 
pT1mic Mikroinvasion von 0,1 cm oder weniger in größter Ausdehnung 
pT1a mehr als 0,1 cm, nicht mehr als 0,5 cm in größter Ausdehnung 
pT1b mehr als 0,5 cm, aber nicht mehr als 1 cm in größter Ausdehnung 
pT1c mehr als 1 cm, aber nicht mehr als 2 cm in größter Ausdehnung 
pT2 Tumor zwischen 2 bis 5cm 
pT3 Tumor größer als 5 cm  
pT4 Tumor jeder Größe mit direkter Ausdehnung auf die Brustwand oder Haut 
pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand 
pT4b mit Ödem (einschließlich Apfelsinenhaut), Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen 
der Haut der gleichen Brust 
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam 
pT4d entzündliches (inflammatorisches) Karzinom 
pN: Regionäre Lymphknotenmetastasen 
pN0 Keine regionalen Lymphknotenmetastasen 
pNX regionäre Lymphknotenstatus können nicht beurteilt werden 
pNmi Mikrometastasen (maximal 2 mm) 
pN1 Metastasen in 1 bis 3 beweglichen axillären Lymphknoten derselben Seite 
pN1a Metastasen in 1 bis 3 axillären Lymphknoten, zumindest eine größer 2mm  
pN1b Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mikroskopischen Metastasen, die bei der 
Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt wurden  
pN1c Metastasen in 1 bis 3 axillären Lymphknoten und Lymphknoten der A. mammaria interna mit 
mikroskopischen Metastasen, die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt wurden 
pN2 Metastasen in 4 bis 9 axillären Lymphknoten derselben Seite 
pN2a Metastasen in 4 bis 9 axillären Lymphknoten derselben Seite, zumindest eine größer 2 mm 
pN2b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten der A. mammaria interna derselben Seite ohne 
axilläre Lymphknotenmetastasen  
pN3 Metastasen in 10 und mehr axillären Lymphknoten derselben Seite, oder in infraklavikulären 
Lymphknoten derselben Seite, oder entlang der A. mammaria interna 
pN3a Metastasen in 10 und mehr axillären Lymphknoten derselben Seite, zumindest eine größer 2mm, 
oder in infraklavikulären Lymphknoten 
pN3b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna bei 
mindestens einer axillären Lymphknotenmetastase 
pN3c Metastasen in supraklavikulären Lymphknoten 
pM: Fernmetastasen 
pM0 keine Fernmetastasen 
pMX Vorhandensein von Fernmetastasen kann nicht bestimmt werden 
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pMi isolierte Tumorzellen in Knochenmark oder parenchymatösen Geweben 
pM1 Fernmetastasen vorhanden 

Größe des Primärtumors (T), der Anzahl der betroffenen Lymphknoten (N) und Vorhandensein von 
Fernmetastasen (M). p = postoperativ (Nährig et al. 2007) 
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Tabelle 2: Residual-Tumorklassifikation (R) (Mayr et al. 2011) 
R Kriterien 
R0 keine makro- oder mikroskopischen Tumoranteile am Resektionsrand nachweisbar 
R1 mikroskopische Tumoranteile am Resektionsrand nachweisbar 
R2 makroskopische Tumoranteile am Resektionsrand nachweisbar 

 

Im Rahmen der histopathologischen Begutachtung wird die Differenzierung des 

Mammakarzinoms untersucht. Unter Berücksichtigung der Anzahl der Mitosen und der 

Zellkernform des Tumors erfolgt das Grading nach Elston und Ellis (G1 bis G3) (Nährig 

et al. 2007). Gut differenzierte Tumoren zeigen weitgehend unauffällige Zellkerne und 

entsprechen einem Grading der Stufe G1, bei Kernpolymorphien und hohen Mitoseraten 

sind die Tumoren schlecht differenziert und entsprechen einem Grading der Stufe G3. 

G2-Tumoren sind Übergangsformen und weder G1 noch G3 zuzuordnen (Nährig et al. 

2007). Ebenso kann das Nukleoprotein Ki67 als Proliferationsmarker komplementär zum 

Grading bestimmt werden. 

Zur Auswahl zielgerichteter Therapien werden ergänzend molekulare Marker untersucht 

und je nach Merkmal in verschiedene Subtypen eingeteilt: Luminal A-Typ, Luminal B-

Typ, HER-2-Typ und der Basal-Zell-Typ. Berücksichtigt werden dazu der 

Östrogenrezeptorstatus (ER-Status), der Progesteronrezeptorstatus (PR-Status), der 

HER-2-Status und Ki67. Die Einteilung erfolgt in intrinsische Subtypen (Tabelle 3) 

(Alizart et al. 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 
  



Einleitung 

7 

Tabelle 3: Definitionen der intrinsischen Subtypen (Tabelle entnommen aus Goldhirsch et al. 2013) 

intrinsischer Subtyp klinisch-pathologische Definition 

Luminal A-Typ Luminal A 
ER und/oder PR positiv  
HER-2 negativ  
Ki-67 niedrig (<14%) 

Luminal B-Typ Luminal B (HER-2 negativ) 
ER und/oder PR positiv 
HER-2 negativ  
Ki-67 hoch 
Luminal B (HER-2 positiv) 
ER und oder PR positiv 
HER-2 überexprimiert oder amplifiziert 
jedes Ki-67 

HER-2-Typ HER-2 positiv (non luminal)  
HER-2 überexprimiert oder amplifiziert  
ER und PR negativ 

Basal-Zell-Typ Triple-negativ-Typ (ductal)  
ER und PR negativ  
HER-2 negativ 

 

Je nach Tumorstadium kann eine Prognose über das relative 10-Jahres-Überleben 

abgegeben werden und wird unter Berücksichtigung des Gradings wie folgt angegeben 

(Engel et al. 2007): G1-Tumoren 96,1%, G2-Tumoren 78,0% und G3-Tumoren 58,7%. 

Für die pT-Klassifikation ist das relative 10-Jahres-Überleben wie folgt (Engel et al. 

2007): pT1 81,2%, pT1a 95,2%, pT1b 95,6%, pT1c 85,7%, pT2 65,6%, pT3 42,9%, pT4 

27,5%. Ein weiterer wichtiger Prognosefaktor ist die Zahl der positiven Lymphknoten. 

Liegt das 10-Jahres-Überleben bei negativem Lymphknotenstatus noch bei 90,3%, so 

erreicht es bei zehn und mehr befallenen Lymphknoten 30,7% (Engel et al. 2007). Liegt 

eine Fernmetastasierung vor, so sinkt das 10-Jahres-Überleben weiter. Das 

Mammakarzinom metastasiert vorzugweise in Knochen, Leber sowie Lunge (Nährig et 

al. 2007). 

1.1.5 Therapie  

Bei der operativen Therapie des Mammakarzinoms unterscheidet man zwischen einer 

brusterhaltenen Therapie (BET) und der Mastektomie (Funke et al. 2007). Die 

Indikationen zur jeweiligen Operation sind abhängig von der Tumorgröße, da eine 

komplette Tumorentfernung angestrebt werden sollte und je nach Größe des Tumors nicht 
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immer genügend gesundes Brustgewebe verbleibt. Unter Berücksichtigung dieser 

Indikationen ist eine BET bei etwa 70% der Patientinnen möglich (Funke et al. 2007). 

Während des operativen Eingriffs werden simultan Lymphknoten axillär und/oder der 

Wächter-Lymphknoten für weitere diagnostische Maßnahmen entfernt (Schaffer et al. 

2007). Eine postoperative Bestrahlung des Restparenchyms der Brust zur Vorbeugung 

von Lokalrezidiven schließt sich dem operativen Eingriff an (Schaffer et al. 2007). Um 

bei inflammatorischen und lokal weit fortgeschrittenen Mammakarzinomen eine 

möglichst vollständige operative Tumorentfernung zu erreichen, erfolgt vor dem Eingriff 

eine neoadjuvante Therapie (Schaffer et al. 2007). Je nach molekularem Status des 

Mammakarzinoms (ER-Status, PR-Status, HER-2-Status, Triple-negative Tumoren) wird 

die Therapie entsprechend angepasst (Schaffer et al. 2007). 

Für jede Frau mit einem primären, nicht metastasierten, invasiven Mammakarzinom 

besteht die Indikation einer adjuvanten systemischen Therapie. Diese Therapie soll 

Rezidiven und einer Metastasenausbreitung vorbeugen und setzt sich aus einer Hormon- 

und/oder einer Chemotherapie zusammen (Goldhirsch et al. 2013). Welche Therapie 

gewählt wird, hängt von der Tumorklassifikation und dem molekularen Status ab. Aus 

Tabelle 4 gehen die Therapieoptionen anhand der intrinsischen Subtypen hervor 

(Goldhirsch et al. 2013). Während beim Luminal A-Typ eine alleinige endokrine 

Therapie indiziert ist, ist beim Luminal B-Typ eine simultane endokrine- und 

Chemotherapie und bei HER-2 positiven Patientinnen darüber hinaus eine Anti-HER-2-

Therapie sinnvoll (Coates et al. 2015). Beim Basal-Zell-Typen wird eine anthrazyklin- 

und taxanhaltige Chemotherapie empfohlen (Coates et al. 2015). 
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Tabelle 4: Therapieoptionen nach intrinsischen Subtypen (Tabelle entnommen aus Goldhirsch et al. 
2013) 

intrinsischer Subtyp klinisch-pathologische Definition Therapie 

Luminal A-Typ Luminal A 
ER und/oder PR positiv  
HER-2 negativ  
Ki-67 niedrig (<14%) 

Endokrine Therapie 

Luminal B-Typ Luminal B (HER-2 negativ) 
ER und/oder PR positiv 
HER-2 negativ  
Ki-67 hoch 
 
Luminal B (HER2 positiv) 
ER und oder PR positiv 
HER-2 überexprimiert oder 
amplifiziert 
jedes Ki-67 

Luminal B (HER-2 negativ) 
Endokrine Therapie für alle Patienten, 
CTX viele 
 
 
Luminal B (HER-2 positiv) 
Endokrine Therapie, CTX 
und Anti-HER-2-Therapie 

HER-2-Typ HER-2 positiv (non luminal)  
HER-2 überexprimiert oder 
amplifiziert  
ER und PR negativ 

CTX und Anti-HER-2-Therapie  

Basal-Zell-Typ Triple-negativ-Typ (ductal)  
ER und PR negativ  
HER-2 negativ 

anthrazyklin- und taxanhaltige CTX  

1.2 Hochdosis-Chemotherapie  

Um das Langzeitüberleben von Brustkrebspatientinnen zu erhöhen, wurde in den 

1980er/90er Jahren aufgrund der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Zytostatika und 

Karzinomen der Fokus auf aggressivere Therapien gesetzt und als Hochdosis-

Chemotherapie umgesetzt (Frei et al. 1980). Diese führte neben der erwünschten 

Tumorreduktion zu einer prolongierten Knochenmarkssuppression, wodurch, geschuldet 

der induzierten Leukopenie, unter anderem die Infektionsrate stieg. Um der 

Knochenmarkssuppression entgegen zu wirken, wurden autologe Stammzellen im 

Rahmen der Hochdosis-Chemotherapie transplantiert (Berry et al. 2011.). Berry et al. 

zeigten in einer Metaanalyse, in welcher 6.210 Patientinnen mit einem lymphogen 

metastasierten Mammakarzinom eingeschlossen wurden, dass durch die Hochdosis-

Chemotherapie zwar das Rezidivrisiko signifikant um 13 % gesenkt werden konnte, das 

6-Jahres-Gesamtüberleben jedoch nicht signifikant verlängert wurde. Patientinnen, 

welche nach Hochdosis-Chemotherapie ein Rezidiv erlitten, zeigten ein kürzeres 

Überleben, was darauf hinwies, dass diese Patientinnen eine erhöhte Therapieresistenz 
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entwickelten (Borges et al. 2011). Somit wurde insgesamt kein Vorteil durch diese 

Therapie erzielt.  

Vor allem wurde darüber hinaus beobachtet, dass nach Hochdosis-Chemotherapie mit 

autologer Stammzelltransplantation das Rezidivrisiko signifikant höher war als nach 

allogener Stammzelltransplantation. Dies wurde als indirekter Hinweis gewertet, dass mit 

einer autologen Stammzelltransplantation auch Tumorzellen reinfundiert wurden 

(Shimoni et al. 2002). Unterstützt wird diese These durch die Arbeiten von Ross et al., 

dessen Arbeitsgruppe bereits 1993 zeigte, dass aus Tumorzellen mit Stammzellpotential 

vollständige Tumoren entstehen können.  

Patientinnen, die bei Diagnosestellung einen axillären Lymphknotenbefall aufwiesen, 

hatten auch nach adjuvanter Therapie ein erhöhtes Risiko Fernmetastasen zu entwickeln 

(Nitz et al. 2005). Bei neun und mehr befallenen Lymphknoten ergab sich eine schlechte 

Prognose, da sich das Risiko der Dissemination proportional zum Grad des 

Lymphknotenbefalls ergab (Nitz et al. 2005). Die westdeutsche Studiengruppe (WSG) 

führte eine Studie zur stammzellgestützen Hochdosis-Chemotherapie bei Patientinnen 

mit neun und mehr befallenen Lymphknoten ohne Fernmetastasierung durch (Nitz et al. 

2005). Stammzellgestütze Hochdosis-Chemotherapie bedeutet, dass nach Zerstörung des 

Knochenmarks durch die Chemotherapie und damit aller benignen wie malignen Zellen, 

Stammzellen reinfundiert wurden, damit diese sich erneut im Knochenmark niederlassen 

und die Hämatopoese einsetzt (Nitz et al. 2005). 

Für die Studie zur stammzellgestützen Hochdosis-Chemotherapie wurden 403 

Patientinnen randomisiert, 202 in einem Standard- und 201 in einem Hochdosisarm 

(Abbildung 2). Im Durchschnitt betrug das Alter der randomisierten Patientinnen 47 

Jahre. Es waren durchschnittlich 17,6 axilläre Lymphknoten befallen und im Mittel 

wiesen die in der Studie eingeschlossenen Patientinnen einen Tumordurchmesser von 3,5 

cm auf (Nitz et al. 2005).  
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Abb.  2: Darstellung des Therapieablaufs des Hochdosis- und Kontrollarms 
PBPC = peripheral blood progenitor cells; E = Epirubicin; C = Cyclophosphamid; T = Thiotepa; M = 

Methotrexat; F = Fluorouracil; ER = Östrogenrezeptor. (Abbildung aus Nitz et al. 2005 entnommen). Die 

peripheren Blutstammzellen wurden vor und nach Induktions-Chemotherapie mit 

Epirubicin/Cyclophosphamid gewonnen. 

 

Die Patientinnen des Hochdosisarms erhielten zunächst zwei Zyklen Epirubicin (90 

mg/m²) und Cyclophosphamid (600 mg/m²) im Abstand von zwei Wochen mit 

Wachstumsfaktorsupport vom 2. bis 12. Tag (Filgrastim 5 μg/kg Körpergewicht: G-CSF, 

zur Behandlung von Neutropenien). Durch die Intervallverkürzung von drei auf zwei 

Wochen konnte eine Intensitätserhöhung der Dosis um den Faktor 1,5 erzielt werden 

(Nitz et al. 2005).  

Vier Wochen nach Beginn der Chemotherapie erhielten die Patientinnen ihren ersten 

Zyklus der Hochdosis-Chemotherapie mit 90 mg/m² Epirubicin, 1000 mg/m² 

Cyclophosphamid und 133 mg/m² Thiotepa mit Stammzellsupport, welche nach drei 

Wochen wiederholt wurde. Filgrastim wurde ab dem zweiten Tag der Hochdosis-

Therapie weitergegeben. Die peripheren Stammzellen wurden mittels Leukapherese 

sowohl vor Beginn der Chemotherapie, als auch nach den ersten beiden Zyklen 

Epirubicin/Cyclophosphamid und somit vor dem ersten Zyklus 
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Epirubicin/Cyclophosphamid/Thiotepa gewonnen. Die Stammzellprodukte wurden nach 

den Hochdosiszyklen reinfundiert.  

Patientinnen des Standardarms erhielten vier Zyklen Epirubicin (90 mg/m²) und 

Cyclophosphamid (600mg/m²), gefolgt von drei Zyklen Cyclophosphamid (600 mg/m²), 

Methotrexat (40 mg/m²), Fluoruracil (600 mg/m²) und Mesna im Abstand von zwei 

Wochen inklusive Wachstumsfaktorsupport (Filgrastim 5 μg/kg Körpergewicht von Tag 

5 bis 12) (Nitz et al. 2005).  

Vier Wochen nach der Chemotherapie erhielten alle Patientinnen eine Radiotherapie im 

Bereich von Thoraxwand, Brust sowie supra- und infraklavikulär. Patientinnen mit einem 

positiven Hormonrezeptorstatus wurden ergänzend mit Tamoxifen behandelt. Die 

rezidivfreien Überlebensraten lagen für den Hochdosis-Chemotherapie-Arm nach vier 

Jahren bei 60%, für den Standardarm bei 44%. Die Überlebensraten nach vier Jahren 

betrugen 75% für den Hochdosis-Chemotherapie-Arm und 70% für den Standardarm. Es 

konnte mit der Studie belegt werden, dass mit der Hochdosis-Chemotherapie das 

rezidivfreie Überlebensraten zunimmt (Nitz et al. 2005).  

1.3 Minimale Resterkrankung und zirkulierende Tumorzelle 

Trotz frühzeitiger Diagnose und operativer Therapie des Primärkarzinoms, ggf. 

kombiniert mit einer systemischen Therapie, versterben viele Patienten aufgrund von 

Metastasen, welche sich oft erst nach langer Latenzzeit manifestieren (Weinberg 2007). 

Bei etwa 30% der Mamma-, Prostata- und Kolonkarzinompatienten können 

Mikrometastasen in Indikatororganen wie Knochenmark, Lymphknoten oder Blut nach 

operativer und systemischer Therapie detektiert werden (Weinberg 2007). Bei diesen 

Patienten spricht man von einer minimalen Resterkrankung (MRD = minimal residual 

disease). Diese wurde bereits 1981 beschrieben (Dearnaley et al. 1981), nachdem 

epitheliale Zellen im Knochenmark bei Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen 

wurden. Epitheliale Zellen in Knochenmark und Lymphknoten werden als disseminierte 

Tumorzellen (DTC) bezeichnet (Weinberg 2007). Im Blut werden sie zirkulierende 

Tumorzellen (CTC) genannt (Weinberg 2007). Beide Populationen sind mit klinisch-

konventionellen Methoden nicht nachweisbar. Da sich epitheliale Zellen histogenetisch 

von mesenchymalen Geweben unterscheiden, ist es möglich, diese mittels molekularer 

Methoden nachzuweisen. Hierbei ist die Immunzytochemie die am häufigsten 

verwendete Methode, um isolierte Tumorzellen zu identifizieren. Die Tumorzellen 
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können mit Hilfe von Antikörpern detektiert werden, die gegen Epithelzellmarker wie 

Zytokeratine oder das epitheliale Zelladhäsionsmolekül (EpCAM) gerichtet sind (Deng 

et al. 2008). Verschiedene Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass das 

Vorhandensein von DTCs im Knochenmark bei Brustkrebspatientinnen mit einer 

schlechten Prognose einhergeht (Riethdorf und Pantel 2008). Dies wurde unter anderem 

in einer Studie an 4.703 Patientinnen mit einem primären Mammakarzinom durch Braun 

et al. gezeigt (2005). Hier fanden sich bei 30% aller Patientinnen DTCs im Knochenmark. 

Vergleichend hierzu wiesen Patientinnen ohne DTCs sowohl ein erhöhtes Rezidivrisiko 

als auch eine erniedrigte 10-Jahres-Überlebensrate auf (Braun et al. 2005) auf. Hierbei 

wurde auch gezeigt, dass Patientinnen mit DTCs größere Primärtumoren, ein höheres 

Grading, einen positiven Lymphknotenstatus und einen Rezeptor-negativen Primärtumor 

gemein ist (Braun et al. 2005).  

Da es sich bei der Knochenmarkbiopsie um einen invasiven Eingriff handelt, hat sich 

dieser bisher nicht als Routinediagnostik zur Überprüfung des Therapieerfolges 

durchgesetzt. Aktuell konzentriert man sich auf CTCs im peripheren Blut, die unter 

anderem mit dem Microfluidic CTC Chip und dem CellSearch System nachgewiesen 

werden können, wobei das CellSearch System als derzeitiger Standard gilt. Beim 

CellSearch System handelt es sich um ein immunomagnetisches Separationsverfahren zur 

Detektion von EpCAM (epitheliales Zelladhäsionsmolekül) exprimierenden CTCs. Nach 

Isolierung der CTCs erfolgt eine Immunfärbung, wobei Zytokeratin-Positivität, positive 

nukleäre Färbung und CD45-Negativität als Phänotyp der CTCs festgelegt worden 

(Cristofanilli et al. 2004).  

CTCs sind bei etwa 50% bis 80% der Mammakarzinompatientinnen nachweisbar, wobei 

der CTC-Status tendenziell mit der Präsenz von DTCs korreliert: 19% der DTC-positiven 

Patientinnen sind auch CTC-positiv (Fehm et al. 2009). Mit dem Nachweis von CTCs 

korreliert der Lymphknoten- und Rezeptorstatus des Primärtumors: Bei Triple-negativen 

Primärtumoren (HER-2-negativ, ER- und PR-negativ) sind in 30% der Fälle CTCs zu 

finden, gefolgt von ER- und/oder PR-positiven (13%) Tumoren. Dabei sind etwa 50% 

der CTCs negativ für HER-2, ER und PR, 21% exprimieren nur HER-2 und 29% der 

CTCs sind ER- und/oder PR-positiv (Fehm et al. 2009). Bei dem Vergleich zwischen 

CTCs und korrespondierenden Primärtumoren zeigte sich, dass deren Expressionsprofil 

hinsichtlich therapierelevanter Moleküle nicht immer übereinstimmt. Eine 

Übereinstimmung für ER-, PR- und HER-2-Status zwischen Primarius und CTCs war in 

29%, 25% bzw. 53% zu beobachten. Bei einer Studie zeigte sich, dass 50% der CTCs 
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einen Triple-negativen Phänotypen haben, wohingegen nur 15% der Primärtumoren diese 

Eigenschaft aufwiesen (Fehm et al. 2009). CTCs schienen trotzdem zum Primärtumor 

eine stärkere biologische Ähnlichkeit aufzuweisen als zu DTCs (Fehm et al. 2009).  

In weiteren Studien wurde demonstriert, dass die Proteinexpression von HER-2 sowohl 

auf DTCs als auch auf CTCs mit einer schlechten Prognose einherging (Wülfing et al. 

2006, Becker et al. 2005). Diese Beobachtung könnte von klinischer Relevanz sein, da 

Patientinnen mit negativem HER-2 Primärtumor, jedoch positivem HER-2-Status der 

CTCs von einer gezielten Therapie gegen HER-2 profitieren würden (Fehm et al. 2009).  

CTCs werden zunehmend als Prognosemarker herangezogen. So konnte beobachtet 

werden, dass Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom und ≥ 5 CTC/7,5 

ml Blut vor dem ersten Zyklus Chemotherapie sowie Patientinnen mit ≥ 5 CTC/7,5 ml 

Blut vor dem zweiten und dritten Zyklus Chemotherapie ein erhöhtes Risiko für eine 

frühe Tumorprogression hatten (Cristofanilli et al. 2005). Helissey et al. zeigten, dass 

Patientinnen, bei denen zu Beginn der Therapie ≥ 5 CTC/7,5 ml detektiert wurden und 

im Verlauf der Therapie < 5 CTCs/7,5 ml Blut bzw. einen Abfall der CTC-Zahl um -70% 

erlangten, eine bessere Prognose aufwiesen. Nachdem sich CTCs als prognostischer 

Faktor bei metastasierten Mammakarzinomen bereits etabliert haben, werden diese 

zunehmend auch bei nicht metastasierten Mammakarzinomen untersucht. Bei diesen 

Patientinnen wurden nur in 24% der Fälle CTCs identifiziert, obwohl in der Studie schon 

≥ 1 CTC/7,5 ml Blut als Grenzwert zur Positivität herangezogen wurde. Dennoch konnte 

auch bei diesen niedrigen CTC-Schwellenwerten bei positiven Patientinnen sowohl ein 

höheres Rezidivrisiko als auch ein kürzeres Gesamtüberleben beobachtet werden (Lucci 

et al., 2012, Rack et al., 2012).  

Rack et al. (2014) untersuchten darüber hinaus 2.026 Patientinnen mit nicht-

metastasiertem Mammakarzinom mittels CellSearch auf das Vorhandensein von CTCs 

nach operativer Therapie und vor adjuvanter Chemotherapie sowie 1.492 Patientinnen 

nach adjuvanter Chemotherapie: Vor adjuvanter Chemotherapie konnte bei 21,5% der 

Patientinnen CTCs detektiert werden, nach Chemotherapie bei 22,1% der Patientinnen. 

Einen Unterschied zwischen der Anzahl der CTCs vor bzw. nach Chemotherapie konnte 

nicht festgestellt werden (Rack et al. 2014).  
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1.4 CTCs im Rahmen des Therapiemonitorings und als 
therapeutische Zielstruktur 

Zunehmend werden CTCs als therapeutische Marker genutzt. Es wird in 

unterschiedlichen Studien die therapeutische Rolle der CTCs untersucht. Hierzu zählen 

unter anderem die SUCCESS-C Studie, die TREAT CTC-Studie und die DETECT III-

Studie.  

Bei der SUCCESS-C Studie werden Patientinnen mit einem invasiven, nicht 

metastasierten, vollständig resezierten Mammakarzinom eingeschlossen. Des Weiteren 

müssen unter anderem folgende Kriterien erfüllt werden: HER-2-negativer Primärtumor, 

histologisch gesicherte axilläre Lymphknotenmetastasen oder nodal negative high-risk 

Patientinnen (pT >2 oder Grading 3 oder Alter < 35 Jahre) (Rack et al. 2010). Mit dieser 

Studie soll untersucht werden, ob über ein Therapiemonitoring durch CTC-Nachweis 

Patientinnen mit einem erhöhten Rezidivrisiko schneller identifiziert werden können, was 

dann eine Anpassung oder Eskalation der etablierten Therapie nach sich ziehen könnte 

(Rack et al. 2010).  

Bei der TREAT CTC Studie werden allein CTC-positive Patientinnen mit einem HER2-

negativen, R0-resizierten, frühen Mammakarzinom sowie einer abgeschlossen 

adjuvanten Chemotherapie eingeschlossen. Vor dem Hintergrund, dass Tumorzellen 

aufgrund einer antikörperabhängigen, zellvermittelten Zytotoxizität des Trastuzumab 

(humanisierter, monoklonaler Antikörper) therapiert werden können, soll hier überprüft 

werden, ob Patientinnen mit HER-2-negativem Primärtumor und gleichzeitigem CTC 

Nachweis ein geringeres Rezidivrisiko erlangen. Bei dieser Studie werden CTCs für die 

Therapieentscheidung mit herangezogen (Koch et al. 2014). 

 

In die DETECT III Studie werden Patientinnen mit metastasierten Mammakarzinomen, 

HER-2-negativen Primärtumor und gleichzeitig HER-2-postitiven CTCs eingeschlossen. 

Hier erhalten die Patientinnen eine Chemotherapie und/oder eine endokrine Therapie. 

Zusätzlich erfolgt dann die Randomisierung in zwei Gruppen. Eine Patientinnengruppe 

wird mit dem Wirkstoff Lapatinib, eine Gruppe ohne den Wirkstoff Lapatinib therapiert. 

Ziel dieser Studie ist es, bei HER-2-negativem Primarius und gleichzeitig HER-2-

positiven CTCs den Effekt von Lapatinib zu untersuchen. (Schramm et al. 2015).  
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1.5 Leukapherese als Detektionsverfahren für CTCs 

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) sind, wie bereits dargelegt, hinsichtlich der Prognose 

und Therapien von Relevanz. Da nur eine CTC in etwa 109 Leukozyten zu finden ist, sind 

CTCs bisher schwierig zu detektieren (Ross et al. 2009). Es existieren bereits diverse 

Separationsverfahren zur Detektion von CTCs, wobei etwa 1 bis 10 ml Blut untersucht 

werden. In unterschiedlichen Studien konnten hier zwischen 1-100.000 CTCs/ml Blut bei 

5% bis 100% der untersuchten Patienten separiert werden (Fischer et al. 2013). In 

vorangegangenen Studien konnten bei nicht-metastasierten Tumoren CTCs in 5-25% der 

Fälle nachgewiesen werden (Lucci et al., 2012). Ein Grund für die unterschiedliche CTC-

Nachweisraten könnte das geringe Volumen der untersuchten Blutproben sein (Fischer et 

al. 2013). In der von der westdeutschen Studiengruppe (WSG) durchgeführten Studie zur 

stammzellgestützen Hochdosis-Chemotherapie bei Patientinnen mit neun und mehr 

befallenen Lymphknoten ohne Fernmetastasierung wurden zur Gewinnung von 

mononukleären Zellen von November 1995 bis April 1998 nach operativer 

Tumorresektion (R0, M0) sowohl vor und nach der Induktions-Chemotherapie 

Leukapheresen durchgeführt (Nitz et al. 2005). 

Im Verlauf konnten die für Forschungszwecke konservierten Leukapherese-Produkte 

durch unsere Arbeitsgruppe auf CK-positive Zellen, welche eine ähnliche Dichte wie 

mononukleäre Zellen aufweisen, untersucht werden. Hierzu wurden CK-positive Zellen 

mittels Anti-Cytokeratin-Antikörper A45-B/B3, die gegen die Cytokeratinen 8,18 und 19 

gerichtet waren, detektiert (Fischer et al. 2013). Mit diesem Ansatz konnten in mehr als 

90% der Leukapherese-Produkte, welche aus Patientinnen mit einem lokal stark 

fortgeschrittenen, aber nicht metastasierten Mammakarzinom stammten, CK-positive 

Zellen detektiert werden (Fischer et al. 2013). Im Mittel konnten 0,86 CK-positive Zellen 

pro 106 mononukleären Zellen identifiziert werden, was einer 20fach höheren 

Konzentration als in bisher veröffentlichten Studien entspricht (Fischer et al. 2013). 

Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die CTC-Ausbeute effektiver ist, wenn größere 

Mengen Blut in die Untersuchung eingehen. Mittels der Leukapherese kann man das 

gesamte, zirkulierende Blut erreichen, so dass während einer Leukapherese etwa 25 l 

Blutvolumen in die Analyse einfließen, wohingegen andere Verfahren lediglich 1-10 ml 

Blut untersuchen. Mit der dargelegten Methode war es möglich, hohe Anzahlen von CK-

positiven Zellen im peripheren Blut von M0-Patientinnen zu detektieren. 
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1.6 Vergleichende genomische Hybridisierung auf 
Einzelzellebene: Einsatz, Vorteile, Nachteile, Methode 

Ein typisches Merkmal von epithelialen Malignomen ist die chromosomale Instabilität 

(CIN = chromosomal instability in neoplasia). Aufgrund dieser CIN kommt es bei 

Karzinomen zu Zugewinnen und Verlusten von DNA-Material, was zur Aktivierung von 

Onkogenen (Amplifikationen) oder zum Verlust von Tumorsuppressorgenen 

(Deletionen) führen kann (Sugai et al. 2016). Die vergleichende genomische 

Hybridisierung (CGH) ist eine Methode, mit der man Tumorgenome auf derartige 

chromosomale Aberrationen untersuchen kann, indem sie genomweit einen Überblick 

über chromosomale Zugewinne und Verluste geben (Polzer 2008). Durch Einführung der 

CGH kam es vor allem in der 1990er Jahren zu einem raschen Fortschritt in der Genetik 

solider Tumoren (Weiss et al. 1999; Oostlander et al. 2004). Bei der CGH wird die 

Tumor-DNA amplifiziert und eine Referenz-DNA ohne Veränderungen mit jeweils 

unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (roter bzw. grüner Fluoreszenzfarbstoff) 

markiert. Beide werden zu gleichen Teilen in ein Hybridisierungsgemisch gegeben und 

auf normale Metaphasen gesunder Spender hybridisiert (Weiss et al. 1999). Hierbei 

konkurrieren sie um ihre homologen Sequenzen auf den Chromosomen. Nach der 

Hybridisierung werden digital Fluoreszenzaufnahmen angefertigt und dann EDV-gestützt 

das Verhältnis zwischen dem roten und grünen Fluoreszenzfarbstoff entlang der 

Chromosomenachse gemessen (Weiss et al. 1999). Hierdurch können Zugewinne 

(Verhältnis >1) und Verluste (Verhältnis <1) des genetischen Materials der Tumorzelle 

an der spezifischen Chromosomenlokalisationen gemessen werden (Weiss et al. 1999). 

Da im gesamten Genom regelmäßig kurze repetitive DNA-Sequenzen vorkommen, wie 

im Bereich der Zentromere, und diese Regionen die CGH-Analyse behindern können, 

werden diese bei der CGH-Hybridisierung mittels Cot-1 DNA blockiert. Bei der Cot-1 

DNA handelt es sich um eine plazentäre DNA, welche repetitive DNA-Sequenz enthält 

(Weiss et al. 1999, Polzer 2008) (Abbildung 3).  
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Abb.  3: Ablauf der CGH  
Nach Markierung der Tumor- und Referenz-DNA werden diese auf normale Metaphasen hybridisiert. Das 

Verhältnis zwischen dem roten und grünen Fluoreszenzfarbstoff wird entlang der Chromosomenachse 

gemessen und gibt Aussage über Zugewinne bzw. Verluste von Tumor-DNA im Vergleich zur Referenz-

DNA (Abbildung aus Polzer 2006 entnommen). 

 

Hinsichtlich der Sensitivität der CGH-Methode ist zu berücksichtigen, dass es im Rahmen 

der CGH zu Verunreinigungen durch gesunde DNA (z.B. Bindegewebe oder 

entzündliches Gewebe) kommen kann. Da es dann bei der Messung der 

Fluoreszenzfarbstoffe zu einem Verhältnis von 1,0 kommen könnte, würden 

chromosomale Aberrationen unentdeckt bleiben (Weiss et al. 1999).  

Um genetische Aberrationen auch an einzelnen DTCs/CTCs untersuchen zu können, 

wurde die Einzelzell-CGH entwickelt (Klein et al. 2002). Hierzu werden 

Zellpopulationen aus Proben wie z.B. Knochenmark oder Blut in mehreren Schritten 

aufgearbeitet und die Zellen auf Adhäsions-Objektträger spezifisch angefärbt (EpCAM-

Färbung oder Zytokeratin-Färbung). Zunächst werden einzelne EpCAM oder CK-

positive Zellen (CTCs, DTCs) durch Mikromanipulation mittels einer Glaskapillare von 

den Adhäsions-Objektträgern gelöst (Abbildung 4) und anschließend in ein PCR-Gefäß 

aufgenommen (Polzer 2008). 
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Abb.  4: Isolierung einer CK- und EpCAM-positiven Zelle mittels Mikromanipulation 
Dargestellt wird eine CK-positive Zelle zwischen ungefärbten Knochenmarkszellen. Links vor der 

Mikromanipulation, rechts und mittig während und nach dem Ablösen der CK-positiven Zelle mittels 

Mikromanipulation (Abbildung aus Klein et al. 2002 entnommen). 

 

Dort erfolgt nach Isolierung der DNA die Amplifikation des Genoms durch eine 

Einzelzell-PCR. Dies ist notwendig, da das Ausgangsmaterial einer Zelle von ca. 6-7 pg 

DNA für solche umfassenden genomischen Analysen wie die CGH nicht ausreichend ist, 

da mindestens 500 ng DNA benötigt werden. Grundlage der PCR zur repräsentativen 

Amplifikation des gesamten Genoms ist das Adapter-Linker-Prinzip. Zunächst erfolgt der 

Verdau des Genoms durch das Restriktionsenzym MseI in definierte Fragmente. Es 

werden dann Oligonukleotidadapter, die komplementär zur MseI-Schnittstelle sind, mit 

T4 DNA-Ligase ligiert. Das Hilfs-Oligonukleotid wird entfernt und das Ende 

entsprechend aufgefüllt, so dass alle DNA-Segmente die gleichen Enden aufweisen. Nun 

können mit einem entsprechenden Primer, welcher die passende Adapter-Sequenz hat, 

die DNA-Fragmente amplifiziert werden (Klein et al. 1999). 

Nach der Markierungs-PCR der Tumor- und Referenz-DNA kann die vergleichende 

genomische Hybridisierung der Einzelzelle erfolgen (Klein et al. 2002).  

Zu beachten ist, dass bei der CGH nur unbalancierte Aberrationen bis zu einer Auflösung 

von etwa 10 bis 20 Mb sichtbar gemacht werden können (Jeuken et al. 2002). Um 

Translokationen, Inversionen und kleine Aberrationen zu identifizieren, müssten 

ergänzende Techniken angewendet werden (Weiss et al. 1999). Da die CGH zudem eine 

sehr zeitintensive Methode ist und schwierig zu standardisieren ist, wird heute auch auf 

Einzelzellebene zunehmend die vergleichende genomische Hybridisierung in Array-

Format (aCGH) eingesetzt (Möhlendick et al. 2013). 
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1.7 Zielsetzung der Arbeit 

Bei der immunzytochemischen Detektion von CTCs in aufgearbeiteten Leukapherese-

Produkten aus der Hochdosis-Chemotherapie Studie WSG-AM 01 (Nitz et al. 2005) 

wurden in hoher Frequenz CK-positive Zellen detektiert. Diese wurden in möglichst 

großer Zahl isoliert und dann mittels Adapter-Linker-PCR amplifiziert. Solche 

Zellamplifikate lagen nun von 19 Mammakarzinompatientinnen vor. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, mittels CGH festzustellen, ob es sich bei den CK-positiven 

Zellen- gewonnen aus M0-Patientinnen- um CTCs handelt, indem die für maligne Zellen 

charakteristischen genomischen Aberrationsmuster aufgezeigt werden. Zusätzlich wurde 

untersucht, inwieweit die CK-positiven Zellen das genetische Muster der Aberrationen 

vor bzw. nach Induktions-CTX ändern. Darüber hinaus sollte überprüft werden, ob die 

untersuchten Zellen einen Einfluss auf das Überleben bzw. Auftreten eines Rezidivs 

haben. 
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2 Material und Methoden 

Das Aktenzeichen der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität zur Analyse der 
Proben aus den Leukapherese-Produkten lautet: WSG01 1000. 

2.1 Patientinnenkollektiv 

Die Proben dieser Studie stammen aus Patientinnen, die in die WSG-AM 01-Studie zur 

stammzellgestützten Hochdosis-Chemotherapie eingeschlossen wurden. Die 

Einschlusskriterien der Studie setzten unter anderem voraus, dass ein histologisch 

gesichertes Mammakarzinom mit mindestens neun befallenen axillären Lymphknoten 

ohne Fernmetastasierung vorlag. Das Durchschnittsalter lag bei 47 Jahren. Alle 

Patientinnen unterzogen sich einer brusterhaltenden Operation oder einer Mastektomie, 

wobei mindestens zehn axilläre Lymphkoten reseziert wurden. Dem operativen Eingriff 

schloss sich eine stammzellgestütze Chemotherapie an. Während der Therapie erhielten 

die Patientinnen zunächst zwei Zyklen Induktions-Chemotherapie Epirubicin (90 mg/m²) 

und Cyclophosphamid (600 mg/m²) im Abstand von zwei Wochen mit 

Wachstumsfaktorsupport. Vier Wochen nach Beginn der Therapie erhielten sie ihren 

ersten Zyklus der Chemotherapie, 90 mg/m² Epirubicin, 1000 mg/m² Cyclophosphamid 

und 133 mg/m² Thiotepa mit Stammzellsupport, der nach drei Wochen wiederholt wurde. 

Die peripheren Blutstammzellen wurden mittels Leukapherese sowohl vor dem ersten 

Zyklus Epirubicin/Cyclophosphamid als auch vor dem ersten Zyklus 

Epirubicin/Cyclophosphamid/Thiotepa gewonnen und jeweils nach den Zyklen 

reinfundiert (Nitz et al. 2005). 

Tabelle 5 gibt Auskunft über den HER-2-Status des Primärtumors, den 

Hormonrezeptorstatus des Primärtumors, der Tumorgröße sowie den Zeitraum bis zum 

Auftreten eins Rezidiven bzw. dem Versterben der Patientinnen. 
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Tabelle 5: Darstellung der Patientinnen mit den Expressionsprofilen des Primärtumors, der 
Tumorgröße und der Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs bzw. bis zum Versterben  

Patientinnen HER-2 ER PR Rezidiv (in 
Monaten) 

Verstorben 
(in Monaten) 

T-
Stadium 

N- 
Status 

1 + + + 3 10 T1 N1 
2 + + + 60 87 T1 N2 
3 + - + kein Rezidiv nicht 

verstorben 
T2 N2 

4 - + + kein Rezidiv nicht 
verstorben 

T2 N2 

5 + - + 107 nicht 
verstorben 

T4 N2 

6 + + + 31 34 T2 N2 
7 - - - 30 39 T2 N2 
8 + - - 39 54 T1 N1 
9 - + + kein Rezidiv nicht 

verstorben 
T3 N1 

10 + - - kein Rezidiv nicht 
verstorben 

T2 nicht 
bekannt 

11 - - - 12 16 T2 N1 
12 - + + 32 33 T2 N1 
13 nicht 

bekannt 
- - 69 nicht 

verstorben 
T2 N1 

14 + + + 98 nicht 
verstorben 

T2 N2 

15 - + + 36 38 T3 N2 
16 - - + kein Rezidiv 97 T1 N1 
17 nicht 

bekannt 
+ + nicht 

bekannt 
nicht bekannt T2 N2 

18 nicht 
bekannt 

+ - nicht 
bekannt 

nicht bekannt T2 N1 

19 nicht 
bekannt 

nicht 
bekannt 

nicht 
bekannt 

20 nicht 
verstorben 

T2 N2 

ER = Östrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, T = Tumorgröße, N = Nodalstatus 

2.2 Methoden 

Bei den im folgendem beschriebenen Methoden handelt es sich um standardisierte 

Protokolle, welche auf den Veröffentlichungen  „Comparative genomic hybridization, 

loss of heterozygosity, and DNA sequence analysis of single cells“ (Klein et al. 1999) 

sowie „Identifizierung und Charakterisierung metastatischer Vorläuferzellen aus dem 

Knochenmark beim Prostatakarzinom“  (Polzer 2006) beruhen.  
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2.2.1 Herkunft der Amplifikationsprodukte der Cytokeratin-
positiven Zellen aus historischen Leukapherese-Produkten  

Im Vorfeld dieser Untersuchung wurden historische Leukapherese-Produkte, die vor und 

nach Induktions-Chemotherapie (Induktions-CTX) gewonnen wurden und anschließend 

in flüssigem Stickstoff gelagert wurden, aufgearbeitet und auf Cytokeratin-positive 

Zellen (CK-positive Zellen) untersucht. Für diesen Versuch wurden 48 Leukapherese-

Produkte von 24 Mammakarzinompatientinnen mit immunhistochemischer Färbung auf 

Adhäsions-Objektträgern mittels Anti-Cytokeratin-Antikörper A45-B/B3 behandelt, der 

gegen die CKs 8/18 und 19 der CTCs gerichtet ist. Insgesamt wurden in 91,7% der 

Leukapherese-Produkte (44/48) CK-positive Zellen nachgewiesen. Im Vorfeld dieser 

Arbeit konnten erfolgreich 65 CK-positive Zellen aus 19 Fällen isoliert und deren 

genomische Einzelzell-DNA mithilfe der Msel-Adapter-Linker-PCR amplifiziert 

werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 45 Amplifikationsprodukte mittels CGH 

untersucht. Die Ergebnisse der CGH-Untersuchungen und Teile der hier dargestellten 

Ergebnisse wurden in der Publikation „Diagnostic leukapheresis enables reliable 

detection of circulating tumor cells of nonmetastatic cancer patients“ (Fischer et al. 

2013) veröffentlicht.  

2.2.2 Zuordnung der CTCs zu den Patientinnen 

Tabelle 6 gibt eine Übersicht über die Patientinnen und die analysierten CTCs: Insgesamt 

konnten von 19 Patientinnen CK-positive Zellen vor und/oder nach Induktions-CTX 

mittels CGH untersucht werden. Um diese Zellen zuordnen zu können, wurde jeder Zelle 

ein Code aus sechs bis sieben Buchstaben und Ziffern zugeordnet. Die ersten beiden 

Zeichen entsprechen der Patientinnennummer, die Abkürzung CTC steht für 

zirkulierende Tumorzelle. Dem schließt sich eine Ziffer für die Nummer der jeweiligen 

Zelle an. Ist die CTC nach Induktions-CTX gewonnen worden, so wird dies am Ende des 

Codes mit einem C gekennzeichnet. Die Zelle 05_CTC1 ist demnach die erste CTC der 

Patientin Nummer fünf, die vor Induktions-CTX gewonnen wurde; die Zelle 17_CTC2_C 

ist die zweite CTC der Patientin Nummer 17, nach Induktions-CTX detektiert wurde.  

Tabelle 6: Zuordnung der Patientinnen zu den zirkulierenden Tumorzellen (CTC) vor (CTC) bzw. 
nach (CTC_C) Induktions-Chemotherapie (Induktions-CTX) 
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Patientinnennummer CTC vor Induktions-CTX CTC nach Induktions-CTX 

1 01_CTC1 01_CTC1_C 
2 keine Zellen vorhanden 02_CTC1_C 
3 03_CTC1 

03_CTC2 
03_CTC1_C 

 
4 04_CTC1 

 
04_CTC1_C 
04_CTC2_C 

5 05_CTC1 
05_CTC2 

05_CTC1_C 
 

6 06_CTC1 06_CTC1_C 
06_CTC2_C 

7 07_CTC1 07_CTC1_C 
8 08_CTC1 

08_CTC3 
08_CTC2 

08_CTC1_C 
 

9 09_CTC1 
09_CTC2 

09_CTC1_C 
 

10 10_CTC1 10_CTC1_C 
 

11 11_CTC1 
11_CTC2 

keine Zellen vorhanden 

12 12_CTC1 12_CTC1_C 
13 13_CTC1 13_CTC1_C 
14 14_CTC1 keine Zellen vorhanden 
15 15_CTC1 keine Zellen vorhanden 
16 16_CTC1 keine Zellen vorhanden 
17 17_CTC1 

17_CTC2 
17_CTC1_C 
17_CTC2_C 

18 18_CTC1 
18_CTC2 
18_CTC3 

18_CTC1_C 
 

19 keine Zellen vorhanden 19_CTC1_C 
19_CTC2_C 
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2.2.3 Lymphozytenkulturen zur Herstellung von Metaphasen-
Chromosomen 

Für die Präparation von Metaphasepräparaten wurden 300 μl peripheres Blut gesunder 

Spender in 20 Zellkulturflaschen (25 cm2) mit je 5 ml Gibco PB-Max Karyotyping-

Medium gefüllt. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit 37 °C im CO2-Brutschrank 

für 72 h. Die Zellteilung wurde 30 min vor Ende der Inkubation durch Hinzugeben von 

je 50 μl Colcemid in der Metaphase angehalten. Als nächstes wurden zwei Ansätze in 

einem 15 ml Zentrifugen-Röhrchen (Falcon) vereinigt und, um die Zellen zu pelletieren, 

8 min bei Raumtemperatur und 1.500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf ca. 

500 μl verworfen, das Pellet resuspendiert. Um ein Aufquellen der Lymphozyten zu 

erzielen, wurden die Zellen 20 min auf 37 °C mit 5-10 ml hypotoner 75 mM KCl-Lösung 

behandelt. Dann wurde unter Vortexen langsam 1 ml -20 °C kalten Fixativs bestehend 

aus 2,5 ml Eisessig und 7,5 ml Methanol hinzu pipettiert. Nach 20 minütiger Inkubation 

bei Raumtemperatur erfolgte zweimaliges Zentrifugieren für 8 min bei 1.500 rpm, dann 

das Waschen in 5 ml -20°C kalten Fixativs zur Entfernung der lysierten Erythrozyten 

(Klein et al. 1999, Polzer 2008).  

2.2.4 Präparation von Metaphasen-Chromosomen 

Zur Herstellung der Metaphasen-Objektträger wurden Glasobjektträger für 12 h in 

Küvetten mit 100%igem Ethanol gereinigt und entfettet. Vor dem Auftropfen der 

Metaphasen-Lymphozyten wurden die Objektträger in ddH2O 10 min bei -20 °C gekühlt. 

Aus ca. 0,5 m Höhe erfolgte das Auftropfen der in Methanol-Eisessig fixierten 

Lymphozyten. Durch Inkubation der Objektträger im Wasserdampf angereicherten 

Brutschrank bei 37 °C verdampfte das Fixativ. Die fertigen Metaphasen-Objektträger 

werden bis zu vier Wochen in 70%igem Ethanol bei 4 °C gelagert (Klein et al. 1999, 

Polzer 2008). 

2.2.5 Markierungs-PCR 

Die vorhandenen WGA-Produkte („Whole Genome Amplification“) wurden im Beisein 

der Deoxynukleotid-Derivate (Digoxigenin-11-dUTP zur Markierung der CTC-DNA und 

Biotin-16-dUTP zur Markierung der Referenz-DNA) aus einem Pool von PCR-Produkten 
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genomischer DNA normaler weiblicher diploiden Zellen reamplifiziert, um den 

jeweiligen Abschnitt der Thymidinbase zu ersetzen. Im Anschluss an die Hybridisierung 

auf die humanen Metaphasen (siehe CGH 2.2.6) konnten die Reamplifikate mittels 

geeigneter Fluoreszenz-Detektionssysteme nachgewiesen und quantifiziert werden. Der 

Reamplifikationsansatz bestand aus:  

 

 

4 μl Expand-Long-Template Puffer 1 

6 μl Lib 1 10 μM 

1,4 μl 7/8 dNTP-Mix (4,375 μl dTTP, 5 μl dATP, 5 μl dCTP, 5 μl dGTP, 30,7 

μl H2O) 

1,75 μl 1 mM Biotin-dUTP (Kontrolle) oder 1 mM Dig-dUTP (Tumorzelle) 

0,5 μl Taq-Polymerase 5U/μl 

26,35 μl H2O 

 

Die Amplifikationsprodukte und die Kontroll-DNA wurden mit dem identischen Ansatz 

behandelt. Als Template für den Markierungsmix wurde dann 0,5 μl primäres PCR-

Produkt der Einzelzell-DNA hinzugefügt und die PCR unter optimierten Bedingungen 

(Tabelle 7) in einem Thermocycler (Typ MJ-Research PTC 100) durchgeführt: 

Tabelle 7: PCR-Bedingungen 
Temperatur 1 Zyklus 10 Zyklen 
94 °C 1 min 30 sec 
60 °C 30 sec 30 sec 
72 °C 2 min 2 min + 20 sec/Zyklus 

 

Um Interferenzen während der Hybridisierung auszuschließen, wurden nach der PCR die 

endständigen LIB1-Primer mittels Restriktionsverdau mit Tru1 abgetrennt. Hierzu wurde 

dem Reamplifikationsprodukt 2 μl Puffer R und 1 μl Tru1 (50 U/μl) hinzugefügt und 3 h 

bei 65 °C inkubiert (Klein et al. 1999, Polzer 2008). 

2.2.6 Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH) 

Die mit Digoxigenin markierte Test-DNA (primäre PCR- Produkte der WGA der 

Tumorzell-DNA) und die mit Biotin markierte Referenz-DNA, welche aus einem Pool 
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von PCR-Produkten genomischer DNA normaler weiblicher diploider Zellen bestand, 

wurden dann bei -20 °C gefällt. Hierzu wurden folgende Reagenzien verwendet: 

 

40 μl Dig-markierte PCR-Produkte der Tumor-DNA  

40 μl Biotin-markierte PCR-Produkte Referenz-DNA  

100μl 1 μg/μl C0t-1 DNA  

10 μl Heringssperma-DNA 10 μg/μl 

19 μl NaAc 3 M pH 5,2 

400 μl 100% EtOH (-20 °C) 

 

Im Anschluss wurde bei maximaler Drehzahl und 4 °C die gefällte DNA für 45 min in 

der Tischzentrifuge ab zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in 700 μl 70% EtOH 

gewaschen, nochmals bei maximaler Drehzahl und 4 °C für 20 min zentrifugiert, das 

Ethanol vorsichtig ab pipettiert und dann bei 37 °C im Thermoblock luftgetrocknet. Das 

Pellet wurde in 7 μl 100% Formamid aufgenommen und bei 37 °C für 15 min im 

Thermoblock gelöst. Als nächstes wurden 7 μl Master-Mix (4x SSC mit 20% 

DextranSulfat) hinzu pipettiert. Dann wurde die DNA-Probe im Heizblock 6 min bei 78 

°C denaturiert. Zur Blockade repetitiver Sequenzen mittels Cot-1-DNA wurde nach 

Zugabe von 100μl 1 μg/μl C0t-1 DNA für 1 h bei 37 °C Zeit inkubiert.  

Parallel zur Behandlung der oben genannten DNA-Proben wurde ein Metaphasen-

Objektträger (beschrieben in Kapitel 2.2.4) durch Proteaseverdau von Zytoplasmaresten 

befreit sowie die chromosomale DNA durch PFA-Inkubation denaturiert. Zunächst wurde 

der Metaphasen-Objektträger für 5 min bei Raumtemperatur mit 2x SSC behandelt. Im 

37 °C warmenWasserbad wurden 100 ml der 10 mM HCl-Lösung erhitzt und dann wurde 

50 μl Pepsin-Lösung hinzugegeben. Je nach Ausmaß der Zytoplasmareste wurde der 

Metaphasen-Objektträger 2-4 min inkubiert. Der Metaphasen-Objektträger wurde dann 

zweimal in 1x PBS für jeweils 5 min gewaschen, um den Pepsinverdau zu stoppen. Die 

anschließendeFixierung des Chromatingerüsts erfolgte durch die Behandlung mit 200 μl 

PFA Lösung (50 mM MgCl2 in DPBS mit 1% PFA). Hierdurch erlangte die 

Chromosomenstruktur für die anschließende Denaturierung Stabilität. Nach erneutem 

zweimaligem Waschen der Metaphasen-Objektträger in PBS für je 5 min wurde der 

Metaphasen-Objektträger in einer ansteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 100% EtOH 

auf Eis) dehydriert und unter dem Abzug luftgetrocknet. Über 1 min 15 sec wurden die 
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Metaphasen-Objektträger im 70°C warmen Wasserbad in 100 ml Formamid-Lösung (10 

ml 20x SSC, 20 ml H2O, 70 ml Formamid 100%, eingestellt auf pH 7,0) denaturiert.  

Bevor die vorbehandelte DNA-Probe auf den Metaphasen-Objektträger aufgetragen 

wurde, wurde dieser erneut in einer aufsteigenden Alkoholreihe auf Eis dehydriert und 

unter dem Abzug luftgetrocknet. 14 μl der DNA-Probe wurde auf den Objektträger 

aufgetragen, das Hybridisierungsfeld wurde mittels Deckgläschen (18x18 mm) 

verschlossen und mit Montagekleber (Fixogum) luftdicht versiegelt. Nun erfolgte in einer 

feuchten Kammer im Wasserbad (37 °C) die Hybridisierung für 48 bis 72 Stunden. Im 

Anschluss daran wurde das Deckgläschen behutsam von dem Hybridisierungsfeld 

entfernt und der Objektträger 2x5 min in 4x SSC + Tween20 (pH 7,4) bei 42 °C auf dem 

Schüttler gewaschen. Anschließend folgte ein weiterer Waschschritt bei 42 °C für 3x5 

min in Formamidlösung (120 ml ddH2O + 15 ml Formamid + 30 ml 20x SSC), dann ein 

weiterer Waschschritt für 3x5 min bei 42 °C in 1x SSC. Bevor die Bindungsstellen der 

Proteine auf dem Objektträger für 45 min bei 37 °mit 1 ml 3%iger Blockierungslösung 

(3% BSA Fraktion V, 5% FCS, 1x PBS pH 7,5, 0,2% Tween) C abgesättigt wurden, 

wurde bei 42 °C der Objektträger in 0,2% Tween + 4x SSC equilibriert. Im Anschluss 

wurde die überschüssige Blockierungslösung in 0,2% + Tween 4x SSC (42 °C) 

weggespült. Nun wurde der Objektträger bei 37 °C 45 min mit einer Zusammensetzung 

aus 185 μl 1%iger Blockierungslösung (1x PBS pH 7,5, 5% FCS, 1% BSA Fraktion V, 

0,2% Tween), 20 μl Anti-Digoxigenin-FITC und 2 μl Avidin-Cy3.5 abgedeckt durch ein 

Deckglas (24x 60 mm), bei 37 °C inkubiert. Um nichtgebundene Fluorochrome zu 

entfernen, wurde der Objektträger bei 42 °C insgsamt 3x5 min in 0,2% Tween + 4x SSC 

im Dunkeln gewaschen. Anschließend wurde die Chromosomenbänderung mit einer 

DAPI-Färbung (10 μg DAPI, 0,2% Tween + 1 ml 4xSSC) über 2 min sichtbar gemacht. 

Um beim  Trocken einer Salzkristallbildung vorzubeugen, wurde der Objektträger 

zweimal mit destilliertem Wasser gespült, luftgetrocknet und anschließend unter 

Vectorshield H-1000 verschlossen.  

Die CGH-Analyse erfolgte mit einer CCD Kamera eines Fluoreszenzmikroskops 

(Axioplan2) sowie der dazugehörigen Software (Isis, MetaSystems GmbH, Altlussheim). 

Im Schnitt wurden 12 geeignete Metaphasen mit dem Fluoreszenzmikroskop in den 

Fluoreszenzfiltern Cy3.5, DAPI und FITC abfotographiert und anschließend in 

Fotoserien abgespeichert. Mit der Isis-CGH Software wurden die Chromosomen in ein 

Chromosomenschema sortiert. Die Software vergleicht an jedem einzelnen Chromosom 

die Intensität der Fluoreszenz der unterschiedlichen Kanäle der Cy3.5-Referenz-DNA 
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und der FITC-Test-DNA. Das Mittlere Verhältnis der in die Auswertung einbezogenen 

Metaphasen wurde in einem CGH-Profil graphisch veranschaulicht. Ein Zugewinn im 

Bereich der Chromosomen lag bei einem Fluoreszenzverhältnis von FITC zu Cy3.5 ab 

1,20, ein Verlust bei unter 0,80 vor. Anschließend wurden mittels eines internetbasierten 

Analyseprogramms „Progenetix“  

(http://www.progenetix.org/upload/?project=progenetix&genome=hg18) Histogramme 

und Clusteranalysen erstellt. Um diese zu erstellen wurde nach Hochladen der 

Algorithmen „chromosomal CGH“ ausgewählt. Bei der Auswertung wurde das Y-

Chromosom, da es sich um Patientinnen handelt, ausgeschlossen (Klein et al. 1999, 

Polzer 2008).  

2.3 Statistische Berechnungen 

χ2-Test:  

Mittels χ2-Test wurde überprüft, in wie weit zwei Kollektive und eine Eigenschaft sich 

signifikant voneinander absetzen. Das verwendete Netz-basierte-Programm ist auf 

folgender Internetseite zu finden: http://vassarstats.net/tab2x2.html 

 

Fischer´s Exact Test 

Handelte es sich um kleine Kollektive, bei welchen bestimme Eigenschaften zweier 

Kollektive näher untersucht werden sollten, wurde zur Bestimmung der Signifikanz der 

Fischer´s Exact Test ausgewählt. Das verwendete Netz-basierte-Programm ist auf 

folgender Internetseite zu finden: http://vassarstats.net/tab2x2.html 

 

Wilcoxon Rangsummentest 

Hiermit wurde getestet, ob sich die mediane Anzahl zweier Populationen signifikant 

unterscheidet. Der Test ist auf folgender Internetseite zugänglich: 

http://www.fon.hum.uva.nl/Service/Statistics/Wilcoxon_Test.html 

 

Visualisierung der Ergebnisse 

Die Darstellung der Abbildungen der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms 

GraphPad Prism 6 (Graphpad Software, Inc). 
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2.4 Chemikalien, Enzyme, Antikörper, Geräte, Material, 
Oligonukleotide und Primer, Puffer, Lösungen und Mixe, 
Verbrauchsmaterialien 

Chemikalien 

Colcemid 10 mg/ml     Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP    GE Healthcare, Chalfont St. Giles 

BSA Fraktion V     Serva 

DAPI       Roche, Mannheim 

DPBS       Gibco 

Eisessig 100%      Merck, Darmstadt 

Ethanol       Merck, Darmstadt 

Formamid       Merck, Darmstadt 

Hering Sperma DNA     Invitrogen, Karlsruhe 

Human Cot-1 DNA     Invitrogen, Karlsruhe  

Magnesiumchlorid     Merck, Darmstadt 

Methanol      Merck, Darmstadt 

Natriumacetat      Roth, Karlsruhe    

Nukleasefreies Wasser    Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Paraformaldehyd 1 %     Merck, Darmstadt 

PB-Max Karyotyping-Medium   Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

PBS       Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Potassium Chloride 75 mM    Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Salzsäure      Merck, Darmstadt 

SSC        Sigma, Deisenhofen 

Tween 20      Sigma, Deisenhofen 

Vectashield Mounting Medium    Vector Laboratories 

 

Enzyme, Antikörper 

Anti-Digoxigenin-Fluorescein   Roche, Mannheim 

Biotin-16-dUTP     Roche, Mannheim 

Cy3.5 Conjugated Avidin    Rockland, Gilbertsville, USA 

Digoxigenin-11-dUTP, alkali-stable   Roche, Mannheim 

Expand Long Template PCR System  Roche, Mannheim 
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Pepsin       Roche, Mannheim 

Taq DNA Polymerase    Roche, Mannheim 

Tru I       MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

 

Geräte 

Brutschrank    Hera cell  Heraeus Instruments 

CCD-Kamera   Photometrics  Tucson, USA 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan2  Zeiss, Jena 

Feinwaage   Voyager Pro  Ohaus 

Heizblock   Dry Bath System Star lab 

MJR PCR-Thermocycler PTC 100  Bio-Rad, USA 

Reagenzglasmixer  Vortex Mixer  7-2020, neoLab 

Schüttelinkubator  KS 250 basic   IKA 

Wasserbad   Leica HI 1200  Leica, Wetzlar 
 

Oligonukleotide und Primer 

Lib1                                    5´-AGTGGGATTCCTGCT GTCAGT-3´ 

Mse21                                 5´-AGTGGGATTCCGCATGCTAGT-3´ 

 

Puffer, Lösungen und Mixe 

7/8 dNTP-Mix   4,375 μl dTTP, 5 μl dATP, 5 μl dCTP, 5 μl 

dGTP, 30,7 μl H2O 

1%ige Blockierungslösung  1x PBS pH 7,5, 5% FCS, 1% BSA Fraktion 

V, 0,2% Tween 

3%ige Blockierungslösung   1x PBS pH 7,5, 5% FCS, 3% BSA Fraktion 

V, 0,2% Tween 

20xSSC (Saline-Sodiumcitrate)  15 mM NaCitrat, 150 mM NaCl; pH 7,4 

100 ml Formamid-Lösung   70 ml Formamid 100%, 10 ml 20x SSC, 20 

ml H2O, eingestellt auf pH 7,0 

165 ml Formamid-Lösung   15 ml Formamid + 30 ml 20x SSC + 120 ml 

ddH2O 

200 μl PFA Lösung     50 mM MgCl2 in DPBS mit 1% PFA 

DAPI-Färbung     1 ml 4x SSC + 0,2% Tween, 10 μg DAPI 

Master-Mix      4xSSC mit 20% Dextran Sulfat 
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PBS (Phosphate Buffered Saline)   8,5 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 150 mM 

NaCl; pH 7,4     

  

Verbrauchsmaterialien 

Deckgläschen      VWR 

Tubes 15 ml      Falcon 

Glas-Küvetten      Roth 

Montagekleber (Fixogum)    Marabu, Tamm 

Objektträger (Mattrand)    Engelbrecht 

PCR Softtubes 0,2 ml     Biozym 

Pipettierhilfe „Pipetboy acu“    IBS  

Pipetten      Eppendorf 

Pipettenspitzen     Starlab 

Sicherheitswerkbank     Heraeus Instruments 

Zellkulturflaschen (25cm2)    Sarstedt 
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3 Ergebnisse 

3.1 Genomische Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen 

Nachdem CTCs bislang überwiegend aus Proben von Patientinnen mit einem 

metastasierten Mammakarzinom isoliert wurden, sind im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit 45 CK-positive Zellen aus historische Leukapherese-Produkte von 19 Patientinnen 

mit einem nicht metastasierten Mammakarzinom mittels CGH untersucht worden. Ziel 

war es, die Malignität der isolierten CK-positiven Zellen nachzuweisen und deren 

genomische Veränderungen zu charakterisieren. Die CGH erlaubt es, das gesamte Genom 

zu analysieren, um tumortypische genetische Aberrationen zu identifizieren (Abbildung 

5). Da die Leukapharese-Produkte sowohl vor als auch nach Induktions-CTX gewonnen 

worden waren, bestand zusätzlich die Möglichkeit, die isolierten Zellen hinsichtlich ihres 

Aberrationsverhaltens zum jeweiligen Therapiezeitpunkt zu vergleichen. Darüber hinaus 

wurde untersucht, in wie weit Zahl und Art der genetischen Veränderungen eine 

prognostische Aussage des Krankheitsverlaufes gestatten.   

Die CGH als etablierte Methode ist im Kapitel „Material und Methoden“ (siehe Kapitel 

2.2.6) ausführlich beschrieben worden. Als Beispiel sind die CGH-Profile von drei CTCs 

in Abbildung 5 dargestellt. Dabei sind die Ideogramme von CTCs mit zahlreichen sowie 

geringgradigen genomischen Aberrationen dem Ideogramm einer Zelle ohne genomische 

Veränderungen gegenübergestellt.  

Insgesamt wurden 45 CTCs von 19 Patientinnen mit einem nicht metastasierten 

Mammakarzinom mittels CGH untersucht. Von den 45 CTCs stammten 26 (58%) CTCs 

aus Leukapherese-Produkten, welche vor Induktions-CTX gewonnen wurden und 19 

(42%) CTCs aus Leukapherese-Produkten nach Induktions-CTX.  
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Abb.  4: Darstellung der drei CTC-Ideogramme (A) 19_CTC_C mit zahlreichen, (B) 02_CTC1_C 
geringgradigen und (C) 3CTC_2 fehlenden genomischen Veränderungen 
Die erste Ziffer gibt das entsprechende Chromosom (1-22, X, Y) und die in Klammern abgebildete Zahl 

die für die Analyse berücksichtigten Chromosomen an, wobei bis zu 20 Metaphasen je Zelle digitalisiert 

wurden. Beispielsweise wurde in (A) das Chromosom 4 in die Analysen 24-mal einbezogen, das 

Chromosom 17 30-mal. Abweichung nach links zeigen Verluste (rot) und Abweichungen nach rechts 

zeigen Zugewinne (grün). 
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3.1.1 CGH-Aberrationen vor und nach Induktions-Chemotherapie 

Der erste Fokus der Untersuchung galt der Identifizierung von tumortypischen 

Veränderungen im CGH-Profil der CK-positiven Zellen. Insgesamt wurden 45 Zellen 

untersucht, von denen 21 Zellen (47%) keine fassbaren Veränderungen in der CGH 

zeigten. Demgegenüber wiesen 24 Zellen (53%) 1 bis 25 genomische Aberrationen pro 

Zelle auf (Tabelle 8).  

Zur Abgrenzung von Gemeinsamkeiten oder Unterschieden bezüglich des 

Aberrationsmusters der Zellen in Abhängigkeit vom Zeitpunkt des Therapiestandes 

wurden CTCs je nach dem Zeitpunkt ihrer Detektion in zwei Gruppen unterteilt: vor bzw. 

nach Induktions-CTX. Nach Induktions-CTX war der Anteil der Zellen mit einem CGH-

Profil ohne nachweislichen genomischen Aberrationen mit 32% (6/19) geringer als vor 

Induktions-CTX (58%, 15/26) jedoch ohne Signifikanzniveau zu erreichen (χ2-Test: p = 

0,083) (Tabelle 9).  
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Tabelle 8: CTC vor bzw. nach Induktions-CTX mit Anzahl der Veränderungen pro Zelle 
Vor Induktions-CTX  Nach Induktions-CTX 
CTC chromo- 

somaler 
Verlust 

chromo- 
somaler 
Zugewinn 

gesamt CTC chromo-
somaler 
Verlust 

chromo-
somaler 
Zugewinn 

gesamt 

01_CTC1 0 3 3 01_CTC1_C 0 2 2 
2 - - - 02_CTC1_C 3 8 11 
03_CTC1 0 0 0 03_CTC1_C 0 0 0 
03_CTC2 0 0 0     
04_CTC1 0 0 0 04_CTC1_C 0 0 0 
4    04_CTC2_C 0 5 5 
05_CTC1 0 0 0 05_CTC1_C 0 2 2 
05_CTC2 0 0 0     
06_CTC1 0 0 0 06_CTC1_C 0 0 0 
6    06_CTC2_C 0 1 1 
07_CTC1 0 0 0 07_CTC1_C 5 7 12 
08_CTC1 2 9 11 08_CTC1_C 0 0 0 
08_CTC2 0 0 0     
08_CTC3 0 0 0     
09_CTC1 2 8 10 09_CTC1_C 1 9 10 
09_CTC2 0 1 1     
10_CTC1 0 1 1 10_CTC1_C 0 0 0 
11_CTC1 0 0 0  - - - 
11_CTC2 0 0 0  - - - 
12_CTC1 0 0 0 12_CTC1_C 3 3 6 
13_CTC1 0 0 0 13_CTC1_C 0 0 0 
14_CTC1 0 2 2  - - - 
15_CTC1 0 2 2  - - - 
16_CTC1 1 3 4  - - - 
17_CTC1 0 3 3 17_CTC1_C 1 1 2 
17_CTC2 0 0 0 17_CTC2_C 5 9 14 
18_CTC1 0 0 0 18_CTC1_C 2 4 6 
18_CTC2 1 0 1     
18_CTC3 4 11 15     
19 - - - 19_CTC1_C 12 13 25 
19 - - - 19_CTC2_C 7 15 22 
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Tabelle 9: Anzahl bzw. relativer Anteil [in %] der CTCs vor bzw. nach Induktions-CTX mit bzw. 
ohne CGH-Veränderungen (χ2-Test: p = 0,083). 

Zeitpunkt der CTC 
Gewinnung 

CTC mit CGH-
Veränderungen 

CTC ohne CGH-
Veränderungen 

Gesamtanzahl der 
CTCs 

vor Induktions-CTX 11 (42%) 15 (58%) 26  
nach Induktions-CTX 13 (68%) 6 (32%) 19  
Gesamtzahl der 
CTCs 

24 (53%) 21 (47%) 45  

 

Nachdem die CTCs in solche mit genomischen Veränderungen und ohne genomische 

Veränderungen unterteilt wurden, wurde die Anzahl der genomischen Aberrationen pro 

CTC (0-25 Aberrationen/Zelle) vor bzw. nach Induktions-CTX verglichen. Hierbei zeigte 

sich, dass bei Zellen nach Induktions-CTX die Anzahl der Aberrationen im Vergleich zu 

den Zellen vor Induktions-CTX signifikant erhöht war (p = 0,03862) (Abbildung 6). 

 

 

 
Abb.  5: Anzahl der Aberrationen der einzelnen CTC 
Jede Zelle ist durch einen Kreis bzw. ein Quadrat dargestellt. Nach Induktions-CTX (n = 19) stieg die 

Anzahl der genomischen Veränderungen/Zelle im Vergleich zu vor Induktions-CTX (n = 26) signifikant 

an (Wilcoxon-Test: p = 0,03862). 
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3.1.2 Einfluss der Induktions-CTX auf die genetischen Aberrationen 

Nachdem in Kapitel 3.1.1 eine Zunahme der Anzahl der Aberrationen in den Zellen nach 

Induktions-CTX aufgezeigt werden konnte, wurde dies nun fallbezogen überprüft: Hierzu 

wurden die Aberrationen der CTCs von 13 Patientinnen vor und nach Induktions-CTX 

im Sinne eines Matched-Pair-Test verglichen. Eingeschlossen in diese Untersuchung 

wurde je eine CTC vor und eine CTC nach Induktions-CTX, bei mehreren 

Zellen/Patientin wurde jeweils die Zelle mit der höchsten Anzahl an genetischen 

Aberrationen gewählt. Bei vier Patientinnen zeigte sich nach Induktions-CTX eine 

Abnahme der genetischen Aberrationen/CTC, bei drei Patientinnen konnte kein 

Unterschied festgestellt werden und bei sechs Patientinnen kam es nach Induktions-CTX 

zur Zunahme der genomischen Veränderungen/CTC. Eine Signifikanz zwischen dem 

Aberrationsverhalten der CTCs zum jeweiligen Therapiezeitpunkt bezogen auf die 

einzelnen Patientinnen ergab sich nicht (Wilcoxon-Test: p = 0,191). Dabei ist zu 

berücksichtigen, dass lediglich von 13 Patientinnen CTCs sowohl vor als auch nach 

Induktions-CTX untersucht wurden.  

3.1.3 Klassifizierung der CTCs mit CGH-Veränderungen vor und 
nach Induktions-CTX  

Zur Identifikation potentieller Muster der genomischen Aberrationen zwischen den CTCs 

wurden die CTCs mit chromosomalen Veränderungen (24/45 CTCs) für die folgenden 

Analysen berücksichtigt. Dabei stammten 11 CTCs aus Leukapherese-Proben vor und 13 

CTCs aus Leukapherese-Proben nach Induktions-CTX. 

Die Tabellen 10, 11 und 12 geben eine Übersicht über die chromosomalen 

Veränderungen der CTCs, unterteilt in Gesamtzahl der Veränderungen, chromosomale 

Zugewinne und chromosomale Verluste und in Abhängigkeit vom Zeitpunkt der 

Detektion. Bemerkenswert war hierbei eine 2,2fache Zunahme der genomischen 

Veränderungen nach Induktions-CTX von 4,8 ± σ 4,68 auf 9,1 ± σ 7,4, wobei 

insbesondere die chromosomalen Verluste nach Induktions-CTX zunahmen. Nach 

Chemotherapie zeigte sich ein Anstieg der Deletionen um das 3,9fache, die 

chromosomalen Zugewinne stiegen um das 1,8fache an ohne jedoch signifikant zu sein. 
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Tabelle 10: Gesamtzahl sowie mittlere Anzahl der CGH-Veränderungen vor bzw. nach Induktions-
CTX (Wilcoxon-Test: p = 0.1396) 

Zeitpunkt der CTC 
Gewinnung 

Gesamtanzahl der CGH-
Veränderungen 
 

Mittlere Anzahl an CGH-
Veränderungen/Zelle 

vor Induktions-CTX (n = 11) 53 4,8 ± σ 4,6 
nach Induktions-CTX (n = 13) 118 9,1 ± σ 7,4 

Tabelle 11: Gesamtzahl sowie mittlere Anzahl der Deletionen vor bzw. nach Induktions-CTX 
(Wilcoxon-Test: p = 0,1048) 

Zeitpunkt der CTC 
Gewinnung 

Gesamtanzahl der 
chromosomalen Verluste 

Mittlere Anzahl der 
chromosomalen Verluste pro 
Zelle 

vor Induktions- CTX (n = 11) 10 0,9 ± σ 1,5 
nach Induktions-CTX (n = 13) 39 3   ± σ 3,4 

Tabelle 12: Gesamtzahl sowie mittlere Anzahl der Amplifikationen vor bzw. nach Induktions-CTX 
(Wilcoxon-Test: p = 0,2466) 

Zeitpunkt der CTC 
Gewinnung 

Gesamtanzahl der 
chromosomalen Zugewinne 

Mittlere Anzahl der 
chromosomalen Zugewinne 
pro Zelle 

vor Induktions- CTX (n = 11) 43 3,9 ± σ 3,5 
nach Induktions-CTX (n =13) 79 6,1 ± σ 4,4 
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3.1.4 Klassifizierung der CGH-Veränderungen auf den 
Chromosomen 

Zur Visualisierung genomischer Veränderungen wurden mit dem Programm Progenetix 

(www.progenetix.org) Histogramme aus den Zellkollektiven erstellt (Abbildungen 7), 

aus welchen sich die Verteilung der genomischen Aberrationen auf den einzelnen 

Chromosomen erfasst wurde. Hierbei wurden die genomischen Zugewinne (gelb) und die 

Verluste (blau) abgebildet. 

 

 

 

Abb. 7: Horizontales Histogramm der CTCs mit genomischen Veränderungen  
Häufigkeit chromosomaler Gewinne (gelb) und chromosomaler Verluste (blau) der CTCs entsprechend 

ihrer Lokalisation in %. A: CTCs aus Leukapheresaten vor Induktions-CTX (n = 11) B: CTCs aus 

Leukapheresaten nach Induktions-CTX (n = 13) 

 

Aus den Histogrammen wird ersichtlich, dass es nach Induktions-CTX zu einer 

deutlichen Zunahme der genomischen Aberrationen gekommen ist. Vor der Induktions-

CTX sind, abgesehen von Chromosomen 13 und 14, alle Chromosomen von Zugewinnen 

und/oder Verlusten betroffen, wobei Zugewinne vor allem an den Chromosomen 1, 17, 

19 und 20 mit einer Häufigkeit von >25% zu finden sind. Nach der Induktions-CTX fand 

sich eine Zunahme der chromosomalen Veränderungen, welche sich unter Aussparung 

des Chromosoms 10 sehr heterogen verteilen. Vergleicht man die Histogramme der CTCs 

im Detail, so zeigte sich, dass sich die Zugewinne an den Chromosomen 1, 17, 19 und 20 
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vor Induktions-CTX ähnlich zu denen nach der Induktions-CTX verhalten. Für die 

Chromosomen 2, 20 und 21 ergaben sich hingegen weder vor noch nach Induktions-CTX 

Deletionen in der CGH sondern allein Amplifikationen. Für das Chromosom 6 fanden 

sich vor und nach Induktions-CTX allein Deletionen. Die genomischen Aberrationen der 

einzelnen CTCs sind in Tabelle 13 aufgeführt. 
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Tabelle 13: CTCs und die Lokalisation ihrer genomischen Zugewinne (enh) und Verluste (dim) auf 
den einzelnen Chromosomen, p: kurzer und q langer Chromosomenarm 
CTC Lokalisation der genomischen Aberrationen 
1_CTC1 enh 1p36pter, 19p13pterq13qter, 20qter 
1_CTC1_C enh 19q13qter, 22q13qter 

2_CTC1_C 
dim 3q22qter, 7pterq31, 13q12q21  
enh 1p34pter, 3p24pter, 4pterq22, 4q26q31, 8p22pter, 9qter, 18q12qter, Xp11qter 

4_CTC2_C enh 1p36pter, 9p21q22, 19pterq13qter, 21q21qter, 22q13qter 
5_CTC1_C enh 1p36pter, 19q13qter 
6_CTC2_C enh 22qter 

7_CTC1_C 
dim 3p22qter, 4q31qter, 17pterq21, 19q12q13, 22qter 
enh 1p31pterqter, 2p15pterq24qter, 7q36qter, 8q23qter, 11q12q14, 13q31qter, 15q15qter 

8_CTC1 

dim 4q25qter, 6q16q23 
enh 1p33pterq32qter, 2pterq14, 5p14pterq23qter, 7pterqter, 8q22qter, 12pterq24qter, 
16pterqter, 19pterqter, 20pterqter 

9_CTC1 

dim 15qter, 18qter  
enh 1p36pter, 3q27qter, 9q34qter, 11q12q14, 17pterqter, 19pterqter, 20pterqter, 
22q13qter 

9_CTC2 enh 17pterq12 

9_CTC1_C 

dim 18q12qter 
enh 3q21qter, 5q23qter, 7qter, 11q12q13, 13q11q13q32qter, 14q24qter, 17pterqter, 
19q13qter, 20q11qter 

10_CTC1 enh 19q13qter 

12_CTC1_C 
dim 11q22qter, 16qter, 22qter  
enh 5q31ter, 8q24qter, 19q13qter 

14_CTC1 enh 1p35p36, 17p11p12 
15_CTC1 enh 1p13p21, 16p11q22 

16_CTC1 
dim Xp11p22q22qter 
enh 17pter, 19pterqter, 20q12qter 

17_CTC1 enh 1p33pter, 17pterq21, 22q13qter 

17_CTC1_C 
dim 18qter 
enh 22q13qter 

17_CTC2_C 

dim 4q13q22, 8q13q21, 13q21q31, 18qter, Xpterqter 
enh 2p23pterq11q14, 3q13q24q26qter, 11p15pterq23qter, 12p12pter, 13q12q14, 
14q31qter, 17pterq21, 20pterqter, 21q21qter 

18_CTC2 dim 12q22qter 

18_CTC3 

dim 1q43qter, 6q24q25, 7p14pter, 8p22q22 
enh 5p14pter, 9qter, 10pterqter, 15q21qter, 16qter, 17pterq22qter, 19p13pter, 20pterqter, 
21q22qter, 22qter, Xq25qter 

18_CTC1_C 
dim 8p12pter, 18q12qter  
enh 9q34qter, 17pterqter, 19p13pterq13qter, 20qter 

19_CTC1_C 

dim 1p21p31, 3p11p15, 4pterqter, 5p14q23, 6q12q24, 8q11q22, 9p21pter, 12q14q22, 
13q21q22, 14q11q21, 18qter, Xq21q25 
enh 1p32pter, 2q11q14, 3p14p21, 3q21q24, 7p11p15q35qter, 9q22qter, 11pterqter, 
14q31qter, 17pterqter, 19qter, 20pterqter, 21q21qter, 22qter 

19_CTC2_C 

dim 1p21p31, 4pterqter, 6q22q23, 9p21pter, 16q11q21, 18qter, Xq21q2 
enh1p34pter, 2pterq21, 3q21qter, 5q23qter, 7pterqter, 9q22qter, 11p15pterq23qter, 
12p12pter, 14q31qter, 15q23qter, 17pterqter, 19pterqter, 20pterqter, 21q22qter, 22qter 

 

Da die untersuchten CTCs insgesamt ein sehr heterogenes Verteilungsmuster der 

genomischen Veränderungen zeigten, überprüften wir, inwieweit einzelne oder mehrere 

CTCs vergleichbare Aberrationsmuster aufzeigten. Hierzu wurden alle Zellen mit CGH-

Veränderungen (n = 24) mittels Clusteranalyse durch das EDV-Programm Progenetix 
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(www.progenetix.org) untersucht (Abbildung 8). Hierzu wurden von 16 Patientinnen 

jeweils 1-3 Zellen in die Analyse eingeschlossen und der Verwandtschaftsgrad der 

einzelnen Zellen untereinander ermittelt und mittels Dendrogramm abgebildet. Hierbei 

spiegeln sowohl die Länge der Verbindungslinien bis zur jeweiligen Verzweigung als 

auch die Anzahl der Verzweigungen den Verwandtschaftsgrad der Zellen untereinander 

wider.  

Das Ergebnis der Clusteranalyse unterstreicht, dass CTCs in ihren genomischen 

Veränderungen sehr heterogen sind. Weder Zellen, welche aus denselben Patientinnen 

stammten, noch der Zeitpunkt der Detektion der CTCs führten zu einem gemeinsamen 

oder ähnlichen Aberrationsmuster. Zu berücksichtigen ist jedoch, dass lediglich 24 CTCs 

mit genomischen Veränderungen in der Einzelzell-CGH in die Auswertung eingeflossen 

sind und von denen immerhin 46% (n =11) drei oder weniger Aberrationen aufwiesen.  
 

 

Abb. 8: Ähnlichkeitsanalyse zirkulierender Tumorzellen mit genetischen Aberrationen 
CTCs mit chromosomalen Veränderungen vor (CTC) bzw. nach (CTC_C) Induktions-CTX sind in den 

Zeilen dargestellt. Blau dargestellt sind chromosomale Verluste, gelb chromosomale Zugewinne. 

(www.progenetix.org). Oberhalb sind die Chromosomen mit ihrer Zahl angegeben. Das Dendrogramm 

rechtsseitig bildet durch die Länge der Verbindungslinien und die Anzahl der Aufzweigungen den 

Verwandtschaftsgrad der CTCs untereinander ab 
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3.2 Korrelation zwischen genomischen Aberrationen der CTCs 
und dem Auftreten eines Tumorrezidivs und dem 
Gesamtüberleben 

Der Nachweis von CTCs ist ein prognostischer Faktor bei Patientinnen mit einem 

metastasierten Mammakarzinom. Zunehmend werden CTCs nun auch bei nicht 

metastasierten Mammakarzinompatientinnen untersucht. Unter anderem zeigten die 

Studien von Lucci et al. und Hall et al., dass bei 24% Patientinnen, welche an einem nicht 

metastasierten Mammakarzinom erkrankt waren, CTCs identifiziert werden konnten. 

Hier zeigte sich, dass es bei ≥ 1 CTC/7,5 ml Blut sowohl zu einem erhöhten Rezidivrisiko 

als auch zu einem kürzeren Gesamtüberleben kam (Lucci et al. 2012, Hall et al. 2015).  

Die M0-Patientinnen, von denen die CTCs dieser Studie stammten, wurden im Rahmen 

der WSG-AM 01 Studie zur stammzellgestützten Hochdosis-Chemotherapie von Mai 

1995 bis Juni 2002 beobachtet. Von 17 der 19 Patientinnen (89%) lagen die 

Nachsorgedaten bezüglich eines Tumorrezidivs und des Überlebenszeitraums vor.  

Von diesen 17 Patientinnen erkrankten zwölf Patientinnen an einem Tumorrezidiv (71%), 

fünf Patientinnen blieben rezidivfrei (29%). Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen 

sind in den Tabellen 14 und 15 abgebildet. Eine Signifikanz lag nicht vor.  

Tabelle 14: Anzahl und relative Häufigkeit [in %] der Patientinnen mit und ohne chromosomalen 
Veränderungen in den CTCs bezogen auf ein Tumorrezidiv. (Fischer´s Exact Test: p = 0,676) 

Tumor-Status Patientinnen mit 
Veränderungen in den CTCs 

Patientinnen ohne 
Veränderungen in den CTCs 

Tumorrezidiv  
(n = 12) 

10 (58,8%) 2 (11,8%) 

kein Tumorrezidiv 
(n = 5) 

4 (23,5%) 1 (5,9%) 

Tabelle 15: Anzahl und relative Häufigkeit [in %] der CTCs mit und ohne chromosomalen 
Veränderung bezogen auf ein Tumorrezidiv. (Fischer´s Exact Test: p = 0,593) 

Tumor-Status CTCs mit Veränderungen 
(n = 18) 

CTCs ohne Veränderungen 
(n = 19) 

Tumorrezidiv  
(n = 12) 

12 (71%) 13 (76%) 

kein Tumorrezidiv  
 (n = 5) 

6 (35%) 6 (35%) 
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Des Weiteren wurde untersucht, ob der Nachweis chromosomaler Aberrationen in den 

CTCs mit dem rezidivfreien Gesamtüberleben korreliert. Zur Dichotomisierung der zwölf 

Patientinnen, welche an einem Tumorrezidiv erkrankten, wurden die untersuchten Zellen 

in zwei Gruppen randomisiert: Zellen mit bis zu 4 Aberrationen/Zelle (n = 7) und Zellen 

mit mehr als 4 Aberrationen/Zellen (n = 5). Lagen bei den Patientinnen mehr als eine 

Zelle vor, so wurde die Zelle mit der höchsten Anzahl an genomischen Aberrationen in 

die Auswertung eingeschlossen (Abbildung 9). In den Kaplan-Meyer-Analysen konnte 

keine Signifikanz zwischen einer erhöhten Anzahl an genomischen Veränderungen und 

dem Auftreten eines Tumorrezidivs nachgewiesen werden (p = 0,57). 
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Abb. 9: Rezidivfreies Überleben der Patientinnen in Abhängigkeit der Anzahl der chromosomalen 

Veränderungen ihrer CTCs 

Anschließend wurde betrachtet, ob eine erhöhten Anzahl an genomischen Veränderungen 

mit einem kürzen Gesamtüberleben einhergeht. Hierzu lagen die Überlebensdaten von 17 

Patientinnen vor (Tabelle 16).  

Tabelle 16: Zusammenhang zwischen dem Überleben und Zellen mit bzw. ohne chromosomale 
Veränderungen in der CGH 

Mortalität Patientinnen mit 
Veränderungen in den CTCs 
(n = 14) 

Patientinnen ohne 
Veränderungen in den CTCs 
(n = 3) 

Verstorben  
(n = 9) 

9 (52,9%) 1 (5,9%) 

nicht Verstorben 
(n = 8) 

5 (29,4%) 2 (11,8%) 
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Auch hier bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Versterben und dem 

Nachweis von CTCs mit genomischen Veränderungen.  

Darüber hinaus zeigte sich kein Einfluss hinsichtlich der Anzahl der Veränderungen in 

den CTCs auf das Überleben. Um dies zu überprüfen wurden die untersuchten Zellen der 

zehn verstorbenen Patientinnen in zwei Gruppen unterteilt: Zellen mit bis zu 4 

genomischen Aberrationen/Zelle (n = 5) und Zellen mit mehr als 4 Aberrationen/Zelle  

(n = 4). Lagen bei den Patientinnen mehr als eine Zelle vor, so wurde die Zelle mit der 

höchsten Anzahl an genomischen Aberrationen eingeschlossen (Abbildung 10). Es 

konnte keine Signifikanz zwischen einer erhöhten Anzahl an genomischen 

Veränderungen und dem Überleben der Patientinnen nachgewiesen werden (p = 0,699). 
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Abb. 10: Überleben der Patientinnen in Abhängigkeit von der Anzahl der chromosomalen 
Veränderungen ihrer CTCs
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4 Diskussion und Schlussfolgerungen 

In den 80er/90er Jahren wurde vor dem Hintergrund der Dosis-Wirkungsbeziehung 

zwischen Zytostatika und Karzinom der Fokus auf aggressivere Therapien gesetzt (Frei 

et al. 1980) und zunehmend die Hochdosis-Chemotherapie angewandt. Diese führte 

neben der angestrebten Tumorzellreduktion zur prolongierten 

Knochenmarkssuppression, wodurch unter anderem die Rate an Infektionen, geschuldet 

der induzierten Leukopenie, stieg. Um der Knochenmarkssuppression entgegen zu 

wirken, wurden im Anschluss an die Hochdosis-Chemotherapie autologe Stammzellen 

transplantiert, die zuvor mittels Leukapherese gewonnen worden waren (Berry et al. 

2011.). 

Die westdeutsche Studiengruppe (WSG) führte eine Studie zur stammzellgestützen 

Hochdosis-Chemotherapie bei Patientinnen mit neun und mehr befallenen Lymphknoten 

ohne Fernmetastasierung durch (Nitz et al. 2005). Um mononukleäre Zellen für diese 

Studie zu gewinnen, wurden die Leukapheresen im Anschluss an die operative 

Tumorresektion (R0) und vor bzw. nach Induktions-CTX von November 1995 bis April 

1998 durchgeführt (Nitz et al. 2005). Nachdem ein Teil der Leukapherese-Produkte für 

Forschungszwecke kryokonserviert worden war, hatte unsere Arbeitsgruppe die 

Möglichkeit, diese konservierten Leukapherese-Produkte auf CK-positive Zellen zu 

untersuchen, welche die gleiche Dichte wie mononukleäre Zellen aufweisen (Fischer et 

al. 2013). 

Zum Nachweis potentieller CTCs waren CK-positive Zellen mithilfe des Anti-

Cytokeratin-Antikörper A45-B/B3 detektiert worden, welcher gegen die Cytokeratine 8, 

18 und 19 gerichtet ist (Fischer et al. 2013). In mehr als 90% der Leukapherese-Produkte, 

welche von Patientinnen mit einem nicht metastasierten Mammakarzinom gewonnen 

worden waren, haben wir CK-positive Zellen detektiert. Im Mittel konnten dabei 

0,86 CK-positive CTCs pro 106 mononukleäre Zellen identifiziert werden, was einer 

20fach höheren Konzentration als in den zuvor veröffentlichten Studien zur Einzelzell-

Isolation aus dem peripheren Blut entspricht (Fischer et al. 2013). Beispielsweise waren 

in vorangehenden Studien CTCs bei etwa 60% der Patientinnen mit einem 

fortgeschrittenen, metastasierten Mammakarzinom detektiert worden (Li et al. 2014). 

Demgegenüber waren in einer weiteren Studie zur adjuvanten Situation beim nicht-
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metastasierten Brustkrebs CTCs lediglich bei 20% der untersuchten Patientinnen 

nachgewiesen worden (Rack et al. 2014). Mit einer Ausbeute von über 90% an CK-

positiven Zellen aus den Leukapharesaten konnte gezeigt werden, dass die Zellausbeute 

effizienter ist, wenn im Vergleich zu den genannten Studien sehr große Mengen Blut in 

die Untersuchung eingehen (Fischer et al. 2013): Mittels Leukapherese kann man das 

gesamte zirkulierende Blut derart filtern, dass während der Prozedur mit summarisch 

etwa 25 l Blutvolumen ein Vielfaches des menschlichen Blutvolumens mehrfach gefiltert 

wird. Mit anderen Verfahren werden in der Regel lediglich 1-10 ml Blut untersucht. Somit 

konnte für die vorliegende Forschungsarbeit mithilfe der Leukapherese eine deutlich 

höhere Anzahl von CK-positiven Zellen in M0-Patientinnen zur weiteren 

Charakterisierung von Merkmalen und biologischen Eigenschaften gewonnen werden. 

Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, mehrfache Bestimmungen - beispielsweise zum 

Therapiemonitoring vor und nach Chemotherapie – zu verschiedenen Zeitpunkten 

vorzunehmen. Die Leukapherese liefert gegenüber den herkömmlichen Blutvolumina 

nicht nur eine viel größere Menge Blut zur Filtration, sondern ist im Vergleich zur 

alternativen Knochenmarkspunktion zur Gewinnung von disseminierten Tumorzellen für 

die Patientinnen auch weit weniger belastend (Fischer et al. 2013). 

Während des Forschungsprojektes zur Untersuchung der Leukapherese-Produkte auf 

CK-positive Zellen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Subgruppe der 

detektierten CK-positiven Zellen mittels Einzelzell-CGH untersucht. Ziel der Arbeit war 

es, die isolierten CK-positiven Zellen aus den Leukapherese-Produkten durch den 

Nachweis und die Charakterisierung chromosomaler Veränderungen als maligne 

Tumorzellen zu identifizieren. Da die Leukapherese-Produkte sowohl vor als auch nach 

Induktions-CTX gewonnen worden, konnten CK-positive Zellen im Verlauf einer 

systemischen Therapie zu unterschiedlichen Zeitpunkten miteinander verglichen werden. 

Zu diesem Zweck wurden 45 CK-positive Zellen mittels CGH untersucht. Für die 

Publikation der Daten wurden im späteren Verlauf weitere Einzelzell-Analysen von CK-

positiven Zellen durchgeführt und sind in die Auswertungen der publizierten Arbeit 

„Diagnostic leukapheresis enables reliable detection of circulating tumor cells of 

nonmetastatic cancer patients“ (Fischer et al. 2013) mit eingeflossen.  
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4.1 Identifizierung CK-positiver Zellen als maligne 
Tumorzellen bei M0-Patientinnen 

Durch die Untersuchung der historischen Leukapherese-Produkte von Patientinnen mit 

einem nicht metastasierten Tumorleiden (M0) bestand die Möglichkeit zu testen, ob 

bereits bei Patientinnen ohne Anhalt für eine Fernmetastasierung CTCs mit genomischen 

Aberrationen als Ausdruck der chromosomalen Instabilität im Blut vorliegen. 

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 45 CK-positive Zellen mittels Einzelzell-CGH 

untersucht, von denen 26 CK-positive Zellen vor und 19 nach Induktions-CTX isoliert 

werden konnten. Mittels Einzelzell-CGH konnten bei 53% der CK-positiven Zellen 

genomische Veränderungen nachgewiesen werden, von welchen 68% nach Induktions-

CTX isoliert worden waren. Dementsprechend zeigten 47% der isolierten CK-positiven 

Zellen keine in der CGH fassbaren genomische Veränderungen. Von den Zellen mit 

einem balancierten CGH-Profil wurden 58% vor Induktions-CTX und 32% nach 

Induktions-CTX detektiert. Analog dazu hatte unsere Arbeitsgruppe zeigen können, dass 

es zu einer Reduktion der durchschnittlichen Anzahl der CK-positiven Zellen nach der 

Induktions-CTX kam (1,86 vs. 0,57 pro Patientin) (Fischer et al. 2013). 

Nun lässt sich die Vermutung aufstellen, dass CK-positive Zellen ohne bzw. mit wenigen 

Aberrationen durch die Induktions-CTX therapiert wurden. Darüber hinaus besteht die 

Möglichkeit, dass CTCs mit genetischen Aberrationen aufgrund von bisher nicht 

nachgewiesenen Resistenzmechanismen eine Chemotherapie überstehen und durch diese  

möglicherweise selektioniert werden. Zwar war nach Chemotherapie eine geringere 

Anzahl an CK-positiven Zellen nachzuweisen, jedoch zeigten diese Zellen eine 

signifikant höhere Zahl chromosomaler Aberrationen. Eine weitere Erklärung für die 

Zunahme der genomisch aberranten CTCs nach Induktions-CTX könnte sein, dass 

während der Induktions-CTX und der Stammzellmobilisation vermehrt hämatopoetische 

Stammzellen und mit diesen potenzielle Mikrometastasen aus dem Knochenmark 

mobilisiert (Ho et al. 1993) wurden. Diese These wird von Brugger et al. (1994) 

unterstützt: Die Autoren zeigten, dass nach Chemotherapie mit Stammzellsupport die 

Kontamination des peripheren Blutes mit zirkulierenden Tumorzellen um 30% anstieg. 

Dieser Hypothese zufolge müsste dann allerdings auch die Anzahl der CK-positiven 

Zellen nach der Induktions-CTX ansteigen, wobei die Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe jedoch zeigen konnten, dass es nach der Induktions-CTX zu einer 
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Abnahme der CK-positiven Zellen kam (veröffentlicht in Fischer et al. 2013). Im Zuge 

der CGH-Analysen der CTCs zeigte sich darüber hinaus ein signifikanter Anstieg der 

Anzahl der genomischen Veränderungen in den CK-positiven Zellen, die nach 

Induktions-CTX isoliert worden waren (Wilcoxon-Test: p = 0,03862). Dabei zeigte sich, 

dass die mittlere Anzahl der CGH-Veränderungen pro Zelle nach der Induktions-CTX -

ohne Signifikanzniveau zu erreichen bei einer Fallzahl von 19 Patientinnen - von  

4,8 ± σ 4,6 auf 9,1 ± σ 7,4 ansteigt (Wilcoxon-Test: p = 0.14). Möglicherweise finden 

sich mit diesen Beobachtungen weitere Hinweise für die Vermutung, dass unter der 

Chemotherapie wie dargelegt behandlungsresistente zirkulierende Tumorzellen mit 

deutlich stärkerer chromosamaler Instabilität selektioniert werden, wie dies in der 

vergleichsweise hohen Anzahl der genomischen Veränderungen dieser Zellen zum 

Ausdruck kommt. 

Schmidt-Kittler et al. untersuchten DTCs aus Knochenmarkaspiraten von Patientinnen 

mit einem Mammakarzinom in einer adjuvanten (M0) wie auch in einer metastasierten 

Situation (M1). Hier konnten analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in etwa 

50% der untersuchten DTC von M0-Patientinnen mittels CGH keine genomischen 

Veränderungen detektiert werden, wohingegen mit gleicher Methodik bei 91% der M1-

Patientinnen Zellen mit genomischen Veränderungen nachgewiesen wurden (Schmidt-

Kittler et al. 2003). 

Mit der Metaphasen-CGH kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den CK-

positiven Zellen trotz balanciertem CGH-Profil um Tumorzellen handelt (Jeuken et al. 

2002). Da in der CGH genomische Aberrationen lediglich bis zu einer Auflösung von 

etwa 10 bis 20 Mb sichtbar gemacht werden (Jeuken et al. 2002), können mit dieser 

Methode kleinere Aberrationen oder Punktmutationen nicht detektiert werden. Mit 

weiterentwickelten, höher auflösenden Verfahren wie z.B. der Array-CGH (Czyż et al. 

2014) oder dem Whole-genome-sequencing (Schmidt-Kittler et al. 2003) wird es 

zukünftig möglich sein, genomische Veränderungen auf Einzelzell-Ebene nicht nur 

exemplarisch sondern auch in größeren Kollektiven von unter 0,1 Mb abzubilden. Dabei 

konnten auch beim Mammakarzinom bereits bei CGH-negativen Zellen Allelverluste 

bestimmter Tumorgene nachgewiesen werden und diese Zellen trotz balanciertem CGH-

Profils als Tumorzellen identifiziert werden (Schmidt-Kittler et al. 2003). Da in dieser 

Arbeit CTCs nicht mit höher auflösenden Methoden untersucht werden konnten, muss 

zunächst offen bleiben, ob es sich im untersuchten Patientinnen-Kollektiv bei den CK-
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positiven Zellen ohne nachweisbare Veränderungen in der CGH um maligne Tumorzellen 

handelt. 

Betrachtet man die genomischen Veränderungen der Zellen insgesamt, ergeben sich aus 

den vorgenommenen Analysen sehr heterogene Aberrationsmuster. Beim Vergleich der 

Aberrationsmuster zum Zeitpunkt der Zellgewinnung, d.h. vor bzw. nach Induktions-

CTX, fielen chromosomale Zugewinne vor allem an die Chromosomen 1, 17, 19 und 20 

auf. Ähnliche Ergebnisse waren bereits in anderen Studien durch Analyse von primären 

Mammakarzinomen erhoben worden: Dabei wurden gehäufte Zugewinne auf den 

Chromosomen 1q, 8q, 11q, 16p, 17q, 20q und 19 sowie Verluste auf den Chromosomen 

6q, 17p, 16q, 22q und 3p beschrieben (Zhang et al. 2015). Betrachtet man nun die 

Veränderungen der CTCs der vorliegenden Arbeit im Einzelnen, so waren die Zugewinne 

vor allem auf Chromosom 1p (11 Zugewinne in 12 untersuchten Zellen), ein einzelner 

Zugewinn war auf Chromosom 1q zu finden. Analog zu den o.g. Ergebnissen für die 

Primärtumoren zeigte sich auf den Chromosomen 17 und 20 der CTCs der q-Arm stets 

aberrant. Des Weiteren fiel auf, dass es sich bei den in den CTCs detektierten 

Veränderungen auf Chromosom 6 nur um Deletionen handelte und diese in allen Fällen 

auf dem q-Arm zu finden waren. Somit zeigte sich, dass bei einer insgesamt sehr 

heterogenen Ausprägung der genomischen Veränderungen in den CTCs der vorliegenden 

Studie einige der gehäuft beobachteten chromosomalen Aberrationen mit denen von 

Primärtumoren übereinstimmen, sodass gemeinsame tumorspezifische Alterationen 

zwischen Primarius und CTC denkbar wären. 

Demgegenüber zeigte sich in der Ähnlichkeitsanalyse der chromosomalen Aberrationen 

für das vorliegende Untersuchungskollektiv, dass zwischen Zellen, welche aus derselben 

Patientin stammten, keine nachvollziehbare Übereinstimmung des Aberrationsmusters 

im Sinne einer klonalen Selektion vorlag. Dies wurde zuvor bereits in mehreren Studien 

auch für andere solide Tumorentitäten (Prostatakarzinome, gastrointestinale Tumoren) 

beschrieben, in welchen DTC aus M0-Patienten untersucht worden waren (Schmidt-

Kittler et al. 2003, Klein et al. 2002). Die genetische Heterogenität von CTCs und DTCs 

würde ob der sich daraus potenziell ergebenden Therapieresistenzen eine Erklärung 

liefern, warum systemische Therapien aktuell nicht im zu erwartenden Maße greifen 

können mit der fatalen Folge, dass es zu letalen Tumorrezidiven und Metastasen kommt.  
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4.2 Prognostische Relevanz der CTCs in der metastasierten und 
nicht metastasierten Situation  

Eine weitere Frage, die mit dieser Arbeit beantwortet werden sollte war, in wie weit die 

Anzahl der genomischen Aberrationen pro zirkulierender Tumorzelle Einfluss auf das 

rezidivfreie Überleben bzw. das Gesamtüberleben der Patientinnen hat. Hintergrund für 

die Überlegung war, dass sich bei Patientinnen mit einem metastasierten 

Mammakarzinom die Aberrationszahlen in DTCs im Vergleich zur M0-Situation 

verdoppeln (Schmidt-Kittler 2003). Die klinische Konsequenz daraus wäre, dass 

Patientinnen möglicherweise anhand der Anzahl der genomischen Aberrationen pro CTC 

als Hochrisikopatientinnen für Rezidive oder Metastase zu identifizieren und 

infolgedessen ggf. ergänzende Therapien oder eine engmaschigere Nachkontrolle 

durchzuführen wären. 

In der vorliegenden Arbeit konnte kein sicherer Zusammenhang zwischen der Anzahl der 

genomischen Veränderungen pro Zelle und dem rezidivfreien Überleben bzw. dem 

Gesamtüberleben der Patientinnen nachgewiesen werden. Obgleich bei 10 von 12 der 

Tumorrezidiv-Patientinnen bzw. 9 von 10 der verstorbenen Patientinnen deutliche 

genomische Veränderungen nachgewiesen wurden, erscheint das Patientinnenkollektiv 

(n = 19) noch zu klein, um hier einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl 

genomischer Aberrationen pro Zelle und dem Krankheitsverlaufs prognostisch 

postulieren zu können. 

Entgegen der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit konnte die Arbeit von Fischer et al., 

in welcher ein Teil der CTCs aus dieser Arbeit in die Analyse einfloss, zeigen, dass bei 

>10 Aberrationen pro CTC in den transplantierten Aphareseprodukten (nach Induktions-

CTX) ein signifikant kürzeres rezidivfreies Überleben vorlag (Fischer et al. 2013). Diese 

Diskrepanz ist damit zu erklären, dass bei Fischer et al. 65 Einzelzellen von 19 

Patientinnen untersucht wurden, in der vorliegenden Arbeit sind 45 Zellen von 19 

Patientinnen in die Analyse mit eingeflossen. 

Es wurde in mehreren Studien belegt, dass der prinzipielle Nachweis und die Anzahl der 

CTCs beim metastasierten Mammakarzinom eine prognostische Rolle spielen und 

bezügliche eines Therapieansprechens als Prognosemarker genutzt werden können 

(Cristofanilli et al. 2004, Nolé et al. 2008). Beim metastasierten Mammakarzinom hatte 

sich dabei für die Detektion von mehr als 5 CTC pro 7,5 ml Blut eine vergleichsweise 

schlechtere Prognose sowie ein kürzeres Gesamtüberleben gezeigt (Bidard et al. 2014, 
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Cristofanilli et al. 2004). Nachdem sich CTCs als prognostischer Faktor beim 

metastasierten Mammakarzinom etablieren, wird dieser Zusammenhang vermehrt auch 

für Mammakarzinom-Patientinnen im M0-Stadium untersucht. In der Studie von Lucci 

et al. wurde bei 24% der Patientinnen, welche an einem nicht metastasierten 

Mammakarzinom erkrankt waren, CTCs identifiziert. Hier zeigte sich, dass mit dem 

Nachweis von mehr als 1 CTC pro 7,5 ml Blut sowohl ein erhöhtes Rezidivrisiko als auch 

ein verkürztes Gesamtüberleben assoziiert war (Lucci et al. 2012, Hall et al. 2015).  

Die Bedeutung der CTCs für die Prognose des metastasierten wie auch nicht 

metastasierten Mammakarzinoms wurde somit in verschiedenen Studien herausgestellt. 

In dieser Arbeit konnte jedoch kein sicherer Zusammenhang zwischen der Anzahl 

genomischer Aberrationen pro CTC und der Prognose nachgewiesen werden. Da aber das 

Vorhandensein von CTCs über zahlreiche Tumorentitäten hinweg mit einem erhöhten 

Rezidivrisiko einhergeht, bedarf es weiterer Untersuchungen an größeren 

Patientinnenkollektiven, um potenzielle Zielstrukturen in den CTCs zu identifizieren und 

diese dann individueller therapieren zu können. 

4.3 Konsequenzen der Identifikation von CTCs in M0-
Patientinnen für die autologe Stammzelltransplantation 

In dieser Arbeit wurden mittels CGH bei 53% von insgesamt 45 CK-positiven Zellen aus 

Leukapherese-Produkten genomische Aberrationen nachgewiesen, womit sich die 

isolierten Einzelzellen als CTCs erwiesen haben. Dies zeigt analog zu anderen Studien, 

dass im Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation 

eine reale Gefahr der Retransfusion maligner Zellen besteht (Müller et al. 2012). In 

mehreren Studien wurde bereits belegt, dass durch Leukapherese neben mononukleären 

Zellen auch CTCs detektiert wurden (Negrin et al. 2000, Pecora et al. 2002, Ross et al. 

1993). Shimoni et al. zeigten zusätzlich, dass es nach einer Autotransplantation 

hämatopoetischer Stammzellen im Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie im 

Vergleich zu einer allogenen Transplantation zu vermehrten Tumorrezidiven kam 

(Shimoni et al. 2002). Solano et al. untersuchten im Rahmen einer Hochdosis-

Chemotherapie-Studie Leukapherese-Produkte von Mammakarzinompatientinnen auf 

CTCs. In 27,4% der Fälle konnten CTCs nachgewiesen werden. 71% der Patientinnen, 

welche im Rahmen der Studie CTC-positive Leukapherese-Produkte autotransplantiert 

wurden, erkrankten an einem Tumorrezidiv. Im Vergleich dazu erkrankten nur 27% der 
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Patientinnen mit CTC-negativen Leukapherese-Produkten an einem Tumorrezidiv. Das 

rezidivfreie 5-Jahres-Überleben bei CTC-positiven Leukapherese-Produkte lag bei 23%, 

bei CTC-negativen Leukapherese-Produkte lag es mit 75% deutlich höher. Das 

rezidivfreie 5-Jahres-Überleben von Patientinnen, die CTC-positive Leukapherese-

Produkte erhalten haben, betrug 42%; für Patientinnen mit negativen Leukapherese-

Produkten betrug sie 83% (Solano et al. 2001).  

Die weitere Studie von Müller et al. ergab, dass es zu einer Reduktion der Tumor-

Rezidivrate kam, wenn Stammzellprodukte vor Autotransplantation aufgereinigt wurden 

(Müller et al. 2012). Hier wurden Patientinnen mit einem metastasierten 

Mammakarzinom mittels Hochdosis-Chemotherapie und autologer 

Stammzelltransplantation behandelt. Die Stammzellen wurden vor der Transplantation 

aufgereinigt, so dass eine Reinfusion der CTCs ausblieb. Zwölf Jahre nach Abschluss der 

Studie lebten noch 23% der Patientinnen. Retrospektiv wurden zusätzlich Patientinnen 

analysiert, die die gleiche Hochdosis-Chemotherapie erhalten haben, jedoch nicht 

aufgereinigte Stammzellprodukte transfundiert bekamen. In dieser Patientinnengruppe 

lebten lediglich noch 9% der Patientinnen und 7% waren rezidivfrei (Müller et al. 2012). 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es sich bei den aus Leukapherese-Produkten isolierten 

CK-positiven Zellen um Tumorzellen handelt. Vor dem Hintergrund, dass es nach 

Reinfusion nicht aufgereinigter Stammzellen zu vermehrten Rezidivraten bzw. eines 

verkürzten Gesamtüberlebens kommt ist es von Bedeutung, dass Stammzellprodukte vor 

Autotransplantation aufgereinigt (Purging) werden.  

Nach Chemotherapie mit Stammzellsupport konnte ein Anstieg der Kontamination des 

peripheren Blutes mit zirkulierenden Tumorzellen um 30% belegt werden (Brugger et al. 

1994). Nach einem weiteren Zyklus Chemotherapie kam es zu einer deutlichen Abnahme 

zirkulierender Tumorzellen, so dass man mit diesem in-vivo-Purging eine 

Tumorzellkontamination der Leukapherese-Produkte reduzieren kann (Bock et al. 1998). 

Ähnliche Effekte wurden im hier analysierten Patientenkollektiv beobachtet.  Nach 

Induktions-CTX kam es zu einem Abfall der CK-positiven Zellen in den Leukapherese-

Produkten (veröffentlicht in Fischer et al. 2013). Eine weitere Möglichkeit des Purging 

ist eine Selektion der Stammzellen anhand ihrer CD34-Antigene. Dies kann durch eine 

Positivselektion mit Anti-CD34-Antikörpern und anschließender 

Immunadsorptionssäule, Magnettrennverfahren oder durchflusszytometrischer FACS-

Sortierung erreicht werden (Bock et al. 1998). Des Weiteren  besteht die Möglichkeit, 

maligne Zellen mittels monoklonaler Antikörper gegen spezifische Oberflächenantigene 
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der Tumorzellen zu selektieren, indem diese beispielsweise durch 

Komplementeinwirkung oder Immunkonjugate zerstört werden (Bock et al. 1998). Zwar 

lässt sich mit diesen Methoden die CTC-Kontamination reduzieren, jedoch wird keine 

Tumorfreiheit erreicht (Bock et al. 1998). Führt man sich nun vor Augen, dass die CTCs 

dieser Arbeit nach Induktions-CTX eine höhere Anzahl an genetischen Aberrationen 

aufweisen, bleibt die Frage offen, ob diese Zellen im weiteren Verlauf zunehmende 

Resistenzenmechanismen gegen eine Chemotherapie entwickeln können und es somit zu 

einer schnell fortschreitenden Tumorausbreitung kommen könnte. Hier sind 

weiterführende Untersuchungen notwendig, um Zielstrukturen für eine systemische 

Therapie zu identifizieren. 

4.4 Schlussfolgerungen 

Trotz frühzeitiger Diagnose und differenzierter operativer sowie systemischer Therapie 

von primären Mammakarzinomen versterben viele Patientinnen aufgrund der Ausbildung 

von Metastasen, welche sich oft erst nach langer Latenzzeit manifestieren.  

In der vorliegenden Arbeit wurden CK-positive Tumorzellen aus historischen 

Leukapherese-Produkten von metastasefreien Patientinnen (M0) vor und nach 

Induktions-CTX gewonnen und auf zirkulierende CK-positive Zellen untersucht. Die 

genomische Untersuchung des isolierten CK-positiven Zellkollektivs konnte zeigen, dass 

bereits bei M0-Patientinnen CTCs vorhanden sind, die in etwa 50% der Fälle die für 

Tumorzellen typischen, heterogenen genomischen Aberrationsmuster als Ausdruck ihrer 

genetischen Instabilität aufwiesen und somit als potenzielle Vorläufer späterer 

Metastasen betrachtet werden können. Nach Induktions-CTX konnte eine signifikant 

höhere Anzahl an genomisch aberranten CTCs identifiziert werden analog zu den 

Ergebnissen vorangehender Studien, in welchen die Untersuchung disseminierter 

Tumorzellen von Mammakarzinom-Patientinnen in einer adjuvanten Situation bei  

gleichfalls 50% der DTC genomische Veränderungen in der CGH aufwiesen.  

Während bei Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom ist die 

prognostische Relevanz der CTCs bereits gesichert ist (Cristofanilli et al. 2004), fließen 

bei nicht-metastasierten Patientinnen derzeit zumeist allein die klinisch-pathologischen 

Parameter wie Tumorgröße, Lymphknoten-Status, Hormonrezeptor-Status und der 

HER2-Status in die Planung ihres Therapiekonzeptes ein (Banys-Paluchowski et al. 

2015), obgleich Tumorzellen bereits im M0-Stadium bei Mammakarzinompatientinnen 
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prinzipiell nachgewiesen werden können (Zhang et al. 2012, Cristofanilli et al. 2004). 

Die vorliegende Arbeit bestätigt die Relevanz dieser CTCs für das Verständnis, die 

Beurteilung und die Behandlung des nicht-metastasierten Mammakarzinoms, indem es 

durch die Anreicherung und Isolation von zirkulierenden Tumorzellen aus diagnostischen 

Leukapherese-Präparaten (DLA) und deren anschließende genomischen Analyse 

gelungen ist, prognostisch relevante, maligne CTCs mit einer im Vergleich zu anderen 

Methoden signifikant höheren Sensitivität und Spezifität zu verschiedenen Zeitpunkten 

der Tumorbehandlung zu gewinnen und zu charakterisieren.  Auch gelingt es mit der 

vorgestellten Methode, beschriebene genotypische Unterschiede zwischen den 

Eigenschaften des Primärtumors, der Metastasen und der CTCs zu untersuchen 

(Wallwiener et al. 2015, Banys-Paluchowski et al. 2015): So könnten etwa Patientinnen 

mit einem HER2-negativen Primärtumor und  jedoch HER2-positiven CTCs durchaus 

von einer zielgerichteten und individuell angepassten adjuvanten Therapie profitieren. 

Diese Punkte sollten in die initialen Therapiefindung bei Patientinnen mit einem nicht 

metastasierten Mammakarzinom eingehen und könnten bei der Therapieüberwachung 

berücksichtigt werden, um etwa bei Progress der Erkrankung   eingehen, die 

Therapiestrategie frühzeitig ändern zu können.  

Trotz der Einteilung der Patientinnen in intrinsische Subtypen unter Berücksichtigung 

ihrer histopathologischen Eigenschaften und einer sich an diesen orientierender 

Therapiekonzeption erkranken Patientinnen im späteren Krankheitsverlauf weiterhin 

häufig an Tumorrezidiven. Mit den Erfahrungen der vorliegenden Untersuchung können 

CTCs nun in deutlich größerer Zahl für weiterführende und noch hochauflösendere 

genetische Analysen gewonnen werden, wie diese zu einem besseren Verständnis der 

Biologie und zur weiteren Charakterisierung von Mammakarzinomen erforderlich sind. 

Erst mit der fortgeführten Differenzierung und Analyse der zellulären Veränderungen auf 

den verschiedenen Expressionsebenen zwischen Genom, Transkriptom und Proteom 

sowohl in den Primärtumoren als auch in den zirkulierenden Tumorzellen und Metastasen 

werden sich mittelfristig neue Zielstrukturen für eine gezieltere und effektivere adjuvante 

Therapie des Mammakarzinoms ergeben können.
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