
 
 

 
 

 

Aus dem Institut für Frauenheilkunde und Geburtshilfe 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

Direktorin bzw. Leiterin: Univ.-Prof. Dr. Tanja Fehm 

 

 

 

CTC Isolation bei Mammakarzinompatientinnen mithilfe von  

rekombinantem VAR2CSA (rVAR2) 

 

Dissertation 

 

 

 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

der Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Caroline Krahn 

2021  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf 

gez.: 
Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klöcker 
Erstgutachter: Prof. Dr. rer. nat. Hans Neubauer 
Zweitgutachter: Prof. Dr. med. Nikolas Stoecklein 

 



 
 

 
 

 

Für meine Eltern: Nicole und Thomas Krahn 

  



 
 

I 
 

Zusammenfassung 

Das Mammakarzinom ist weltweit die mit Abstand häufigste Krebserkrankung bei Frauen. Jährlich 
sterben bis zu 17.000 Frauen an einem Mammakarzinom in Deutschland. Einer der Gründe ist die 
extreme Heterogenität des Tumors und das damit verbundene Problem einer gezielten Behandlung. 
In diesem Kontext könnten in der Zukunft insbesondere zirkulierende Tumorzellen (circulating 
tumor cells [CTCs]) eine wichtige Rolle zur Erstellung der bestmöglichen Therapie spielen. CTCs 
können sowohl für die Charakterisierung und die damit verbundene Therapie des Tumors, als auch 
für die Bestimmung des Schweregrades bzw. des Metastasierungspotentials und als Kontrolle des 
Ansprechens auf eine Therapie des Mammakarzinoms genutzt werden. Der aktuelle Goldstandard 
zur Isolation von CTCs ist das CellSearch System (Menarini, Bologna, Italien). Dieses System 
beruht auf der Anreicherung der CTCs mittels des Oberflächenproteins EpCAM (Epithelial 
Cellular Adhesion Molecule).  

Das von Salanti et al. beschriebene Protein VAR2CSA (variant surface antigen 2 chondroitin 
sulfate A), welches zunächst auf Malaria-infizierten Erythrozyten nachgewiesen wurde, stellt einen 
neuen Ansatz zur Isolation von CTCs dar. VAR2CSA bindet an Tumorzellen hämatopoetischen, 
epithelialen und mesenchymalen Ursprungs. Agerbæk et al. beschrieben erstmalig den Einsatz von 
rekombinantem VAR2CSA (rVAR2) zur Isolation von CTCs: Mittels rVAR2 konnten Tumorzellen 
von u.a. Leber-, Pankreas- und Lungen-Karzinomen angereichert werden.  

In Vorarbeiten dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass rVAR2 sowohl an Zelllinien des 
Mammakarzinoms als auch an CTCs von Patientinnen mit Mammakarzinom bindet. Ziel der 
vorliegenden Promotionsarbeit war die Isolation und der Nachweis von CTCs aus dem Blut von 
Mammakarzinompatientinnen unter Einsatz des rVAR2-Proteins. Nach Isolation epithelialer Zellen 
mittels rVAR2 wurde deren Abstammung vom Tumor mittels vollständiger Genomamplifikation 
(Whole Genome Amplification [WGA]) durch Panel-Sequenzierung (Next Generation Sequencing 
[NGS]) verifiziert und therapierelevante Mutationen nachgewiesen.  

Nach Lyse der Erythrozyten wurden die Blutproben der Mammakarzinompatientinnen mit dem 
rVAR2-SpyCatcher Komplex versetzt. Anschließend wurden magnetische Biotin-bindende beads 
hinzugegeben. Schließlich konnten mit dem KingFisher Instrument (Waltham, MA, USA) die 
beads-behafteten Tumorzellen mittels magnetischer Kräfte isoliert werden. Nach dem Ablösen der 
beads konnten die Tumorzellen in Sievewell Multiwell slides für Panzytokeratin, CD45 und DAPI 
gefärbt werden. Mithilfe des CellCelectors wurden die Proben analysiert und Einzelzellen zur 
weiteren Charakterisierung isoliert.  

Das von mir entwickelte Protokoll erlaubt erstmalig eine Aufarbeitung klinischer Blutproben von 
Mammakarzinompatientinnen. In vier von sechs Patientenproben wurden CTCs isoliert, bei CTCs 
von zwei dieser Proben wurde stellvertretend mittels WGA und NGS der Nachweis erbracht, dass 
es sich um Tumorzellen handelte. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass insbesondere triple-
negative Brustkrebszelllinien erfolgreicher detektiert werden als luminale Zelllinien. Die 
vorliegende Arbeit zeigt, dass es mithilfe des rVAR2-Proteins möglich ist, aus Blut von 
Mammakarzinompatientinnen CTCs zu isolieren und dies ein vielversprechender Ansatz ist, die 
Heterogenität von Mammakarzinomen zu erfassen.   



 
 

II 
 

Summary 

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide. Every year around 17.000 women 
die due to breast cancer in Germany. One of the reasons is the extreme heterogeneity of the tumor 
and the associated problem of targeted therapy. In this regard circulating tumor cells (CTCs) might 
play an important role to enable an individual therapy. CTCs can be used for the characterization of 
the subtype and the coherent therapy, as well as the determination of the degree of severity or 
potential for metastasis and to control the response to a breast cancer therapy. The gold standard for 
isolation of CTCs is the CellSearch system (Menarini, Bologna, Italy). This system is based on the 
enrichment of CTCs using the surface protein EpCAM (Epithelial Cellular Adhesion Molecule). 

A new approach could be the protein VAR2CSA (variant surface antigen 2 chondroitin sulfate A), 
described by Salanti et al., which was found on the surface of malaria-infected erythrocytes and 
binds to tumor cells of hematopoietic, epithelial and mesenchymal origin. Agerbæk et al. published 
the use of recombinant VAR2CSA (rVAR2) to isolate CTCs for the first time: They showed that 
rVAR2 can be used to detect tumor cells of liver, pancreas and lung-carcinoma. 

In the preliminary work to this dissertation it has been shown that rVAR2 binds to breast cancer 
cell lines and CTCs from samples of breast cancer patients. The aim of the present study is the 
detection and isolation of CTCs from breast cancer patients using the rVAR2 protein. After 
isolation of the CTCs their origin from a tumor was verified by whole genome amplification 
(WGA) and next generation sequencing (NGS) and therapy-relevant mutations were shown.  

After blood lysis the rVAR2-SpyCatcher-complex was added to the blood samples of the breast 
cancer patients. Then magnetic biotin binder beads were added to the sample. Finally, tumor cells 
attached to the beads were isolated with the KingFisher Instrument (Waltham, MA, USA) by the 
use of magnetic force. After releasing the beads the tumor cells were transferred into Sievewell 
multiwell slides for the staining for pan-cytokeratin, CD45 and DAPI. The samples were analyzed 
with the CellCelector and individual cells were isolated for further characterization. 

The established protocol allows the processing of clinical patient samples for the first time. CTCs 
from four out of six patient samples were isolated, in two of these four samples it was demonstrated 
via WGA and NGS that the isolated cells were tumor cells. In addition, it was found that triple-
negative breast cancer cell lines in particular are more successfully detected than luminal cell lines. 
This dissertation shows that it is possible to isolate CTCs from blood of breast cancer patients using 
the rVAR2-protein and it is a very promising approach to comprehend the heterogeneity of breast 
cancer. 
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Abkürzungsverzeichnis 

APC Allophycocyanin 

ATCC American Type Culture Collection 

BRCA Mammakarzinom (breast cancer) 

BSA Bovines Serumalbumin 

CD44 cluster of differentiation 44 

CD45 cluster of differentiation 45 

CK Zytokeratin 

CNAs Kopienzahlabweichung (copy number aberrations)  

CSA Chondroitinsulfat A 

CTCs Zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells)  

CTG CellTracker Green 

CXC Zirkulierende epitheliale Zellen (circulating epithelial cells)  

Cy5 Cyanin 5 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DiOC dihexyloxacarbocyanine iodide 

DLA Diagnostische Leukapherese 

DNS/DNA Desoxyribonukleinsäure/deoxyribonucleic acid 

DTC Disseminierte Tumorzellen (disseminated tumor cells)  

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor receptor)  

EpCAM epitheliales Zell-Adhäsions-Molekül (epithelial cell adhesion molecule)  

ERBB2 Erb-B2 Rezeptor Tyrosin Kinase 2 

FCS fetales Kälberserum (fetal calf serum)  

FDA Food and Drug Administration 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

HER2 Humaner epidermaler Wachstumsfaktor 2 (human epidermal growth factor 2) 

KRT5 Keratin 5 

KRT14 Keratin 14 

Mse-I restriction endonuclease of Micrococcus species 

NGS next generation sequencing 

ofCS onkofetales Chondroitinsulfat 

PALB2 partner and localizer of BRCA2 

PBMC  Mononukleäre Zelle des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cell)  

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline)  
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PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)  

PE Phycoerythrin 

PfEMP1 Plasmodium falciparum erythrocyte membrane proteine 1 

PF10 Protein –Free Blocking Buffer 10% in PBS 

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-Kinase 

PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-Kinase katalytische Untereinheit alpha 

RPM revolutions per minute 

RPMI Medium Roswell Park Memorial Institute medium 

rVAR2 recombinant Variant Surface antigen 2 

SLN Wächterlymphknoten (sentinel lymph node)  

TRITC Tetramethylrhodamine 

VAR2CSA variant surface antigen 2 chondroitin sulfate A 

WBC Leukozyt (white blood cell)  

WGA  whole genome amplification 

 

SI-Einheiten  

°C Grad Celsius 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

mg Milligramm 

min Minute 

ml Milliliter 

ms Millisekunde 

nmol Nanomol 
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1. Einleitung 

1.1 Das Mammakarzinom 
Das Mammakarzinom ist die mit Abstand häufigste Krebserkrankung bei Frauen (1). Jährlich 

sterben bis zu 17.000 Frauen an einem Mammakarzinom in Deutschland (1). Das Mammakarzinom 

ist die häufigste Krebstodesursache der Frau weltweit (1). Einer der Gründe dafür ist die extreme 

Heterogenität des Tumors und die damit verbundene Schwierigkeit, eine gezielte Therapie zur 

Bekämpfung der verschiedenen Tumorzellen zu identifizieren (2). Eine umfassende molekulare 

Analyse aller Zelltypen des Brusttumors und eventueller Metastasen ist zur Erstellung der 

bestmöglichen, personalisierten Therapie unerlässlich.  

Es gibt verschiedene Risikofaktoren, die das Auftreten eines Mammakarzinoms begünstigen. Diese 

Risikofaktoren lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen. Hormonelle Risikofaktoren stellen 

unter anderem eine frühe Menarche, eine späte Menopause, ein langer hormonell aktiver Zeitraum 

und keine bis wenige Schwangerschaften dar (3). Auch die Einnahme oraler Kontrazeptiva (4) und 

Situationen mit hormonellem Ungleichgewicht (5), wie z.B. eine Hormonersatztherapie in der 

Postmenopause (3) erhöhen das Risiko ein Mammakarzinom zu entwickeln. Weitere 

Risikofaktoren sind unter anderem eine erhöhte mammographische Dichte, Rauchen, fettreiche 

Ernährung, Alkoholkonsum, Adipositas und Diabetes Typ II, geringe körperliche Aktivität und 

Bestrahlungen des Brustkorbes in der Kindheit (5). Zusätzlich existieren auch hereditäre 

Risikofaktoren. Darunter befinden sich insbesondere Keimbahnmutationen in DNA-

Reparaturproteinen (Tumorsuppressorgenen), z.B. den sogenannten BRCA1-, BRCA2- oder 

PALB2-Genen (6). Zusätzlich gibt es Krebssyndrome, die mit einem erhöhtem 

Mammakarzinomrisiko einhergehen, darunter u.a. das Li-Fraumeni-Syndrom (3).  

Die UICC (Union for International Cancer Control) teilt das Mammakarzinom in vier Stadien ein, 

basierend auf der TNM-Klassifikation (7). Das „T“ (Tumor) beschreibt die Ausdehnung und das 

Verhalten des Primärtumors, das „N“ (Nodus) steht für den Befallstatus regionärer Lymphknoten 

und das „M“ (Metastase) stellt das Vorhandensein von Fernmetastasen dar. 

Das Mammakarzinom metastasiert früh lymphogen und hämatogen. Die Wahrscheinlichkeit für 

eine Metastasierung steigt mit der Größe des Tumors. Hämatogen streut das Mammakarzinom vor 

allem in Knochen, gefolgt von Leber und Lunge/Pleura (3,8). Eine lymphogene Metastasierung 

(Tumorabsiedlungen über das Lymphsystem) erfolgt immer über den/die Wächterlymphknoten, 

auch Sentinel-Lymphknoten genannt, von engl. sentinel lymph node (SLN).  



 
 

2 
 

Zur Basisdiagnostik des Mammakarzinoms zählt die klinische Untersuchung von Mammae und 

Axillae, dabei werden die Mammae und angrenzende Lymphknoten inspiziert und palpiert (3). 

Frauen zwischen 50 und 69 Jahren wird in Deutschland alle zwei Jahre ein Mammographie-

Screening angeboten (9). Mit Einführung des Mammographie-Screenings wurden 

Neuerkrankungen des Mammakarzinoms in früheren Stadien diagnostiziert (9). Die Früherkennung 

erhöht die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Behandlung (10). Bei einem auffälligen 

Tastbefund und unklarem mammographischem Befund wird eine Sonographie durchgeführt (3). 

Zur Diagnosesicherung bei bestehendem Karzinomverdacht erfolgt eine Biopsie der Mammae und 

ggf. der Lymphknoten.  

In den letzten Jahren hat sich die Flüssigbiopsie (liquid biopsy) als diagnostische Ergänzung zur 

Gewebeprobe etabliert (11). Liquid biopsy beschreibt den Nachweis von Tumorzellen bzw. Tumor-

DNA zur molekularen Analytik in Körperflüssigkeiten. Die typischen Quellen für Tumor-DNA 

stellen zum einen frei zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) und zum anderen zirkulierende 

Tumorzellen (circulating tumor cells [CTCs]) dar. Die molekulare Analyse im Rahmen der liquid 

biopsy spielt eine wichtige Rolle bei der Früherkennung, Diagnose, Therapie und Verlaufskontrolle 

von Krebserkrankungen (11,12). Die großen Vorteile der liquid biopsy bestehen in der minimalen 

Invasivität des Verfahrens, der Erfassung der Heterogenität einer Tumorerkrankung sowie deren 

potenziellen Metastasen. Zudem ermöglicht die liquid biopsy wiederholte Analysen im Rahmen 

einer Verlaufskontrolle und eine bessere Standardisierung im Vergleich zur Immunhistochemie 

(13). Gegenüber bildgebenden Verfahren hat sie das Potenzial einer deutlich frühzeitigeren 

Erkennung von Rezidiven (12). 

Zu den Staging-Untersuchungen beim Mammakarzinom zählen unter anderem CT-Aufnahmen 

vom Thorax und Abdomen, sowie die Skelettszintigraphie (3). 

Zur weiteren Therapieplanung ist die Bestimmung des Mammakarzinom-Subtyps unerlässlich (14). 

Dabei lassen sich im Wesentlichen drei klinische Subtypen des Mammakarzinoms abgrenzen: 

Human epidermal growth factors 2 (HER2)-positiv oder -negativ, Östrogen- und Progesteron-

positiv oder -negativ und triple-negativ. Triple-negativ bedeutet, dass der Tumor eine geringe bis 

keine Expression der genannten Wachstums- bzw. Hormonrezeptoren aufweist. Dies geht mit einer 

schlechteren Prognose einher, da die Patientinnen weder auf eine endokrine Therapie, noch auf 

eine Therapie gegen HER2 ansprechen (15). 

Je nach Metastasierungsgrad, Stadium des Mammakarzinoms und Patientenwunsch gibt es 

verschiedene therapeutische Optionen. Bei einem lokal begrenzten Primärtumor kann dieser 

operativ entfernt werden (6). Zur Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle wird im Anschluss an 

eine Operation meist eine Strahlentherapie durchgeführt (6). Neben chirurgischer Entfernung und 

Radiotherapie besteht die Möglichkeit einer Systemtherapie. Mithilfe von Chemotherapien können 
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als inoperabel geltende Mammakarzinome behandelt werden. Darüber hinaus wird die 

Chemotherapie und/oder Strahlentherapie auch in Form einer neoadjuvanten Therapie zur 

Reduktion der Tumormasse vor einem geplanten operativen Eingriff angewendet. Bei endokrin 

sensiblen Tumoren, v.a. bei postmenopausalen Frauen, werden Antihormontherapien, wie z.B. die 

Gabe von Aromatasehemmern, angestrebt (6).  

Im Rahmen einer präziseren Diagnostik könnten in der Zukunft insbesondere CTCs eine wichtige 

Rolle spielen. CTCs können sowohl für die Charakterisierung und damit verbundene Therapie des 

Tumors, als auch für die Bestimmung des Schweregrades bzw. des Metastasierungspotentials 

genutzt werden (11,16). 
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1.2 Zirkulierende Tumorzellen  
Bereits 1869 bezeichnete Thomas Ashworth CTCs als „(…) cells similar to those in the tumours 

were seen in the blood after death“ (17). In der Medizin sind CTCs von besonderer Bedeutung, da 

ihre Anzahl im Blut mit dem progressionsfreien Überleben und Gesamtüberleben bei 

Mammakarzinompatientinnen korreliert (18,19). CTCs sind in der Lage, Metastasen zu bilden (20). 

Per Intravasation erreichen sie den Blutstrom. Einigen CTCs gelingt es in distales Gewebe 

einzudringen; sie werden dann als disseminierte Tumorzellen (disseminated tumor cells [DTCs]) 

bezeichnet (s. Abb. 1). Im Vergleich zu bildgebenden Verfahren erlauben CTC-Quantifizierungen 

eine frühere Aussage über das Metastasierungspotenzial bei Mammakarzinompatientinnen mit 

geringer Metastasierung (21,22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Schematischer Ablauf der Metastasierung durch CTCs (nach Neumann et al., 2015 (23))  

CTC: zirkulierende Tumorzelle; DTC = Disseminierte Tumorzelle 
 
Zirkulierende Tumorzellen sind in der Lage Metastasen zu bilden. Sie erreichen per Intravasation den 
Blutstrom. Einigen CTCs gelingt es in distales Gewebe einzudringen. Sie werden dann als DTCs bezeichnet. 
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1.3 Isolation von CTCs 
Der Goldstandard für die Isolation von CTCs ist das CellSearch System (Menarini, Bologna, 

Italien) (24). Dieses System beruht auf der Anreicherung der CTCs mittels eines Antikörpers gegen 

das Oberflächenprotein EpCAM (Epithelial Cellular Adhesion Molecule). Die Technologie hinter 

dem CellSearch System wurde von der FDA (Food and Drug Administration) für das metastasierte 

Prostata-, Mamma- und Kolorektalkarzinom zertifiziert. Mit immunomagnetischen Ferrofluiden 

gebunden an EpCAM-Antikörpern können CTCs angereichert werden. Mittels spezifischer 

Antikörper und entsprechender Fluoreszenzmikroskopie werden die isolierten Zellen als CTCs 

identifiziert und quantifiziert.  

Zur Identifikation von CTCs werden vom CellSearch System und auch anderen CTC Isolations-

verfahren vergleichbare Färbungen verwendet. CTCs werden für Zytokeratin (CK), Cluster of 

Differentiation 45 (CD45), ein allgemeiner Leukozyten-Marker, und DAPI gefärbt, ein DNA-

bindendes Fluorochrom, welches den Zellkern markiert. CTCs sind definiert als CK+/CD45-

/DAPI+ Zellen (CellSearch Kriterien) (s. Abb. 2) (25). 

 

Abb. 2: CellSearch-Kriterien (nach Eslami-S et al., 2020 (25)) 

CK: Zytokeratin; CD45: Cluster of differentiation 45; CTC: zirkulierende Tumorzelle; DAPI: 4′,6-Diamidin-
2-phenylindol; EpCAM: epithelial cell adhesion molecule 

CTCs sind positiv für CK, EpCAM und DAPI. Sie exprimieren kein CD45 an ihrer Oberfläche. 

Fluorochrom 
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CTCs können eine sehr heterogene Population mit Variationen im Bereich von 

Oberflächenmarkern und Morphologie – insbesondere der Größe – darstellen. Aufgrund dessen 

bedarf es neben der EpCAM-basierten CellSearch-Technologie weiterer Methoden zur Detektion 

und Isolation zirkulierender Tumorzellen. Ein großer Nachteil des aktuellen Goldstandards besteht 

darin, dass nur EpCAM-positive Subpopulationen von CTCs isoliert werden. 

1.4 rVAR2 
Ein neuer Ansatz zur Isolation von CTCs könnte das von Salanti et al. beschriebene Protein 

VAR2CSA (variant surface antigen 2 chondroitin sulfate A) darstellen (26). VAR2CSA wurde 

zunächst auf der Oberfläche Malaria-infizierter Erythrozyten nachgewiesen. Es konnte gezeigt 

werden, dass VAR2CSA an onkofetales Chondroitinsulfat (ofCS) bindet (26). Das ofCS ist ein 

spezifischer Marker, der auf der Oberfläche von Tumorzellen hämatopoetischen, epithelialen und 

mesenchymalen Ursprungs zu finden ist (26). Agerbæk et al. beschrieben erstmals den Einsatz von 

rekombinantem VAR2CSA (rVAR2), um CTCs zu isolieren. Sie beschreiben, dass rVAR2 zur 

Isolation von Tumorzellen von u.a. Leber-, Pankreas- und Lungen-Karzinomen geeignet ist. Es 

wurden im Vergleich zur EpCAM-basierten Isolationsmethode eine größere Anzahl und ein 

breiteres Spektrum an CTCs isoliert (27). Zusätzlich konnten mit rVAR2 zirkulierende Glioma-

Zellen isoliert werden (28).  

Darüber hinaus zeigt rVAR2 Potenzial in der Therapie verschiedener Krebsformen über seine 

Bindung an ofCS (29,30). Die Bindung von rVAR2 an ofCS stellt eine mögliche 

Zweitlinientherapie zur Behandlung eines Cisplatin-resistenten, muskelinvasiven Blasenkrebs dar 

(31).  
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1.5 Ziele der Arbeit 
Die Arbeitsgruppe für translationale Gynäkoonkologie der Universitäts-Frauenklinik Düsseldorf 

erforscht die Anwendung von rVAR2 in der Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms.  

Diese Arbeit baut auf den folgenden Vorarbeiten von Hanna Wietz (32) auf:  

- Bestimmung der rVAR2-Affinität gegenüber verschiedenen Mammakarzinomzelllinien und 

Patienten-CTCs  

- Etablierung eines CTC-Anreicherungsprotokolls mittels rVAR2 (indirekte Methode) 

 

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist der Nachweis und die Isolation von CTCs aus dem Blut 

von Mammakarzinompatientinnen unter Einsatz des rVAR2-Proteins. Initial steht die Isolierung 

von in Blut eingebrachten Tumorzellen mittels rVAR2 bei verschiedenen 

Mammakarzinomzelllinien an. Dabei sollen die unterschiedlichen Subtypen berücksichtigt werden: 

luminal, triple-negativ und HER2-amplifiziert. Zu diesem Zweck werden Sk-Br-3, ZR-75-1, 

SUM44, MDA-MB-231, -436 und -468–Zelllinien eingesetzt. Darauf aufbauend erfolgen die 

Optimierung des Verfahrens und die Etablierung eines geeigneten Färbe- und Isolationsprotokolls 

für CTCs aus Patientenproben. Die eindeutige Abstammung der so isolierten Zellen aus Blutproben 

von Mammakarzinompatientinnen soll mittels vollständiger Genomamplifikation (Whole Genome 

Amplification [WGA]) und Sequenzierung (Next-Generation Sequencing [NGS]) nachgewiesen 

werden.  
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2. Material und Methodik 

2.1 Material 

2.1.1 Patientenproben 
Die Patientenproben stammen aus der AUGUSTA-Studie der Frauenklinik an der 

Universitätsklinik Düsseldorf. Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission der Heinrich-

Heine Universität Düsseldorf genehmigt (Studiennummer 3430). „Diese Studie dient der 

Identifikation neuer Biomarker zur Verbesserung der Genauigkeit üblicher Diagnoseverfahren 

sowie prognostischer und prädiktiver Faktoren bei Brustkrebs“ (33). Die Patientenproben wurden 

anonymisiert und der Datenschutz ist gewährleistet. Die Patientinnen wurden aufgeklärt und 

erklärten ihr Einverständnis zur wissenschaftlichen Verwendung ihrer Blutproben (s. Anhang). In 

diese Studie wurden volljährige Patientinnen der Frauenklinik mit metastasiertem 

Mammakarzinom eingeschlossen. Für diese Dissertation wurden sechs Blutproben der AUGUSTA-

Studie verwendet. Die Proben wurden in Ethylendiamintetraacetat (EDTA) - Röhrchen 

aufgenommen, dabei wirkt EDTA als Antikoagulans. Es wurden Patientinnen im Alter von 37 bis 

72 Jahren untersucht (Mittelwert: 58,5 Jahre und Median: 60 Jahre). 

2.1.2 Zelllinien 
Die Brustkrebs-Zelllinien lassen sich in basal-like bzw. stem-cell-like und non-stem-cell-like 

einteilen (34). MDA-MB-231, -436 und -468 sind triple-negative Mammakarzinomzelllinien 

(HER2-, ER-, PR-negativ). Sk-Br-3 ist eine HER2-amplifizierte Zelllinie. ZR-75-1, MCF-7 und 

SUM44 zählen zu den luminalen Mammakarzinomzelllinien. 

Name Beschreibung ATCC Nr. 

A549 von einem 58-jährigem männlichem Patienten mit 

Lungenkarzinom (35) 

ATCC 

CCL-185 

MDA-MB-231 von einer 51 Jährigen Patientin mit Mamma-

adenokarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35)  

stem-cell-like und Vimentin positiv (34).  

EpCAM-low/negative (36)  

Expression von CD44 (37) 

ATCC 

HTB-26 

MDA-MB-436 von einer 43 Jährigen Patientin mit invasiv-duktalem 

Mammakarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35).  

stem-cell-like und Vimentin positiv (34) 

EpCAM-low/negative (38). 

Expression von CD44 (39). 

ATCC 

HTB-130 
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MDA-MB-468 von einer 51-Jährigen Patientin mit Mamma-

adenokarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35) 

non-stem-cell-like und KRT5 / KRT14 positiv (34)  

EpCAM-positiv (40)  

Expression von CD44 (37) 

ATCC 

HTB-132 

Sk-Br-3 von einer 43-Jährigen Patientin mit Mamma-

adenokarzinom aus ihrem Pleurerguss (35) 

HER2-positiv bzw. –amplifiziert (41). 

ATCC 

HTB-30 

ZR-75-1 von einer 63 Jährigen Patientin mit invasiv-duktalem 

Mammakarzinom aus ihrem Aszites (35) 

luminal (35) 

ATCC 

CRL-1500 

MCF-7  von einer 69 Jährigen Patientin mit invasiv-duktalem 

Mammakarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35) 

luminal (41) 

ATCC 

HTB-22 

SUM44 von einer Patientin mit invasiv-lobulärem 

Mammakarzinom aus ihrem Pleurerguss (42) 

luminal (43) 

erhalten von Martin 

et al. (44) 

Colo 205 von einem 70 jährigen Patienten mit kolorektalem 

Adenokarzinom (35) 

ATCC 

CCL-222 

 

A549 wurde im Folgenden als Positivkontrolle verwendet, da sie sich als mittelstark bis stark 

rVAR2 bindende Zelllinie herausgestellt hat (32,45). 

2.1.3 Zellkultur 
Die genannten Zelllinien wurden in 75 oder 250 ml Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH, 

Deutschland) in einem Inkubationsschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 

kultiviert. Als Nährlösung wurde RPMI Medium mit L-Glutamin und den Zusätzen 10 % fetales 

Kälberserum (fetal calf serum [FCS]) und 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet. Medien, FCS, 

Trypsin und Antibiotika wurden von Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA bezogen. Die 

Tumorzellen wurden in 10 % Trypsin oder cell dissociation buffer im Abstand von 2-3 Tagen im 

Verhältnis von ca. 1:10 gesplittet bevor Konfluenz erreicht wurde. 

2.1.4 Rekombinantes VAR2CSA 
Plasmodium falciparum erythrocyte membrane proteine 1 (PfEMP1) ist eine Proteinfamilie, 

welche auf der Oberfläche Plasmodium falciparum – infizierter Erythrozyten exprimiert wird (46). 

Diese Proteinfamilie wird von VAR-Genen kodiert (47). Su et al. berichten, dass bis zu 50 VAR-

Gene existieren könnten (48). VAR2CSA stellt unter diesen ein einzigartiges Protein dar (49). Es 
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wird hauptsächlich von der Plazenta während einer schwangerschaftsassoziierten Malaria 

produziert. Es bindet an Chondroitinsulfat A (CSA), welches von der Oberfläche des vaskulären 

Endothels der Plazenta präsentiert wird. Die gesamte Struktur des VAR2-Proteins wird für die 

Bindung an CSA benötigt (50). Diese Bindung stellt die Hauptursache für Früh- und Todgeburten, 

sowie schwere anämische Verläufe seitens der Mutter dar (50). rVAR2 ist daher die führende 

Ansatzstelle zur Entwicklung eines Impfstoffes gegen Schwangerschaft-assoziierte Malaria (51).  

2.1.5 Puffer/Chemikalien 
s. Materialliste S. 48 

2.1.6 Geräte 
s. Materialliste S. 49 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Anreicherung und Isolation von zirkulierenden Tumorzellen (spike-in) 
Die Zellen (A549, MDA-MB-231,-436,-468, Sk-Br-3, MCF-7, ZR75-1, SUM44, Colo 205) 

wurden mit cell dissociation buffer vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Die losgelösten 

Zellen wurden in 5 ml cell dissociation buffer in ein 10 ml Falconröhrchen übertragen und 

anschließend mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) auf 10 ml aufgefüllt. Das Falconröhrchen 

wurde bei 1100 RPM (227 g) für 5 Minuten bei 4 °C in der Megafuge 16R zentrifugiert. 

Anschließend wurde das Zellpellet in 5 ml PBS resuspendiert. 1 ml der spike-in-Zellen wurde mit 

1 µl CellTracker Green (CTG) gefärbt. Nach einer 30minütigen Inkubation bei 37 °C wurden die 

Zellen erneut zweimal zentrifugiert und final in 1 ml PBS resuspendiert. Zur Bestimmung der 

Zellzahl wurden Neubauer-Zählkammern verwendet. Zwischen Deckglas und Objektträger wurde 

10 µl der Zellsuspension pipettiert und die Zellzahl pro ml bestimmt. Es wurden vier Großquadrate 

ausgezählt und das Volumen für 500 Zellen wie folgt berechnet: 

500

(𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 ∶  4)  ∗  10
= 𝑥 

X gibt dabei das nötige Volumen in µl wieder.  

Währenddessen wurden 5 ml Spenderblut von gesunden Probanden in 45 ml Erythrozyten-Lyse-

Puffer gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurden die Proben bei 400 g für 8 

Minuten in der Megafuge 16R zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach in 6 ml PBS 

resuspendiert und erneut bei den obengenannten Einstellungen zentrifugiert. Nach Zentrifugation 

wurde das Zellpellet in 600 µl PF10 resuspendiert und in ein Protein LoBind tube übertragen. PF10 

setzt sich zusammen aus 90 % PBS und 10 % Pierce protein-free blocking buffer. In das so 

aufgearbeitete Spenderblut wurden jeweils 500 Tumorzellen gegeben. Parallel dazu wurde zur 

Kontrolle die gleiche errechnete Tumorzellzahl auf 3-well-slides gegeben. Währenddessen wurde 

zu dem rVAR2-Protein (Charge: MP3643, Var2 Pharmaceuticals, Kopenhagen, DK) SpyCatcher 

(Charge: MP3298) hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten wurde 200 nmol des 

rVAR2-SpyCatcher Komplexes zu der Probe hinzugegeben. Daraufhin wurden die Proben für 30 

Minuten auf dem slow rotator (Stuart rotator SB3) bei 4 °C inkubiert. Die magnetischen Biotin-

bindenden beads wurden vorbereitet, indem sie zweimal in 1 ml PF10 gewaschen wurden. Pro 

Blutprobe wurden je 30 µl bead-Lösung hinzugegeben. Nach 30 Minuten im slow rotator erfolgte 

der Transfer in das KingFisher Instrument (Waltham, MA, USA) (s. Abb. 3) (52), welches mittels 

eines Magneten die Zellen isoliert, an welche eine ausreichende Zahl von magnetischen beads über 

das rVAR2-Protein gebunden hat. Das so erhaltene Probenmaterial wurde dann zur weiteren 

Auswertung auf 3-well-slides übertragen. So konnte unter anderem die Wiederfindungsrate der 
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Tumorzellen bestimmt werden, sie stellt den Quotienten aus gefundenen gegenüber eingesetzten 

Tumorzellen dar. 

Bei dieser Methodik wurde zuerst das rVAR2-Protein zu der Probe gegeben und danach die 

magnetischen beads hinzugefügt. Diese Abfolge wird als indirektes Verfahren bezeichnet. Bei der 

direkten Methode wird rVAR2 zuerst an magnetische beads gekoppelt und dieses Konjugat der 

Probe zugegeben.  

Jede Versuchsdurchführung beinhaltet zwei Replikate. 

 

Abb. 3: KingFisher Instrument 

KingFisher Duo Prime zur Isolation von mit magnetischen beads behafteten Zellen. 

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/5400110#/5400110) (52) 

2.2.2 Aufarbeitung des Spenderblutes über Dichtegradienten-Zentrifugation  
Um das optimale Verfahren zur Entfernung der Erythrozyten zu identifizieren, wurde der 

Erythrozyten-Lyse-Puffer mit der Dichtegradienten-Zentrifugation verglichen. Als Trennlösung 

wurden hierzu synthetische Polymere aus Saccharose (Ficoll) eingesetzt (53). Dabei wurden 5 ml 

des Spenderblutes auf 15 ml Ficoll in ein SepMate™ PBMC Isolation tube gegeben. Daraufhin 

wurden 500 Tumorzellen hinzugefügt. Dies wurde bei 1200 g für 10 Minuten mit einer 

Dezeleration von 9 (Bremsverzögerung) zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Serum und die 

Leukozyten in 10 ml Falconröhrchen abgeschüttet. Die Falconröhrchen wurden mit PBS bis 14 ml 

aufgefüllt und mehrfach invertiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 1200 g für 10 Minuten wurde 

der Überstand in je ein weiteres Falconröhrchen pipettiert und das Zellpellet in 10 ml PBS 

resuspendiert. Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 1200 g für 10 Minuten. Zuletzt 

wurde der Überstand aller Falconröhrchen abgenommen und die Zellpellets in 600 µl PF10 

resuspendiert und in Protein LoBind tubes transferiert.  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/5400110#/5400110
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2.2.3 Ablösen der magnetischen Beads von den isolierten CTCs 
In einem alternativen Verfahren wurde das Probenmaterial statt auf 3-well-slides in Eppendorf 

Protein LoBind tubes transferiert. Der Vorteil des alternativen Verfahrens ist, dass die CTCs in den 

tubes für weitergehende Untersuchungen zur Verfügung stehen. 

Nach Zentrifugation der Probe bei 1300 RPM (317 g) für 8 Minuten wurde der Überstand 

verworfen und 100 µl Trypsin hinzugegeben. Im Rahmen der Methodenoptimierung wurden zwei 

verschiedene Inkubationszeiten (5 und 15 Min) bei 37 °C unter Zugabe von Trypsin getestet, um 

die beads von den Tumorzellen zu lösen. Die Inkubation mit Trypsin erfolgte in dem Hybaid 

Shake´n´Stack Hybridisierungsofen. Daraufhin wurden die Proben auf einen Handmagneten 

gestellt und der Überstand mit den Tumorzellen auf ein 3-well-slide pipettiert. Die 3-well-slides 

wurden zuvor mit 50 µl FCS behandelt. In einem zweiten Waschschritt mit 100 µl PBS wurden 

eventuell verbliebene Tumorzellen aufgenommen und auf dasselbe well gegeben. Um die Effizienz 

der Trypsin-Ablösung zu beurteilen, wurden die abgelösten beads ebenfalls auf ein 3-well-slide 

pipettiert. Nach der Etablierung einer geeigneten Färbemethode wurden die Tumorzellen, an denen 

keine beads mehr hafteten, auf Sievewell Multiwell slides übertragen. 

2.2.4 Färbung in Sievewell Multiwell slides 
Die isolierten Tumorzellen wurden in Sievewell Multiwell slides (54) gefärbt. Zwecks Vorbereitung 

der Sievewell Multiwell slides wurden die Filtermembranen initial 30 Sekunden mit Ethanol 

inkubiert und danach dreimal mit je 2 ml PBS gewaschen. Vor der Probenzugabe wurden die slides 

für mindestens 30 Minuten mit 1 ml 0,1% Bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS inkubiert. BSA 

wurde eingesetzt, um die unspezifische Bindung von Antikörpern und Zellen an die Sievewell 

Multiwell slides zu verhindern (55). Nach Abnahme von 200 µl BSA in PBS, wurden 200 µl der 

Zellprobe hinzugegeben. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Tumorzellen innerhalb von 60 

Minuten angefärbt. Mit spezifischen anti-humanen Antikörpern erfolgten der Nachweis von CK 

(CK ALL: Pancytokeratin Antikörper Cocktail (CK1, CK3, CK4, CK5, CK6, CK8, CK10, CK13, 

CK14, CK15, CK16, CK18, CK19; Mausklone C11/AE1/AE3), AcZon SRL, Italien; Farbstoff: 

TRITC), der Ausschluss von CD45 (CD45 (35-Z6) Alexa Flour 647, Santa Cruz Biotechnology, 

TX, USA; Farbstoff: Cy5) sowie die Färbung der DNA des Zellkerns mittels DAPI. Nach erneutem 

Waschen konnten die slides am CellCelector (Waltham, MA, USA) ausgewertet werden. Mittels 

manueller Auswahl und Steuerung konnten die CTCs detektiert und als Einzelzellen isoliert 

werden. 

2.2.5 Isolation von Einzelzellen mit dem CellCelector 
Mithilfe des automatischen Zell-Imaging- und Pickingsystems CellCelector (s. Abb. 4) erfolgte die 

Isolation der Patienten-CTCs. Der CellCelector besteht aus einem inversen Mikroskop mit Kamera, 

einem Roboter-Arm zur Mikromanipulation, einer Glaskapillare zur Aspiration von Zellen und 
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einem Ablagesystem (56,57). Die Probe in den Sievewell Multiwell slides wurde bei 40facher 

Vergrößerung (Olympus CKX 41; Kamerasystem: CCD-Kamera XM10-IR, ALS CellCelector-

Software 3.0) in folgenden Fluoreszenzkanälen gescannt: Cy5 (CD45), DAPI (Nukleus) und 

TRITC (Zytokeratin). Nach dem Scannen wurde eine Liste mit folgenden Merkmalen erstellt: 

CD45-Negativität, DAPI-Positivität und CK-Positivität. Diese Ergebnisse wurden manuell 

ausgewertet und potenzielle CTCs für den Isolationsvorgang markiert. Nach vorheriger Aufnahme 

von 9 μl PBS-Puffer in die Glaskapillare erfolgte die anschließende Aspiration der CTC in einem 

Volumen von 20-100 nl. Die isolierte Tumorzelle wurde in ein 100µl-PCR-Röhrchen überführt. 

9 μl PBS spülten die Zelle in das Zielgefäß. Die Probe mit der abgelegten Einzelzelle wurde für 5 

min bei 370 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, daraufhin wurde der Überstand bis auf 1 μl 

abgenommen und die Probe anschließend bei -80 °C für spätere molekulare Analysen wie z.B. eine 

WGA eingefroren. 

  

Abb. 4: CellCelector  

Der CellCelector besteht aus zwei Komponenten: dem automatischen Mikromanipulator (A-D) und dem 
optischen System (E, F). Auf der Basiseinheit des CellCelectors (A) liegt das sogenannte Decktray (B). Das 
Decktray kann 96-PCR-Tubes aufnehmen (H) und enthält Positionen für Glasobjektträger und eine 
n-Wellplatte. Die Glaskapillare (C) zur Aufnahme von Zellen wird über einen Roboterarm (D) gesteuert. Das 
optische System setzt sich zusammen aus dem Olympus-Mikroskop (F), der monochromen CCD Kamera (E) 
und dem Kreuztisch, auf dem sich die Probe befindet. Unter G ist exemplarisch eine isolierte Einzelzelle 
gezeigt. (Nach Neumann et al., 2016 (23) und Lampignano et al., 2017 (58)) 

2.2.6 Färbung und Ablösen der magnetischen beads im KingFisher Instrument 
Im Rahmen der Etablierung eines optimierten Verfahrens wurde getestet, inwieweit es möglich ist, 

die Tumorzellen im KingFisher Instrument zu färben. Die Probe wurde in well A der Deepwell-

Platte gegeben. In well B befand sich 600 µl PF10-Lösung. Die Zellen wurden für 15 Minuten in 

well C in 600 µl Formalin fixiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen für 60 Minuten in well E 

im oben genannten Antikörper/Farbstoff-Mix gefärbt. Auf ein erneutes Waschen folgte die 
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Übertragung der Probe auf 3-well-slides. Nach der beschriebenen Färbung im KingFisher 

Instrument war keine verwertbare Analyse der Zellen möglich, da die beads zu einer starken 

Hintergrundfluoreszenz geführt haben (s. Abb. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Folglich wurde getestet, ob die beads im KingFisher Instrument von den Zellen abgelöst werden 

können. Dabei wurde die Probe in well A, der Waschpuffer in well B und 200 µl Trypsin in well C 

gegeben. Final wurde das Trypsin mit den bead-freien Zellen zur weiteren Auswertung mit 50 µl 

FCS auf 3-well-slides gegeben. Es wurden verschiedene Eintauchgeschwindigkeiten und –tiefen 

der Spitzen des KingFisher Instruments [tips] in die wells zum Mixen der Probe getestet. Die tips 

des KingFisher Instruments sind Einweg-Kunststoff-Spitzen, welche den Magneten umhüllen. Die 

Geschwindigkeit im KingFisher Instrument nimmt zu in den Stufen „slow“, „medium“ und „fast“. 

Bei diesen Geschwindigkeiten fahren die Spitzen des KingFishers durch die gesamte Probe. Bei der 

Einstellung „bottom mix“ mischen die tips des KingFishers die Probe nur am Boden des wells mit 

derselben Geschwindigkeit wie bei der „fast“-Einstellung. In diesem Versuch wurden drei dieser 

Geschwindigkeiten und Eintauchtiefen getestet: medium, fast und bottom mix. Im Weiteren wurde 

die fast-Einstellung verwendet. Zur Optimierung dieses bead-release Protokolls wurde das Trypsin 

in well A gegeben, da dieses beheizbar ist und bei 37 C eine entsprechend höhere Aktivität des 

Abb. 5: Färbung im KingFisher Instrument 

a = CTG-gefärbte CTCs mit beads im FITC-Kanal (957ms Belichtung) 

b = CK-gefärbte CTCs mit beads im TRITC-Kanal (1000ms Belichtung) 

CK = Zytokeratin, CTG = Celltracker Green, FITC = Fluoresceinisothiocyanat , TRITC = 
Tetramethylrhodamine; weißer Balken = 50µm 

Die Abbildungen zeigen eine Probe mit Tumorzellen nach Färbung im KingFisher 
Instrument im FITC-Kanal (a) und im TRITC-Kanal (b). Die beads führten zu einer starken 
Hintergrundfluoreszenz im TRITC-Kanal (b), sodass eine Abgrenzung der Tumorzellen 
schwerfällt. 

Die Bilder wurden mit dem Axioplan 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen. 

a b 
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Trypsins zu erwarten ist (59). Um das Anheften von verklumpten beads an den tips zu verhindern, 

wurden die tips des KingFishers Instrument in PF10- oder FCS-Lösungen vorinkubiert. 

Da sich das Protokoll für einen manuellen bead-release als effektiver darstellte, wurde 

anschließend mit diesem weitergearbeitet. Nach der Färbung im KingFisher Instrument wurden die 

beads nach dem unter 2.2.2 beschriebenen Verfahren abgelöst.  

2.2.7 Reduktion der störenden Leukozyten 
Nach dem ersten Durchlauf mit spike-in Zellen stellte sich ein starker Hintergrund, bestehend aus 

mononukleären Blutzellen, dar. Daher wurden verschiedene Verfahren zur Reduktion der 

Leukozytenzahl untersucht. Es wurde der Einfluss mehrerer Waschschritte auf die Wiederfindungs-

rate der Tumorzellen und die Leukozytenzahl-Reduktion untersucht.  

Im Rahmen der weiteren Optimierung wurde die optimale Konzentration von rVAR2 ermittelt mit 

dem Ziel einer Reduktion der störenden Leukozyten bei gleichbleibend hoher Wiederfindungsrate. 

Dazu wurden verschiedene rVAR2-Konzentrationen, 25 nmol, 50 nmol, 100 nmol und 200 nmol 

miteinander verglichen (s. 2.2.1).  

2.2.8 Erstellung von cytospins zum Nachweis von Leukozyten 
Zum Nachweis von Leukozyten bzw. der Reduktion dieser wurden cytospins der Überstände aus 

den Waschschritten im KingFisher Instrument sowie der finalen Proben erstellt. Hierzu wurde ein 

Tropfen NucBlue pro 500 µl auf den Objektträger gegeben und der Waschpuffer hinzugefügt. Nach 

einer Inkubation von 20 Minuten wurden die Objektträger bei 800 g für 4 Minuten zentrifugiert, 

danach wurde der Überstand abgenommen und die Objektträger erneut bei 600 g für eine Minute 

zentrifugiert. Nach Entnahme des Überstands wurde die Probe mit einem Fettstift umrandet und 

mit einem Tropfen Mounting Medium eingedeckelt. So stand sie für weitere Analysen unter dem 

CellCelector zur Verfügung.  

2.2.9 Färbung im CellSearch Instrument 
Zur Färbung von Tumorzellen mit rVAR2 im CellSearch Instrument (s. Abb. 6) wurde 

SpyCatcher-PE verwendet. Es wurde 7,5 ml Blut mit 300 MCF-7 Zellen versetzt und in ein 

CellSearch tube überführt. Dieses wurde mit 6,5 ml CXC Puffer aufgefüllt und bei 800 g für 13 

Minuten zentrifugiert. Nach einer einstündigen Inkubation wurde der Komplex aus rVAR2 und 

SpyCatcher-PE mit PBS auf 450 µl Gesamtvolumen aufgefüllt und in das CellSearch Instrument 

gestellt. Nach Hinzugabe der Probe wurde das CXC-Protokoll im CellSearch Instrument 

ausgeführt. Es wurden die Konzentrationen 33 nmol und 100 nmol rVAR2 und SpyCatcher-PE und 

die Belichtungszeiten des PE-Kanals von 10 ms, 30 ms, 100 ms und 500 ms getestet. 

a b 
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Abb. 6: CellSearch bestehend aus dem CellSearch Autoprep System und CellTracks Analyzer II 

Das CellSearch-Instrument besteht aus dem CellSearch Autoprep System (A) zur Anreicherung und Färbung 
der CTCs und dem CellTracks Analyzer II (B) zur Detektion dieser. (https://www.cellsearchctc.com/product-
systems-overview/cellsearch-system-overview) (24)  

2.2.10 Whole Genome Amplification und Next Generation Sequencing
Zum Nachweis tumorspezifischer Mutationen in mittels rVAR2 isolierten CTCs wurde die gesamte 

DNA einzelner isolierter CTCs aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen mittels Ampli1 

WGA Kit (Menarini, Bologna, Italien) (60) amplifiziert. Hierbei wurden die Zellen lysiert und die 

DNA mit dem Restriktionsenzym Mse-I fragmentiert. An die einzelnen DNA-Fragmente wurden 

Adaptoren gebunden, über die mit spezifischen PCR-Primern die Fragmente linear amplifiziert 

werden konnten. Die Integrität der DNA wurde mittels Ampli 1 QC Kit (Menarini) ermittelt. Zur 

Bestimmung krebsspezifischer Mutationen der CTCs wurde das von Franken et al. etablierte 

Multiplex PCR-basierte next generation sequencing-Panel verwendet (61). Dabei wurden Hotspot-

Regionen für Mutationen, u.a. in den Genen PIK3CA und ERBB2, mit genspezifischen Primern (s. 

Tabelle 1) amplifiziert und mit einem Barcode versehen. Die anschließende Sequenzierung wurde 

auf einem MiSeq System (Illumina, San Diego, CA, USA) durchgeführt (61). Als Negativkontrolle 

für die PCR wurde eine zellfreie Lösung verwendet, als Negativkontrolle für die Mutationsanalyse 

wurden Leukozyten genutzt. Als Positivkontrolle wurden für die PIK3CA-Position H1047 T47-D 

Zellen genutzt. Die Tumorzellen aus den Patientenproben wurden parallel mittels rVAR2 oder im 

CellSearch System isoliert, daher kann das Mutationsspektrum der unterschiedlich angereicherten 

CTCs direkt miteinander verglichen werden.  

A

B

https://www.cellsearchctc.com/product-systems-overview/cellsearch-system-overview
https://www.cellsearchctc.com/product-systems-overview/cellsearch-system-overview
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Tabelle 1: Genspezifische Primer (61) 

 Forward Primer Reverse Primer 

PIK3CA 

Exon 5 

5´AAGACTCGGCAGCATCTCCAG

CATTTCCACAGCTACACCA 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGT

TCTCCTAACCATCTGA 3´ 

PIK3CA 

Exon 10 

5´AAGACTCGGCAGCATCTCCAG

GGAAAATGACAAAGAACAG 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAATTT 

TAGCACTTACCTGTGAC 3´ 

PIK3CA 

Exon 21 

5´AAGACTCGGCAGCATCTCCAT

TGATGACATTGCATACATTCG 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTGGA

AGATCCAATCCATTT 3´ 

ERBB2 

Exon 8 

5´AAGACTCGGCAGCATCTCCAG

GCTACATGTTCCTGATCTCC 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGTC

TGAGGAAGGATAGGA 3´ 

ERBB2 

Exon 18 

5´AGACTCGGCAGCATCTCCAA 

AGTACACGATGCGGAGACT 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAACCTT

CACCTTCCTCAGCTC 3´ 

ERBB2 

Exon 19 

5´AAGACTCGGCAGCATCTCCAA

TCCTCCTCTTTCTGCCCAG 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGTCT

AGGTTTGCGGGAGTC 3´ 

ERBB2 

Exon 20 

5´AAGACTCGGCAGCATCTCCAT

GGTTTGTGATGGTTGGGAG 3´ 

5´GCGATCGTCACTGTTCTCCAGACAT

GGTCTAAGAGGCAGC 3´ 

Legende: ERBB2 = Erb-B2 Rezeptor Tyrosin Kinase 2; PIK3CA= Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-
Kinase katalytische Untereinheit alpha  
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2.2.11 Statistik 
Die in dieser Arbeit dargestellten Grafen und Abbildungen wurden mittels PRISM 5 (GraphPad, 

San Diego, CA, USA) erstellt. Bei Experimenten mit n = 2 Durchläufen werden die Ergebnisse in 

Form von Mittelwert mit Standardfehler (Mean with SEM) dargestellt. Experimente mit n > 2 

Durchläufen werden hier mit Mittelwert und Standardabweichung aufgeführt.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Vergleich verschiedener rVAR2 Chargen 
Zunächst wurden verschiedene Chargen des rVAR2 Proteins verglichen. Die vorliegende Arbeit 

zeigt auf, dass mit der Charge (MP3643) rVAR2 äquivalente Ergebnisse wie mit der zuvor 

eingesetzten Charge (MP3352) erreicht werden (s. Abb. 7). Unter Einsatz der Zelllinie A549 

wurden mit beiden rVAR2-Chargen Wiederfindungsraten von ca. 79 % erzielt. Folglich sind die 

nachfolgenden Versuchsergebnisse mit den rVAR2-Chargen MP3352 und MP3643 vergleichbar. 

 

Abb. 7: Vergleich VAR2CSA Chargen (n = 1, je 2 Replikate) 
 

VAR2CSA= variant surface antigen 2 chondroitin sulfate A 
 

3.2 Optimierung des Verfahrens 
Um die Wiederfindungsrate deutlich zu erhöhen, wurde das oben beschriebene indirekte Verfahren 

(s. 2.2.1) verwendet – mit der Änderung, dass die Tumorzellen nach der Färbung mit CellTracker 

Green für 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert wurden. Dabei wurde zuerst das 

Spenderblut lysiert und mit CellTracker Green gefärbte Tumorzellen eingespikt. Nach Zugabe des 

rVAR2-SpyCatcher-Komplexes und mehreren Waschschritten wurden die magnetischen beads 

hinzugefügt, sodass die Probe in den KingFisher transferiert werden konnte. Dieser isoliert die 

Zellen, an welche eine ausreichende Zahl von magnetischen beads über das rVAR2-Protein 

gebunden ist. Für die folgenden Versuche wurden zwei verschiedene Mammakarzinomzelllinien 

verwendet (MDA-MB-231, Sk-Br-3). Allerdings wurden mit dieser Vorgehensweise weniger 

Zellen detektiert als ohne Inkubation (s. Abb. 8). Die Differenz zwischen den Wiederfindungsraten 

mit und ohne Inkubation nach Färbung lag bei den MDA-MB-231 Zellen bei ca. 30 % und bei den 

Sk-Br-3 Zellen bei ca. 10 %. 
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Abb. 8: Wiederfindungsrate mit und ohne zusätzliche Inkubation nach CellTracker Green (CTG) 
Färbung (n = 2) 

 

3.3 spike-in vor Erythrozyten-Lyse 
Um eine Patientenprobe zu simulieren und die Auswirkungen der Erythrozyten-Lyse auf die 

Tumorzellen zu bestimmen, wurde das Experiment mit dem Unterschied zu 2.2.1 durchgeführt, 

dass die Tumorzellen vor der Erythrozyten-Lyse zum Blut hinzugegeben wurden. Die 

Erythrozyten-Lyse zeigte keinen Effekt auf die rVAR2-basierte Wiederfindungsrate (s. Abb. 9). 

Als Vergleich wurde die Zelllinie Colo 205 verwendet, die rVAR2 stark bindet (32,45). Die 

Wiederfindungsraten lagen bei Colo 205 Zellen im Durchschnitt bei 91,2 % (vor Erythrozyten-

Lyse: 92,4 %, nach Erythrozyten-Lyse: 89,9 %), bei MDA-MB-231 Zellen bei ca. 81,1 % (vor 

Erythrozyten-Lyse: 82,1 %, nach Erythrozyten-Lyse: 80,2 %) und bei Sk-Br-3 Zellen bei ca. 

53,4 % (vor Erythrozyten-Lyse: 55,1 %, nach Erythrozyten-Lyse 51,7 %).  

 

Abb. 9: Vergleich der Wiederfindungsraten bei spike-in vor bzw. nach Erythrozyten-Lyse (n = 2) 
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3.4 spike-in vor Erythrozyten-Lyse im Vergleich zur Dichtegradienten-Zentrifugation  
Um zu bestimmen welches Verfahren am besten zur Entfernung von Erythrozyten geeignet ist, 

wurde das Experiment mit dem Unterschied zu 2.2.1 durchgeführt, dass die Tumorzellen vor der 

Erythrozyten-Lyse dem Blut hinzugegeben wurden. Parallel dazu wurden Tumorzellen in Blut in 

ein SepMate™ PBMC Isolation tube gegeben und dies mittels Ficoll aufgearbeitet (s. 2.2.2). In 

diesem Ansatz wurde die Zelllinie A549 verwendet. Die Wiederfindungsrate lag nach 

Erythrozyten-Lyse bei ca. 79,0 % und nach Dichtegradienten-Zentrifugation bei ca. 36,3 % (s. 

Abb. 10). Zwei von sechs Proben zeigten am Ende des Ficoll-Experiments Verklumpungen, die 

Wiederfindungsrate der verklumpten Proben lag bei < 1 %. Nach Ausschluss der verklumpten 

Proben lag die durchschnittliche Wiederfindungsrate nach Dichtegradienten-Zentrifugation bei 

54,0 %. 

 

Abb. 10: Vergleich verschiedener Erythrozyten-Entfernungen (n = 3) 
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3.5 Detektion und Isolation von Tumorzellen verschiedener Zelllinien in Blutproben 
Um die Wiederfindungsraten verschiedener Krebszelllinien zu bestimmen, wurde das oben 

beschriebene Protokoll (s. 2.2.1) durchgeführt. Dabei ließen sich die in Abb. 11 dargestellten 

Wiederfindungsraten ermitteln.  

 

Abb. 11: Zelllinien-Vergleich (n = 2) 

HER2 = human epidermal growth factor 2 

Die Wiederfindungsrate der triple-negativen Zelllinien variierte zwischen 65 % und 80 %. Die 

Wiederfindungsrate von MDA-MB-231 Zellen lag bei ca. 80,3 %, die von MDA-MB-436 Zellen 

bei 77,2 % und die von MDA-MB-468 Zellen bei 65,6 %. Die Wiederfindungsrate der HER2-

amplifizierten Zelllinie Sk-Br-3 lag bei 51,7 %. Die luminalen Zelllinien MCF-7 und ZR-75-1 

wiesen eine Wiederfindungsrate von 48,8 % und 44,4 % auf. Die Wiederfindungsrate von SUM44 

lag bei 18,2 %. 

Triple-negative Mammakarzinomzelllinien wurden grundsätzlich erfolgreicher detektiert als 

luminale Zelllinien. 

3.6 Ablösen magnetischer beads von den isolierten zirkulierenden Tumorzellen 
Bei der Ablösung der beads mittels Trypsin wurden Inkubationszeiten von 5 und 15 Minuten 

getestet (s. 2.2.3). Hierbei wurde die Zelllinie A549 verwendet. Im direkten Vergleich konnten 

nach 15 Minuten Inkubation mehr beads von den Zellen gelöst werden (s. Abb. 12). Nach 5 

Minuten wurden 57,2 % der Zellen wiedergefunden, davon waren 96,5 % bead-frei und 3,5 % noch 

an beads gebunden. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten wurden 63,7 % der Zellen 

wiedergefunden, von diesen waren 97,3 % bead-frei und 2,7 % noch an beads gebunden. Folglich 

wurde fortan mit einer Trypsin-Inkubationszeit von 15 Minuten weitergearbeitet. 
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Abb. 12: Ablösen der beads mit Trypsin (n = 2) 

3.7 Reduktion der störenden Leukozyten 
Bei der Färbung in den Sievewell Multiwell slides stellte sich ein störendes Hintergrundsignal dar, 

verursacht von mitisolierten Leukozyten. Zur Reduktion der Leukozytenzahl wurden mehrere 

Waschschritte im KingFisher Instrument durchgeführt. Die Waschschritte hatten keinen Einfluss 

auf die Wiederfindungsrate der Tumorzellen (s. Abb. 13). Die Experimente wurden mit der 

Zelllinie A549 durchgeführt und die Wiederfindungsrate lag bei allen drei getesteten Ansätzen im 

Bereich von 80,0 %. In cytospins aller Waschpuffer wurden Leukozyten nachgewiesen und das 

Verfahren wurde fortan um zwei zusätzliche Waschschritte ergänzt. Mehrfaches Waschen führte zu 

einer Senkung der Leukozytenzahl, welche jedoch als nicht ausreichend erachtet wurde. 

 

Abb. 13: Wiederfindungsraten bei unterschiedlicher Menge an Waschschritten (n = 2) 
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Mit dem Ziel die Leukozytenzahl noch weiter zu senken, wurde eine Reduktion der rVAR2-

Konzentration getestet. Bei rVAR2-Konzentrationen zwischen 50 nmol und 200 nmol blieb die 

Wiederfindungsrate der Tumorzellen konstant (s. Abb. 14). Die Experimente wurden mit der 

Zelllinie A549 durchgeführt. Die Wiederfindungsrate lag bei einer Konzentration von 25 nmol bei 

40,0 %, bei 50 nmol bei 77,4 %, bei 100 nmol bei 77,7 % und bei 200 nmol bei 80,0 %. Zusätzlich 

konnte mittels cytospins (s. Abb. 15) nachgewiesen werden, dass mit niedrigeren rVAR2 

Konzentrationen auch die Leukozytenzahl im Hintergrund abnimmt. 

 

Abb. 14: rVAR2-Konzentrationen Vergleich (n = 2) 

nmol = nanomol; rVAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2 
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50 nmol Probe 1 50 nmol Probe 2 

100 nmol Probe 1 100 nmol Probe 2 

200 nmol Probe 1 200 nmol Probe 2 
Abb. 15: Beispielhafte cytospins von Proben mit verschiedenen rVAR2 Konzentrationen 

Belichtungszeit: DAPI: 200 ms (x2 Verstärkungsfaktor), 10x Vergrößerung;  
nmol= nanomol; rVAR2= recombinant Variant Surface antigen 2 

Mit niedrigeren rVAR2 Konzentrationen ist eine Abnahme der Leukozytenzahl im Hintergrund verbunden. 
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3.8 Wiederfindungsraten in Abhängigkeit der eingesetzten Anzahl an Tumorzellen 
Um nachzuweisen, dass mit dem etablierten Verfahren auch geringere Tumorzellzahlen als 500 

Zellen pro 600 µl Probenmaterial isoliert werden können, wurden spike-in Experimente mit den 

folgenden Zellzahlen durchgeführt: 5, 10, 50, 100 und 500 pro 600 µl. Die entsprechende Anzahl 

an Tumorzellen wurden mithilfe des MoFlo XDP Durchflusszytometers (Beckman-Coulter, Brea, 

CA, USA) in die Proben hineingegeben. Auch geringere Konzentrationen an Tumorzellen konnten 

isoliert werden (s. Abb. 16). Bei einer Tumorzellzahl von 5 pro 600 µl lag die Wiederfindungsrate 

bei 100 %, bei 10 Zellen bei 90%, bei 50 Zellen bei 81 %, bei 100 Zellen bei 80 % und bei 500 

Zellen bei 78 %. Es wurde gezeigt, dass mit abnehmender Anzahl an spike-in-Zellen die 

Wiederfindungsrate ansteigt. 

 

Abb. 16: Vergleich der Wiederfindungsraten bei verschiedenen Tumorzellmengen (n = 1, je 2 
Replikate) 

3.9 Färbung und Ablösen der beads im KingFisher Instrument 
Mit dem Ziel ein robustes Verfahren zu etablieren, wurde getestet, ob es möglich ist, die 

Tumorzellen im KingFisher Instrument zu färben und die beads dort zu lösen (s. 2.2.6). Bei der 

Färbung im KingFisher Instrument gingen ca. 10 % der Tumorzellen verloren (s. Abb. 17). Das 

Ablösen der beads unter den bei 2.2.6 genannten Gegebenheiten im KingFisher Instrument führte 

zu folgenden Ergebnissen (s. Abb. 18): Bei der Einstellung „medium“ am KingFisher Instrument 

waren 4,2 % der Zellen ohne beads und 35,2 % der Zellen mit gebundenen beads. Bei der 

Einstellung „fast“ waren 18,6 % bead-freie Zellen und 28,9 % Zellen gebunden an beads. Bei der 

Einstellung „bottom mix“ waren 20,5 % der Zellen bead-frei und 20,2 % noch an beads gebunden.  

Wiederholt wurde dabei die Beobachtung gemacht, dass beads nach dem Ablösen mit Trypsin an 

den tips des KingFishers Instrument verblieben. Aus diesem Grund wurden im Rahmen der 

Optimierung des Verfahrens die tips mit FCS bzw. PF10 vorinkubiert (s. Abb. 19). Dabei lagen bei 

der Inkubation der tips mit FCS 11 % der Zellen bead-frei und 31 % der Zellen noch an beads 

gebunden vor. Bei der Inkubation mit PF10 waren 10 % ohne beads und 26 % mit gebundenen 
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beads. Im Versuchsdurchlauf ohne Inkubation der tips lagen 8 % der Zellen frei von beads und 

21 % der Zellen mit gebundenen beads vor. 

Dieser Versuch zeigt, dass durch die Färbung der Probe im KingFisher Instrument ca. 10% der 

Zellen verloren gehen. Im Anschluss an die Färbung ließen sich die beads nur eingeschränkt von 

den Zellen lösen und auch eine Vorinkubation der tips mit PF10- und FCS-Lösung ergab keine 

Besserung (s. 4.2). 

 

Abb. 17: Wiederfindungsrate bei Färbung für CK, DAPI und CD45 im KingFisher Instrument (n = 1, 
je 2 Replikate)  

 

 

Abb. 18: bead Ablösen im KingFisher Instrument (n = 1, je 2 Replikate) 
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Abb. 19: optimiertes bead Ablösen im KingFisher Instrument (n = 1, je 2 Replikate) 

FCS = fetal calf serum; PF10= protein –free blocking buffer 10% in phosphathaltiger Pufferlösung (PBS) 
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3.10 spike-in Experimente in DLA-Produkten 
Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate von Tumorzellen in Produkten der diagnostischen 

Leukapherese (DLA) wurden MDA-MB-231 Zellen in DLA-Produkte pipettiert. Dabei wurde die 

Wiederfindungsrate stark von der Leukozytenkonzentration der DLA-Produkte beeinflusst (s. Abb. 

20). Durchschnittlich lag die Wiederfindungsrate von MDA-MB-231 Zellen im Blut bei 79,2 %, 

bei einer Leukozyten Konzentration von 30x106 bei 78,8 %, von 50x106 bei 53,2 %, von 100x106 

bei 42,8 % und von 200x106 bei 15,4 %.  

 

Abb. 20: spike-in Versuch in DLA (n = 3) 

DLA = Diagnostische Leukapherese; WBC = white blood cell 

Nach der Abnahme wurden DLA-Produkte zur späteren Analyse bei -80 °C eingefroren. Zur 

Bestimmung der Wiederfindungsrate von Tumorzellen wurden MDA-MB-231 Zellen in frisch 

gewonnene DLA-Produkte hinzugegeben und die so präparierten DLA-Produkte tiefgefroren. Dies 

wurde einmalig durchgeführt, um den Einfluss des Einfrierens auf die Wiederfindungsrate der 

Tumorzellen zu bestimmen. Dabei lag die Wiederfindungsrate bei einer Leukozyten Konzentration 

von 30x106 bei 18,6 %, von 50x106 bei 12,4 % und von 100x106 bei 2,4 %. Die Ergebnisse zeigten 

eine deutliche Abnahme der Wiederfindungsrate mit zunehmender Leukozyten Konzentration.  
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3.11 Detektierte CTCs aus Patientenproben und zugehörige klinische Daten 
Nach Etablierung eines geeigneten Protokolls für die Verarbeitung von Patientenproben konnten 

CTCs von Patientinnen isoliert werden. Folgende Tabelle gibt dies wieder: 

Tabelle 2: Patientenproben und detektierte zirkulierende Tumorzellen (CTCs) 

Patienten-ID detektierte CTCs

Patient 1 8

Patient 2 0

Patient 3

verarbeitet mit 200nmol rVAR2 

verarbeitet mit 100nmol rVAR2

12

15

Patient 4 7

Patient 5 4

Patient 6 0

Legende: nmol: nanomol; rVAR2: recombinant Variant surface antigen 2  

CK DAPI CD45

Abb. 21: CTCs aus einer Patientenprobe (Patient 4)

Belichtungszeiten: CK TRITC: 200 ms (x8 Verstärkungsfaktor), DAPI: 
50 ms (x8 Verstärkungsfaktor), CD45 Cy5: 500 ms (x8 
Verstärkungsfaktor), Weißer Balken = 50 µm
CD45= Cluster of differentiation 45; CK= Zytokeratin; Cy5 = Cyanin 5; 
DAPI= 4′,6-Diamidin-2-phenylindol; TRITC: Tetramethylrhodamine
Die Bilder wurden bei 40x Vergrößerung im CellCelector aufgenommen.



 
 

32 
 

Tabelle 3: Information zu den Augusta Patientinnen (Teil 1) 

Proben-
ID 

Alter bei 
Blutentnahme 

Blutgruppe Histologie Subtyp Grading 

Patient 1 54 A Rh - NST luminal 2 
Patient 2 65 A Rh + invasiv 

lobulär 
luminal 2 

Patient 3 68 A Rh - NST TNBC 3 
Patient 4 72 B Rh + NST luminal 2 
Patient 5 37 n.d. NST TNBC 3 
Patient 6 55 A Rh - NST luminal 2 
Legende: n.d. = not defined, NST = Invasives Karzinom ohne speziellen Typ, Rh = Rhesus, TNBC = triple-
negative breast cancer 

Tabelle 4: Information zu den Augusta Patientinnen (Teil 2) 

Proben-
ID 

Tumor 
Größe, T 

Nodal Status bei 
Erstdiagnose, N 

M Status im Verlauf der 
Erkrankung, Metastasen 

Patient 1 T2 N2 M1 
(ossär/lymphogen/hepatisch) 

Patient 2 cT4c cN+ M1  
(ossär/lymphogen) 

Patient 3 pT2m pN0 M1 
(pulmonal/hepatisch) 

Patient 4 T2 N2 M1 
(ossär/Knochenmark) 

Patient 5 pT2 pN0 M1  
(pulmonal) 

Patient 6 cT4d cN0 M1  
(ossär/lymphogen) 

Legende: c = klinisches Stadium, p = pathologisches Stadium, m = Multiple Tumore der gleichen Region, T2 
= 2-5cm, T4c = Befall der Brustwand und Haut, T4d = entzündliches Karzinom 
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3.12 Whole Genome Amplification und Next Generation Sequencing 
In den mit Hilfe von rVAR2 isolierten CTCs aus den Patientenproben 3 und 4 wurden 

exemplarisch krebsspezifische Mutationen mittels WGA und Multiplex PCR-basierter 

Sequenzierung bestimmt (s. 2.2.10).  

Tabelle 5: Ergebnisse der WGA und Multiplex PCR-basierten Sequenzierung (NGS) 

Proben ID Anreicherung Cell ID PIK3CA ERBB2 

   H1047L H1047R S310F 
Zellfreie 

Negativkontrolle           

WBCs           

T
47

-D
 

C
el

lS
ea

rc
h 1   21%   

2   24%   

3   100%   

Pa
tie

nt
en

pr
ob

e 
3 C
el

lS
ea

rc
h 

1   51%   

2   51%   

3   52% 40% 

4   34% 32% 

5   49% 36% 

6   51% 35% 

7   50%   

rV
A

R
2 1   37% 31% 

2   55%   

Pa
tie

nt
en

pr
ob

e 
4 C

el
lS

ea
rc

h 

1 48%     

2 52%     

3 35%     

4 61%     

5       

rV
A

R
2 1       

2 36%     

3 69%     
Legende:  
farbige Felder = Die Prozentzahlen geben die Frequenz des mutanten Allels an; weiße Felder = kein mutantes 
Allel nachgewiesen (Wert unter Cut-off von 12,5%); graue Felder = entsprechende Sequenz des Allels nicht 
vorhanden; T47-D = Positivkontrolle; ERBB2= Erb-B2 Rezeptor Tyrosin Kinase 2; NGS = Next Generation 
Sequencing; PIK3CA = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-Kinase katalytische Untereinheit alpha; 
rVAR2 = recombinant Variant surface antigen 2; WBCs = Leukozyten; WGA = Whole Genome 
Amplification.  

Die zellfreie Negativkontrolle zeigt, dass es nicht zu einer Kontamination mit DNA gekommen ist. 
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In den mit rVAR2 angereicherten CTCs lassen sich die gleichen Mutationen finden wie in den mit 

CellSearch angereicherten CTCs. Die hier analysierten Mutationen in den Sequenzen von PIK3CA 

und ERBB2 sind für das Mammakarzinom typisch (s. Tabelle 5). Der Nachweis identischer 

krebsspezifischer Mutationen in den mit unterschiedlichen Verfahren angereicherten Zellen ist ein 

Beleg dafür, dass es sich bei den mit rVAR2 angereicherten Zellen um CTCs handelt. 
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3.13 Färbung im CellSearch Instrument 
Um auch bei CTCs aus Patientenproben im CellSearch Instrument bestimmen zu können, ob diese 

rVAR2-positiv oder -negativ sind, sollte eine Methode zur Färbung von CTCs im CellSearch 

Instrument entwickelt werden. Dazu wurden MCF-7 Zellen mithilfe des SpyCatcher-PE für rVAR2 

im CellSearch Instrument gefärbt.  

Wird mehr als ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, kann es zu einem Überstrahlen („bleed-

through“) kommen, dabei können Färbungen aus dem CK-DiOC-Farbkanal im PE-Farbkanal 

erfasst werden (62,63). Daher wurden zur Kontrolle MCF-7 Zellen ohne Färbung für rVAR2 im 

CellSearch Instrument aufbereitet (s. Abb. 22). Diese MCF-7 Zellen führten nicht zu einem 

positiven Signal im PE-Farbkanal. So konnte ein Überstrahlen des CK-DiOC Farbkanals auf den 

PE-Farbkanal ausgeschlossen werden und der PE-Farbkanal für den rVAR2-Nachweis genutzt 

werden. Mit den unten dargestellten rVAR2-Färbungen im PE-Farbkanal (s. Abb. 23) wurde der 

Nachweis erbracht, dass der PE-Farbkanal für den rVAR2-Nachweis genutzt werden kann und 

nicht durch ein Überstrahlen aus dem CK-DiOC-Farbkanal beeinflusst wird. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Merge CK DAPI CD45 PE 

 Abb. 22: MCF-7-Zellen im CellSearch ohne Färbung für rVAR2 (n = 1) 

Belichtungszeiten: CK-DiOC = 800 ms, DAPI = 30 ms, CD45-APC = 600 ms, rVAR2-PE = 10 ms 

APC = allophycocyanin; CD45 = Cluster of differentiation 45; CK = Zytokeratin; DAPI = 4′,6-
Diamidin-2-phenylindol; DiOC= dihexyloxacarbocyanine iodide; PE = Phycoerythrin; rVAR2 = 
recombinant Variant surface antigen 2 

Die Aufnahmen wurden mit dem Celltrack Analyzer II gemacht. 
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Das Ziel des Versuches war die Bestimmung einer geeigneten rVAR2 und SpyCatcher-PE 

Konzentration und einer optimalen Belichtung. Die besten Ergebnisse wurden mit einer rVAR2 

und SpyCatcher-PE Konzentration von 33 nmol bei einer Belichtungszeit von 10 ms im PE-

Farbkanal erzielt (s. Abb. 23). Leukozyten konnten eindeutig durch ein positives CD45-Signal und 

fehlende CK-Färbung abgegrenzt werden. 

 

Abb. 23: Färbung von MCF-7 Zellen und eines exemplarischen Leukozyten mit rVAR2 im CellSearch 
Instrument (n = 1) 

Belichtungszeiten: CK-DiOC = 800 ms, DAPI = 30 ms, CD45-APC = 600 ms,  
rVAR2-PE = 10 ms 

APC = allophycocyanin; CD45 = Cluster of differentiation 45; CK = Zytokeratin; DAPI = 4′,6-Diamidin-2-
phenylindol; DiOC= dihexyloxacarbocyanine iodide; PE = Phycoerythrin; rVAR2 = recombinant Variant 
surface antigen 2 

Die Aufnahmen wurden mit dem Celltrack Analyzer II gemacht. 
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4. Diskussion 

4.1 Vorbemerkung 
Die minimal-invasive Gewinnung und Analyse einer Blutprobe stellt einen Fortschritt in der 

Diagnose und Verlaufskontrolle von Krebserkrankungen bei minimaler Belastung der Patientinnen 

durch die Probengewinnung dar. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es möglich ist, mittels 

rVAR2CSA CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom (liquid 

biopsy) zu isolieren und für weitergehende molekulare Analysen zugänglich zu machen.  

Ein Grund für die hohe Letalität des Mammakarzinoms ist die extreme Heterogenität des Tumors 

(2). Aufgrund dessen ist eine molekulare Analyse des Tumors zur Erstellung der bestmöglichen 

Therapie unerlässlich. In dem Kontext „personalisierte Medizin“ könnten in Zukunft besonders 

CTCs eine wichtige Rolle spielen. Sie können sowohl für die Charakterisierung des Tumors und 

der Metastasen, als auch der damit verbundenen Therapie einschließlich der Bestimmung des 

Metastasierungspotenzials genutzt werden (11). 

Der Goldstandard für die Isolation von CTCs ist das CellSearch System. Dieses System beruht auf 

der Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen mittels des Oberflächenproteins EpCAM. Die 

klinische Anwendbarkeit des CellSearch Systems zur Abschätzung der Prognose bei 

Krebspatienten/-innen wurde von der FDA für das metastasierte Prostata-, Mamma- und 

Kolorektalkarzinom zertifiziert. Mittels spezifischer Antikörper und entsprechender 

Fluoreszenzmikroskopie werden die isolierten Zellen als CTCs identifiziert.  

CTCs können eine sehr heterogene Population darstellen mit Variationen im Bereich von 

Oberflächenmarkern und Morphologie, insbesondere der Größe. Aufgrund dessen bedarf es neben 

der CellSearch-Technologie weiterer Verfahren zur Detektion und Isolation zirkulierender 

Tumorzellen. Ein großer Nachteil des aktuellen Goldstandards besteht darin, dass nur EpCAM-

positive CTC-Subpopulationen isoliert werden.  

Der Bedarf an EpCAM-unabhängigen Methoden ist hoch, daher gibt es weitere Verfahren zur 

Detektion von CTCs (64,65). Diese werden in „markierungsabhängige“ und „markierungsfreie“ 

Verfahren unterteilt. Bei der positiven Selektion im Rahmen der markierungsabhängigen Detektion 

von CTCs wird auf Oberflächenmarker zurückgegriffen. Neben dem bereits genannten EpCAM 

wurden auch Methoden etabliert, bei welchen z.B. HER2-spezifische Antikörper (66) zum Einsatz 

kommen. Auch Antikörper-Kombinationen bestehend aus u.a. anti-EGFR, anti-HER2 und anti-

Trop-2 (tumorassoziiertem Kalziumsignalwandler 2) (67) sind zur Detektion von CTCs in 

Gebrauch (68). Neben diesen Verfahren gibt es unter anderen das immunomagnetisch-basierte 

IsoFlux System. Dabei werden Antikörper-konjugierte magnetische beads in Kombination mit 
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Durchflusszytometrie eingesetzt (69). Die negative Selektion setzt auf die Eliminierung von 

Erythrozyten und Leukozyten aus den Blutproben, indem Oberflächenmarker genutzt werden, die 

nur von Blutzellen exprimiert werden, wie z.B. CD2, CD16, CD19, CD38, CD45, CD66b, 

Glycophorin A und je nach Krebstyp CD36 oder CD56 (58,70). Dabei kann es aber auch im 

Rahmen von unspezifischen Bindungen zu einem Verlust von CTCs kommen (70,71). Mit der 

negativen Selektion ist es bisher nicht gelungen, eine reine Tumorzellfraktion darzustellen (56,71). 

Markierungsfreie Verfahren nutzen biologische und physikalische Eigenschaften der CTCs, die 

sich von den Eigenschaften der WBCs unterscheiden. Eine bekannte Methode ist das 

Filtrationssystem von Parsortix. Dieses findet u.a. Anwendung im Rahmen der diagnostischen 

Leukapherese und erlaubt so die Isolation mononukleärer Zellen und CTCs (72). Die Leukapherese 

ist ein geeignetes Verfahren, um hohe Mengen an CTCs anzureichern, sie ermöglicht den 

Vergleich verschiedener CTC-Isolationstechniken (73–75).  

Das von Salanti et al. beschriebene Protein VAR2CSA, welches zunächst auf Malaria-infizierten 

Erythrozyten nachgewiesen wurde, stellt einen möglichen neuen Ansatz zur Isolation von CTCs 

dar. VAR2CSA bindet an Tumorzellen hämatopoetischen, epithelialen und mesenchymalen 

Ursprungs (26). Agerbæk et al. beschrieben erstmalig den Einsatz von rekombinantem VAR2CSA 

zur Isolation von CTCs. Sie haben publiziert, dass rVAR2 zur Isolation von Tumorzellen von u.a. 

Leber-, Pankreas- und Lungen-Karzinomen geeignet ist (27).  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einsatz von rekombinantem VAR2CSA zur 

Isolation von zirkulierenden Tumorzellen aus dem Blut von Patientinnen mit der Diagnose 

metastasiertes Mammakarzinom optimiert und getestet. 
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4.2 Diskussion der Ergebnisse einzelner Untersuchungsaspekte 

Vergleich verschiedener rVAR2 Chargen 
Vorarbeiten der vorliegenden Arbeit wurden mit der rVAR2 Proteincharge MP3352 durchgeführt. 

Da weiterhin an der Optimierung der Herstellung und Aufreinigung des rVAR2-Proteins gearbeitet 

wird, wurden weitere Chargen hergestellt. Die Unterschiede zwischen den Proteinchargen bestehen 

in dem Produktionslauf und der Proteinkonzentration. MP3352 wurde am 22.02.2019 hergestellt 

und hat eine Proteinkonzentration von 1,6 mg/ml. MP3643 wurde am 06.09.2019 hergestellt und 

hat eine Proteinkonzentration von 1,9 mg/ml. Der Unterschied in der Proteinkonzentration wurde in 

dem oben beschriebenen Vergleich (s. 3.3.1) berücksichtigt und es wurde mit entsprechend 

angepassten rVAR2-Konzentrationen gearbeitet. Die funktionelle Äquivalenz der beiden Chargen 

des rVAR2-Proteins MP3352 und MP3643 wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, indem 

vergleichbare Wiederfindungsraten von A549-Zellen unter Verwendung der beiden rVAR2-

Chargen erzielt wurden und somit gleichwertige Ergebnisse darstellen. Reproduzierbare Ergebnisse 

mit verschiedenen Chargen sind eine Grundvoraussetzung für die klinische Anwendbarkeit. 

Optimierung des Verfahrens 
Zur Steigerung der Wiederfindungsrate wurde das unter 2.2.1 beschriebene, optimierte Verfahren 

mit dem Zusatz angewendet, dass die Tumorzellen nach der Färbung mit CellTracker Green für 30 

Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert wurden. Sand et al. (45) beschreiben, dass sie mit 

einer Inkubation von 30 Minuten in Medium der Zellen nach der CellTracker Green Färbung zu 

folgenden Ergebnissen kommen: Die Wiederfindungsrate lag bei der Colo 205 Zelllinie bei 98,6 % 

und bei der A549 Zelllinie bei 98,9 %. Basierend auf den Ergebnissen aus den hier beschriebenen 

Versuchen führt ein vergleichbares Vorgehen nicht zu einer Steigerung der Wiederfindungsrate. 

Vielmehr lässt sich die Aussage treffen, dass eine schnellere Bearbeitung der Proben ohne eine 

Inkubationsphase zu einer höheren Wiederfindungsrate an Tumorzellen führt.  

spike-in vor Erythrozyten-Lyse im Vergleich zur Dichtegradienten-Zentrifugation 
Um den Verlust von Tumorzellen bei der Entfernung der Erythrozyten möglichst gering zu halten, 

wurde der Einsatz von Erythrozyten-Lyse-Puffer mit dem Dichtezentrifugationsverfahren (Ficoll) 

verglichen. Dabei führte der Erythrozyten-Lyse-Puffer zu einer höheren Wiederfindungsrate als das 

Ficoll-Verfahren. Zwei von sechs Proben zeigten am Ende des Ficoll-Experiments 

Verklumpungen. Dies erklärt möglicherweise die geringe Wiederfindungsrate von < 1 %. Die 

Wiederfindungsrate lag im Durchschnitt der drei Dichtezentrifugationsversuche bei 36,3 %, unter 

Berücksichtigung der verklumpten Proben. Nach Ausschluss der verklumpten Proben ergibt sich 

eine durchschnittliche Wiederfindungsrate in dem Ficoll-Verfahren von 54,0 %. Es ist davon 

auszugehen, dass es bei der Verarbeitung von Patientenproben ebenfalls zu Verklumpungen 

kommen kann. Da die durchschnittliche Wiederfindungsrate unter Einsatz des Erythrozyten-Lyse-
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Puffers bei ca. 79,0 % lag, wurden die Versuche mit Patientenproben mit dem Lyse-Puffer 

durchgeführt. Sand et al. arbeiteten bei ihrer Analyse von Blutproben ebenfalls mit einem 

Erythrozyten-Lyse-Puffer (45). Mögliche Gründe für die geringere Wiederfindungsrate bei den 

Ficoll-Experimenten liegen in dem Aufbau des Verfahrens. Es wurde ein Verlust von Zellen durch 

starke Zentrifugationsschritte beschrieben (76). Ficoll ist eine Saccharose-Lösung, daher sind 

unspezifische Interaktionen mit rVAR2 denkbar. Unspezifische Interaktionen von Ficoll mit 

Proteinen wie z.B. BSA sind vorbeschrieben (77).  

Detektion und Isolation von Tumorzellen verschiedener Zelllinien in Blutproben 
Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmalig eine Versuchsanordnung zur Isolierung dissoziierter 

Zellen der Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468, Sk-Br-3, 

MCF-7, ZR-75-1 und SUM44 mittels rVAR2 und die quantitative Bestimmung der entsprechenden 

Wiederfindungsraten (s. 2.1.2). Sand et al. beschreiben in ihren in vitro Experimenten eine 

Wiederfindungsrate von ca. 98,6 % mit der humanen kolorektalen Tumorzellinie Colo 205 und von 

98,9 % bei der Tumorzelllinie A549 eines humanen Lungenadenokarzinoms (45). Dabei wurde 

ebenfalls die indirekte Methode und 200nmol rVAR2 verwendet. Mit dem unter 2.2.1 

beschriebenen Verfahren wurde in den vorliegenden Experimenten mit der Colo 205 Zelllinie eine 

Wiederfindungsrate von 91,2 % und mit der A549 Zelllinie von 79,4 % erzielt. Unterschiede zu der 

in dieser Arbeit verwendeten Methodik bestehen in der Aufarbeitung der Tumorzellen A549 und 

Colo 205 und der Weiterverarbeitung der Probe u.a. Verwendung anderer beads (45). Dies ist eine 

mögliche Erklärung für die Abweichung der Wiederfindungsraten, ebenso wie eventuelle 

Unterschiede in der Expression des rVAR2 bindenden Zielmoleküls. Aufgrund der geringen 

Anzahl der Versuche sind die Abweichungen statistisch nicht signifikant und zeigen 

übereinstimmend eine Wiederfindungsrate von über 90 % bei der humanen kolorektalen 

Tumorzellinie Colo 205. 

Die indirekte Methode funktioniert besser als die direkte Methode. Dies kann damit erklärt werden, 

dass freies rVAR2 einen besseren Zugriff auf ofCS hat als an beads-gebundenes rVAR2 (45). 

Der Vergleich verschiedener Mammakarzinomzelllinien zeigt, dass mit triple-negativen Zelllinien 

höhere Wiederfindungsraten erzielt werden im Vergleich zu Tumorzelllinien luminalen Ursprungs. 

Eine mögliche Erklärung für diesen Befund könnten neben der Expressionsdichte auch Variationen 

im rVAR2-bindenden Zielmolekül, dem onkofetalem Chondroitinsulfat, der unterschiedlichen 

Zelllinien sein, als auch andere rVAR2 bindende Zielmoleküle. Dies soll im Rahmen von geplanten 

massenspektrometrischen Analysen im Detail untersucht werden. 

Triple-negative Mammakarzinomproben zeigen eine hohe EpCAM-Expression, 63% der tissue 

samples mit triple-negativem Mammakarzinom waren EpCAM-positiv. Eine erhöhte EpCAM-

Expression ging mit einer geringeren Überlebensrate einher (78). In einer retrospektiven Studie 
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wurden bei 82 von 124 Patientinnen mit triple-negativem Mammakarzinom mittels CellSearch ≤ 5 

CTCs pro 7,5ml detektiert, die anderen 42 Patientinnen hatten ≥ 5 CTCs pro 7,5ml (79). In dieser 

Studie stellt das triple-negative Mammakarzinom den Subtyp mit der geringsten Anzahl von CTCs 

dar. Eine erhöhte Anzahl von CTCs ging mit einem erniedrigten Überleben einher (79,80). Trotz 

einer relativ hohen EpCAM-Expression war die CTC-Ausbeute mittels EpCAM relativ gering. Die 

hier beschriebene rVAR2-basierte Methode könnte insbesondere bei triple-negativen Patienten eine 

erfolgreichere Isolation von CTCs erlauben und somit eine verbesserte Diagnostik darstellen. 

Ablösen magnetischer beads von den isolierten CTCs 
Zum Ablösen der magnetischen beads von den Tumorzellen wurde Trypsin (EC 3.4.21.4) 

verwendet, da es sich als sehr effektiv darstellte. Eine Alternative zu Trypsin könnte unter anderem 

Chondroitinase (EC 4.2.2.4) darstellen. Chondroitinase spaltet Chondroitinsulfat-Proteoglycane. 

Der Einsatz von Chondroitinase kann so die Bindung zwischen rVAR2 und onkofetalem 

Chondroitinsulfat auflösen (26). Zusätzlich wurde die Nutzung von D-Biotin oder D-Desthiobiotin 

zur Ablösung magnetischer Biotin-bindender beads beschrieben (81). D-Desthiobiotin ermöglicht 

eine sanfte Elution von Strep-Tag II-Proteinen von der Biotin-Bindungsstelle von Strep-Tactin-

Harzen (engl. strep-tactin resins). Die Verwendung von Hochleistungs- (high performance) 

Streptavidin Sepharose zur Aufhebung biotinylierter Verbindungen wurde ebenfalls beschrieben 

(82). Schonende Methoden zum Ablösen der magnetischen beads von den CTCs sind wichtig, da 

Trypsin bei längerer Anwendung und/oder höherer Konzentration die Oberflächenproteine auf der 

Zellmembran schädigt (83). Dies behindert die Färbung der Oberflächenproteine (83,84). 

Reduktion der störenden Leukozyten 
Eine Reduktion der störenden Leukozyten konnte u.a. durch eine Reduktion der eingesetzten 

rVAR2-Konzentration erreicht werden. Der Vergleich der Konzentrationen von 100 nmol mit 

200 nmol rVAR2 in einer Patientenprobe ließ keine eindeutige Schlussfolgerung zu. Tendenziell 

zeigte der Vergleich äquivalente Ergebnisse, mit einer Konzentration von 200 nmol konnten 12 

CTCs detektiert werden und bei einer Konzentration von 100 nmol wurden 15 CTCs detektiert. Da 

die CTCs in der untersuchten Patientenprobe nur ein sehr schwaches CK-Signal aufwiesen, sollte 

dieser Vergleich mit weiteren Patientenproben wiederholt werden. 

Wiederfindungsraten in Abhängigkeit der eingesetzten Anzahl an Tumorzellen 
Bei einer geringeren Anzahl an Tumorzellen im Probenansatz wurden höhere Wiederfindungsraten 

erreicht als bei einer höheren Anzahl an Tumorzellen. Dieses Ergebnis wird insgesamt positiv 

interpretiert bezogen auf die Anwendung in klinischen Proben, da CTCs in Patientenproben 

tendenziell in geringer Konzentration vorkommen. Allard et al. berichten, dass nur in 37 % der 

Proben von Mammakarzinompatientinnen ≥ 2 CTCs in 7,5 ml Blut detektiert werden konnten (85). 

Cristofanilli et al. untersuchten 177 Frauen mit metastasiertem Mammakarzinom der 
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unterschiedlichen Subtypen, 88 % der Patientinnen hatten in der CellSearch-Analyse in einem 

Blutvolumen von 7,5 ml ≤ 10 CTCs (18). Die höhere Wiederfindungsrate bei einer geringeren 

Anzahl an Tumorzellen lässt sich möglicherweise damit erklären, dass die Menge an freiem rVAR2 

bei höheren Zellzahlen limitiert ist. 

Färbung und Ablösen der beads im KingFisher Instrument 
Bei der Färbung im KingFisher Instrument konnten die Tumorzellen nicht von den anhaftenden 

beads abgegrenzt und beurteilt werden, da die beads zu einer starken Hintergrundfluoreszenz 

führten. Unspezifische Hintergrundfluoreszenz ist ein Problem bei vielen diagnostischen Verfahren 

(81,86). Pezzi et al. beleuchten in ihrer Arbeit die Vor- und Nachteile verschiedener magnetischer 

beads und beschreiben die Autofluoreszenz verschiedener beads nach Färbung der Zellen (81). Sie 

testeten fünf verschiedene magnetische beads (Dynabeads FlowComps, Dynabeads CELLection, 

GE Healthcare Sera-Mag SpeedBeads streptavidin-blocked magnetic particles, Dynabeads M-270s, 

Dynabeads M-280s) und fünf verschiedene Marker bzw. Farbkanäle (DAPI, Androgen Rezeptor, 

EpCAM, CK, Blindfield). Alle von ihnen getesteten beads zeigten Autofluoreszenzen, welche je 

nach Farbkanal in ihrer Intensität variierten (81). Daher besteht die Notwendigkeit, ein Verfahren 

zur Ablösung der beads zu etablieren. Das Ablösen der beads mit Trypsin im KingFisher 

Instrument führte zum Teil zu einer Anheftung der beads an den tips. Um das Anheften der beads 

an die tips zu verhindern, wurden die tips mit verschiedenen Lösungen vorinkubiert. Keine der 

getesteten Inkubationslösungen führte zu einem zufriedenstellenden Ergebnis. Aufgrund dessen 

wurden die beads nach der Färbung im KingFisher Instrument manuell abgelöst (s. 2.2.2). Die 

beads ließen sich nach der Färbung im KingFisher Instrument nur eingeschränkt mit Trypsin von 

den Zellen lösen. Eine mögliche Ursache dafür könnte die vorherige Fixierung der Zellen mit 

Formalin darstellen. Formaldehyd denaturiert in einer nicht umkehrbaren Reaktion Proteine, sodass 

vermutlich auch die Angriffsstelle für Trypsin verändert wird (87). 

spike-in Experimente in DLA-Produkten 
Die Qualität der DLA-Produkte beeinflusste die Wiederfindungsrate. Dabei kam es möglicherweise 

zu einer geringeren Wiederfindungsrate aufgrund von verklumpten Leukozyten oder einem hohen 

Erythrozyten-Anteil. Eine Probe setzte sich aus stark verklumpten Leukozyten zusammen, 

wohingegen eine weitere Probe einen hohen Anteil Erythrozyten vorwies. Eine weitere Probe war 

diesbezüglich unauffällig. 

Die in 3.10 beschriebenen Ergebnisse des Versuches mit aufgetauten DLA-Produkten weichen von 

den Ergebnissen der Spike-in Versuche aus frischen DLA-Produkten (s. Abb. 20) deutlich ab. 

Ungenauigkeiten beim Hinzufügen der Tumorzellen können nicht ausgeschlossen werden. Bessere 

Ergebnisse mit frischen DLA-Produkten gegenüber gefrorenen DLA-Produkten erscheinen 

zunächst nicht überraschend, da ein Gefrier-Tau-Zyklus grundsätzlich zu Zellschädigungen mit 
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Freisetzung von lytischen Enzymen führen kann. Da eine Anwendung auch in gefrorenen Proben 

wünschenswert ist, empfiehlt es sich den Versuchsansatz zu wiederholen, bevor in Zukunft DLA-

Produkte mit dem rVAR2-Protein zur Gewinnung von CTCs bearbeitet werden. 

Detektion, Isolation und Charakterisierung von CTCs aus Blutproben von 

Mammakarzinompatientinnen 
Es konnte ein geeignetes Verfahren etabliert werden, dass neben der Detektion von CTCs in 

Patientenblut auch die Isolation der CTCs und eine weiterführende molekulare Analyse der 

Einzelzellen ermöglicht. Im direkten Vergleich von geteilten Proben mit der EpCAM-basierten 

Methode in dem CellSearch Verfahren wurde mit dem hier beschriebenen Verfahren unter Einsatz 

von rVAR2-Protein bei Mammakarzinomzellen eine geringere Anzahl an CTCs isoliert. Agerbæk 

et al. gelang es mit dem rVAR2-Protein bei Prostatakarzinom-Patienten mehr CTCs zu detektieren 

als mit einer EpCAM-basierten Methode und dem CellSearch Instrument (27). Agerbæk et al. 

arbeiteten mit einer Resuspension der Tumorzellen in RPMI Medium. Zusätzlich wurde nicht die 

indirekte Methode wie beschrieben unter 2.2.1 verwendet, sondern die direkte Methode mit 

rVAR2-beschichteten beads. In der vorliegenden Arbeit wurde das KingFisher Instrument genutzt, 

Agerbæk et al. nutzten das IsoFlux System (Fluxion Biosciences, CA, USA). In Bezug auf eine 

EpCAM-basierte CTC Isolation wurden mit dem KingFisher Instrument im Vergleich zum IsoFlux 

höhere Wiederfindungsraten erzielt. Außerdem war der Einsatz des KingFisher-Instruments 

kosteneffizienter und erlaubte einen höheren Durchsatz (88). Zusätzlich verwendeten Agerbæk et 

al. wesentlich größere CELLection™ Biotin Binder Dynabeads® mit einem Durchmesser von 

4,5 µm und unternahmen keinen Ansatz zum Ablösen der beads, da die Auswertung unter Einsatz 

eines konfokalen 3D Laserscanning-Mikroskopes erfolgte. Die in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten beads haben einen wesentlich geringeren Durchmesser von 2,8 µm. Außerdem kann 

die Übertragung der Zellen im vorliegenden Verfahren auf Sievewell Multiwell slides zu einem 

Verlust von Zellen führen. In mehreren unabhängigen Versuchen lag die Verlustrate bei bis zu 

10 %.  

In dieser Arbeit wurde der CellCelector zur Evaluation der CTC-Zahl genutzt. Das CellCelector 

System verwendet ein Durchlicht- und Fluoreszenzlichtverfahren. Es erlaubt Hellfeld-, 

Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen in bis zu 7 Kanälen (57). Agerbæk et al. nutzen ein 

konfokales Laserscanning-Mikroskop. In der Konfokalmikroskopie wird im Vergleich zur 

normalen Fluoreszenzmikroskopie die Zelle nicht in ihrer Gänze durchleuchtet, sondern von einem 

fokussierten Lichtpunkt streifenweise abgetastet. Auf diese Weise wird die Entstehung von 

Streulicht in den umliegenden Bereichen und die Behinderung des Durchlichtstrahls durch an die 

Tumorzelle gebundene beads deutlich reduziert. Die Vermeidung von Streulicht resultiert in einer 

sehr guten Auflösung (89). In der Konfokalmikroskopie kann bei der Bestimmung der CTC-Zahl 
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die kontrastreichste Ebene gewählt werden, welche eine Darstellung der Zellen ohne störende 

Signale der beads ermöglicht.  

Whole Genome Amplification und Next Generation Sequencing 
Die WGA ist eine Methode zur Vervielfältigung geringer DNA-Mengen (90,91). In Kombination 

mit dem Multiplex PCR-based Next Generation Sequencing erlaubt sie die Erfassung spezifischer 

Mutationen von Einzelzellen (s. 3.12). Zu Variationen innerhalb der Frequenz des mutanten Allels 

bei Tumorzellen kommt es im Rahmen von Aneuploidien. Die in Tabelle 5 dargestellten 

Schwankungen der Frequenz innerhalb der T47-D Zellen sind durch Variationen in der Kopienzahl 

des Allels zu erklären. Bei den Zellen 1 und 2 liegen vier Kopien des Allels vor, dabei stellten sich 

drei als Wildtyp und eine als Mutation dar, folglich ist die Frequenz des mutanten Allels 25%.  

Im Rahmen der Whole Genome Amplification kann es zu Allelausfällen („drop outs“) kommen. 

Dabei können durch apoptosebedingte DNA-Degradation oder durch die Fixierung der Zellen 

Allele verloren gehen. Zudem ist es möglich, dass den Primern während der Amplifikation nicht 

alle Allele zugänglich sind. 

Bei der Patientenprobe 4 fällt auf, dass CTC 5 aus der CellSearch-Anreicherung und CTC 1 aus der 

rVAR2-Anreicherung (s. Tabelle 5) keine der beiden analysierten Mutationen aufweisen. Dies 

weist auf eine mögliche Heterogenität innerhalb der CTC Population hin. Ein Verlust beider Allele 

im Rahmen der Amplifikation lässt sich allerdings nicht sicher ausschließen.  

Die analysierten Mutationen in den Sequenzen von PIK3CA und ERBB2, sind für das 

Mammakarzinom typische Mutationen. Der PI3K-Signalweg ist essenziell für verschiedenste 

zelluläre Funktionen wie Proliferation, Wachstum und Überleben. Aktivierende Mutationen in 

PIK3CA spielen eine relevante Rolle in der Entstehung und Progression des Mammakarzinoms 

(92,93). ERBB2 ist das kodierende Gen für HER2. HER2 ist ein epidermaler Wachstumsfaktor. Der 

Nachweis einer Überexpression von HER2 wird mit einer erhöhten Invasivität, Progression und 

Metastasierungstendenz des Mammakarzinoms in Verbindung gebracht (94). 

Färbung im CellSearch Instrument 
Die unter 3.13 beschriebenen Ergebnisse wurden mit MCF-7 Zellen gewonnen. Mithilfe der 

ungefärbten MCF-7 Zellen konnte ein Übersprechen des CK-DiOC Farbkanals auf den PE-Kanal 

ausgeschlossen werden. Auf dieser Grundlage sollte eine Übertragbarkeit des Färbeprotokolls im 

CellSearch Instrument von dem Zellkulturansatz auf Patientenproben ohne nennenswerte Änderung 

möglich sein. 
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4.3 Potentieller Einfluss der Blutgruppe 
VAR2 ist ein Malariaprotein. In der Literatur wird immer wieder der Einfluss der Blutgruppe auf 

den Verlauf der Malaria-Erkrankung beschrieben (95). Personen mit Blutgruppe 0 sind vor einem 

schwereren Verlauf einer Malaria besser geschützt. Goel et al. gelang es dabei den Mechanismus 

des Schutzes der Blutgruppe 0 herauszufinden. Sie erbrachten den Nachweis, dass Plasmodium 

falciparum in infizierten Erythrozyten für die Sekretion des RIFIN Proteins sorgt, welches 

wiederum an andere Erythrozyten binden kann (96). Dadurch wird die sogenannte Rosettierung 

eingeleitet, dabei handelt es sich um einen zellbiologischen Vorgang, bei dem sich die 

Erythrozyten kreisförmig um eine zentrale Zelle anordnen. Goel et al. konnten nachweisen, dass 

das RIFIN Protein stark an die Oberfläche von Erythrozyten der Blutgruppe A bindet und nur 

schwach an die der Blutgruppe 0 (96). Andere Arbeiten zeigten, dass die Größe der Rosetten in 

Blut der Blutgruppe 0 kleiner ist als in den anderen Blutgruppen (97,98). Bisher wurde noch kein 

Zusammenhang zwischen der Blutgruppe und der Oberflächenexpression von Chondroitinsulfat 

dargestellt. Zudem ist nicht klar inwiefern Zytokine, wie z.B. IL-6, welches eine relevante Rolle in 

der Pathogenese von Malaria spielt (99), einen Einfluss auf Chondroitinsulfat oder die Bindung von 

rVAR2 und Chondroitinsulfat hat. In der vorliegenden Arbeit standen interessanterweise keine 

Patientenproben mit Blutgruppe 0 zur Verfügung. Aussagen über Blutgruppen-abhängige 

Erfolgsrate der CTC-Isolation sind daher nicht möglich. Diese Thematik könnte für zukünftige 

Arbeiten von Interesse sein.  

4.4 Limitationen der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Etablierung eines neuen Verfahrens zur Detektion und 

Isolation von CTCs auf Einzelzellebene aus Blutproben von Mammakarzinompatientinnen. Die 

Fallzahl der untersuchten Patientenproben ist wegen der eingeschränkten Verfügbarkeit von 

klinischen Proben noch gering. Um valide Aussagen über die Charakteristika von rVAR2-

detektieren CTCs zu treffen, sollten in Zukunft weitere Patientenproben mit dem hier 

beschriebenen Verfahren untersucht werden.   
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4.5 Schlussbetrachtung und Ausblick 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit rVAR2 die Wiederfindungsraten von MDA-MB-

231, MDA-MB-436, MDA-MB-468, Sk-Br-3, MCF-7, ZR-75-1 und SUM44 bestimmt. Durch den 

Vergleich und die damit verbundene Optimierung verschiedener Methoden konnte ein geeignetes 

Protokoll zur Detektion, Isolation und Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen aus Proben 

von Patientinnen mit der Diagnose metastasiertes Mammakarzinom etabliert werden.  

Folgende weiterführende Experimente leiten sich aus den hier beschriebenen Ergebnissen ab. Es 

sollten massenspektrometrische Analysen rVAR2 bindender Proteine auf der Oberfläche der 

verschiedenen Mammakarzinomzelllinien zur Bestimmung möglicher Variationen des 

Zielmoleküls onkofetales Chondroitinsulfat durchgeführt werden. Außerdem besteht die 

Möglichkeit, dass rVAR2 neben ofCS auch an weitere Oberflächenmoleküle von Tumorzellen 

bindet. Insbesondere der Vergleich luminaler gegenüber triple-negativer 

Mammakarzinomzelllinien ist diesbezüglich von Interesse. Versuche mit einer geringeren rVAR2 

Konzentration als 200 nmol in Patientenproben sollten ergänzt werden. Schließlich sollten spike-in 

Experimente mit aufgetauten DLA-Produkten durchgeführt werden. 

Eine durchgehende Herausforderung in der Auswertung der Proben war das starke 

Hintergrundsignal verursacht durch Leukozyten. Eine Optimierung des Verfahrens mit dem Ziel 

einer weiteren Reduktion der Leukozytenzahl, gerade im Hinblick auf die angestrebte Auswertung 

von DLA-Produkten, ist erstrebenswert. Eine weitere Option ist eine Reduktion der störenden 

Leukozyten mittels negativer Selektion oder deren Ausblendung mittels Konfokalmikroskopie. Die 

Anwendung eines konfokalen Mikroskops reduziert störendes Streulicht und Hintergrundsignal auf 

der einen Seite signifikant (27). Auf der anderen Seite steht ein solches Instrument in vielen 

Laboren nicht zur Verfügung. 

Um in Zukunft eine möglichst heterogene Subpopulation von CTCs isolieren zu können, sollten 

verschiedene Biomarker zur Detektion von CTCs kombiniert werden (100). Ahrens et al. 

beschreiben in ihrer Arbeit einen potentiellen Ansatz, in welchem die Verwendung 

tumorspezifischer Veränderungen in den Glykosaminoglykanen oder anderen Komponenten der 

Glykokalyx die Detektion und Isolation einer heterogeneren Subpopulation von CTCs ermöglichen 

sollte (100). 

Mit einer weiteren Optimierung der Sensitivität und Spezifität bietet die blutbasierte 

molekularpathologische Analytik zirkulierender Tumorzellen Chancen in der Diagnostik und 

Verlaufskontrolle von Tumorpatienten. Enorme Vorteile der liquid biopsy sind deutlich reduzierte 

Risiken und eine wesentlich geringere Belastung der Patienten/-innen gegenüber der klassischen 

gewebebasierten Diagnostik. Die liquid biopsy hat das Potenzial Tumorveränderungen in Echtzeit 
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nachzuweisen und den Patienten/-innen spezifische Therapien anzubieten, ein Ziel der 

personalisierten Medizin.  
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Materialliste 
 

Reagenzien/Puffer Hersteller  Ort 

PBS Puffer Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA  

RPMI Medium Thermo Fisher Scientific  Waltham, MA, USA 

Pierce Protein-Free Blocking 

Buffer 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

Erythrozyten-Lyse-Puffer Zentralapotheke Düsseldorf, Deutschland 

Ficoll Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, USA 

Zelldissoziationspuffer Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

CellTracker Green CMFDA Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

Fluorescence Mounting 

Medium 

Dako Santa Clara, CA, USA 

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, USA 

Saponin Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, USA 

Dynabeads Biotin Binder Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

NucBlue Live Cell Stain 

Readyprobes 

(Verdünnung 1:20) 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

CD45 (35-Z6) Alexa Flour 

647  

(Verdünnung 1:25) 

Santa Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA 

CK ALL: Pan Cytokeratin 

Antikörper Cocktail TRITC 

lot: 19014CS-6229 

(Verdünnung 1:200) 

Aczon SRL Bologna, Italien 

Trypsin Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

FCS Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

rVAR2 Var2 Pharmaceuticals Kopenhagen, Dänemark 

SpyCatcher Var2 Pharmaceuticals Kopenhagen, Dänemark 
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Geräte/Materialien Hersteller Ort 

Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

Pipetten eppendorf Hamburg, Deutschland 

Protein LoBind Tubes eppendorf Hamburg, Deutschland 

EDTA Röhrchen Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA 

Falcon Greiner Kremsmünster, Österreich 

SepMate™ PBMC Isolation 

Tube 

Stemcell Köln, Deutschland 

KingFisher® Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

MoFlo XDP Beckman-Coulter Brea, CA, USA 

Stuart Rotator SB3 Stuart Staffordshire, UK 

CellCelector® ALS Jena, Deutschland 

CellSearch® Menarini Silicon Biosystems Bologna, Italien 

Celltrack Analyzer II ® Menarini Silicon Biosystems Bologna, Italien 

Rotofix 32A Hettich Tuttlingen, Deutschland 

Beckman GS-15 Zentrifuge Hyland Scientific Stanwood, WA, USA 

Hybaid Shake´n´Stack 

Hybridisierungsofen 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

Sievewell Multiwell Slides Tokyo Ohka Kogyo Co. Ltd. Kawasaki, Japan 

Waage Mettler Toledo Columbus, OH, USA 

Zählkammer Neubauer 

Improved 0,1mm Tiefe 

Paul Marienfeld GmbH Co 

Kg. 

Lauda-Königshofen, 

Deutschland 

MiSeq-System Illumina San Diego, CA, USA 

Axioplan 2 Mikroskop Zeiss Oberkochen, Deutschland 

   

 

Kits Hersteller Ort 

Ampli1 WGA Kit Menarini Silicon Biosystems Bologna, Italien 

Ampli 1 QC Kit 

 

Menarini Silicon Biosystems Bologna, Italien 
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