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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist weltweit die mit Abstand héufigste Krebserkrankung bei Frauen. Jéhrlich
sterben bis zu 17.000 Frauen an einem Mammakarzinom in Deutschland. Einer der Griinde ist die
extreme Heterogenitét des Tumors und das damit verbundene Problem einer gezielten Behandlung.
In diesem Kontext konnten in der Zukunft insbesondere zirkulierende Tumorzellen (circulating
tumor cells [CTCs]) eine wichtige Rolle zur Erstellung der bestmoglichen Therapie spielen. CTCs
konnen sowohl fiir die Charakterisierung und die damit verbundene Therapie des Tumors, als auch
fiir 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 Oberflichenproteins EpCAM (Epithelial
Cellular Adhesion Molecule).

Das von Salanti et al. beschriebene Protein VAR2CSA (variant surface antigen 2 chondroitin
sulfate A), welches zunichst auf Malaria-infizierten Erythrozyten nachgewiesen wurde, stellt einen
neuen Ansatz zur Isolation von CTCs dar. VAR2CSA bindet an Tumorzellen hdmatopoetischen,
epithelialen und mesenchymalen Ursprungs. Agerbak et al. beschrieben erstmalig den Einsatz von
rekombinantem VAR2CSA (rVAR?2) 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 r'VAR2 wurde deren Abstammung vom Tumor mittels vollstindiger 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. AnschlieBend wurden magnetische Biotin-bindende beads
hinzugegeben. SchlieBlich konnten mit dem KingFisher Instrument (Waltham, MA, USA) die
beads-behafteten Tumorzellen mittels magnetischer Krifte isoliert werden. Nach dem Ablosen der
beads konnten die Tumorzellen in Sievewell Multiwell slides fiir Panzytokeratin, CD45 und DAPI
gefarbt 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. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass insbesondere triple-
negative Brustkrebszelllinien erfolgreicher detektiert werden als luminale Zelllinien. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass es mithilfe des rVAR2-Proteins moglich ist, aus Blut von
Mammakarzinompatientinnen CTCs zu isolieren und dies ein vielversprechender Ansatz ist, die
Heterogenitdt von Mammakarzinomen zu erfassen.



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. Agerbak et al. published
the use of recombinant VAR2CSA (rVAR?2) to isolate CTCs for the first time: They showed that
rVAR?2 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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1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die mit Abstand hiufigste Krebserkrankung bei Frauen (1). Jahrlich
sterben bis zu 17.000 Frauen an einem Mammakarzinom in Deutschland (1). Das Mammakarzinom
ist die haufigste Krebstodesursache der Frau weltweit (1). Einer der Griinde dafiir ist die extreme
Heterogenitdt des Tumors und die damit verbundene Schwierigkeit, eine gezielte Therapie zur
Bekédmpfung der verschiedenen Tumorzellen zu identifizieren (2). Eine umfassende molekulare
Analyse aller Zelltypen des Brusttumors und eventueller Metastasen ist zur Erstellung der

bestmdglichen, personalisierten Therapie unerlasslich.

Es gibt verschiedene Risikofaktoren, die das Auftreten eines Mammakarzinoms begiinstigen. Diese
Risikofaktoren lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen. Hormonelle Risikofaktoren stellen
unter anderem eine frithe Menarche, eine spiate 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) erhohen das Risiko ein Mammakarzinom zu entwickeln. Weitere
Risikofaktoren sind unter anderem eine erhohte mammographische Dichte, Rauchen, fettreiche
Erndhrung, Alkoholkonsum, Adipositas und Diabetes Typ II, geringe korperliche Aktivitdt und
Bestrahlungen des Brustkorbes in der Kindheit (5). Zusitzlich existieren auch hereditire
Risikofaktoren. Darunter befinden sich insbesondere Keimbahnmutationen in DNA-
Reparaturproteinen (Tumorsuppressorgenen), z.B. den sogenannten BRCAI-, BRCA2- oder
PALB2-Genen (6). Zusitzlich gibt es Krebssyndrome, die mit einem erhdhtem

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 Primértumors, das ,,N* (Nodus) steht fiir den Befallstatus regiondrer Lymphknoten

und das ,,M* (Metastase) stellt das Vorhandensein von Fernmetastasen dar.

Das Mammakarzinom metastasiert frith lymphogen und hdamatogen. Die Wahrscheinlichkeit fiir
eine Metastasierung steigt mit der GroB3e des Tumors. Himatogen streut das Mammakarzinom vor
allem in Knochen, gefolgt von Leber und Lunge/Pleura (3,8). Eine lymphogene Metastasierung
(Tumorabsiedlungen iiber das Lymphsystem) erfolgt immer iiber den/die Wachterlymphknoten,
auch Sentinel-Lymphknoten genannt, von engl. sentinel lymph node (SLN).



Zur Basisdiagnostik des Mammakarzinoms zihlt 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 Einfilhrung des Mammographie-Screenings wurden
Neuerkrankungen des Mammakarzinoms in fritheren Stadien diagnostiziert (9). Die Fritherkennung
erhoht die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Behandlung (10). Bei einem auffalligen
Tastbefund und unklarem mammographischem Befund wird eine Sonographie durchgefiihrt (3).
Zur Diagnosesicherung bei bestehendem Karzinomverdacht erfolgt eine Biopsie der Mammae und

ggf. der Lymphknoten.

In den letzten Jahren hat sich die Fliissigbiopsie (liguid biopsy) als diagnostische Ergidnzung zur
Gewebeprobe etabliert (11). Liquid biopsy beschreibt den Nachweis von Tumorzellen bzw. Tumor-
DNA zur molekularen Analytik in Kdorperfliissigkeiten. Die typischen Quellen fiir 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 /iquid
biopsy spielt eine wichtige Rolle bei der Fritherkennung, Diagnose, Therapie und Verlaufskontrolle
von Krebserkrankungen (11,12). Die groBen Vorteile der liguid biopsy bestehen in der minimalen
Invasivitit des Verfahrens, der Erfassung der Heterogenitét einer Tumorerkrankung sowie deren
potenziellen Metastasen. Zudem ermoglicht die liquid biopsy wiederholte Analysen im Rahmen
einer Verlaufskontrolle und eine bessere Standardisierung im Vergleich zur Immunhistochemie
(13). Gegeniiber bildgebenden Verfahren hat sie das Potenzial einer deutlich friihzeitigeren

Erkennung von Rezidiven (12).

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

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

Zur weiteren Therapieplanung ist die Bestimmung des Mammakarzinom-Subtyps unerldsslich (14).
Dabei lassen sich im Wesentlichen drei klinische Subtypen des Mammakarzinoms abgrenzen:
Human epidermal growth factors 2 (HER2)-positiv oder -negativ, Ostrogen- 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 Primirtumor kann dieser
operativ entfernt werden (6). Zur Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle wird im Anschluss an
eine Operation meist eine Strahlentherapie durchgefiihrt (6). Neben chirurgischer Entfernung und

Radiotherapie besteht die Mdglichkeit einer Systemtherapie. Mithilfe von Chemotherapien kénnen
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als inoperabel geltende Mammakarzinome behandelt werden. Dariiber 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 priziseren Diagnostik kdnnten in der Zukunft insbesondere CTCs eine wichtige
Rolle spielen. CTCs konnen sowohl fiir die Charakterisierung und damit verbundene Therapie des
Tumors, als auch fiir die Bestimmung des Schweregrades bzw. des Metastasierungspotentials

genutzt werden (11,16).



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 Uberleben und Gesamtiiberleben 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 frilhere Aussage iiber das Metastasierungspotenzial bei Mammakarzinompatientinnen mit

geringer Metastasierung (21,22).

Heterogener
Primartumor

_-

Thrombozyten
° \. ° K ° ® ° °
°
° ° ) Leukozyten
@ \CTC ® e
rythrozyten

prc——9

Fernmetastasen ‘m

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.



1.3 Isolation von CTCs

Der Goldstandard fiir die Isolation von CTCs ist das CellSearch System (Menarini, Bologna,
Italien) (24). Dieses System beruht auf der Anreicherung der CTCs mittels eines Antikdrpers gegen
das Oberflachenprotein EpCAM (Epithelial Cellular Adhesion Molecule). Die Technologie hinter
dem CellSearch System wurde von der FDA (Food and Drug Administration) fiir das metastasierte
Prostata-, Mamma- und Kolorektalkarzinom zertifiziert. Mit immunomagnetischen Ferrofluiden
gebunden an EpCAM-Antikérpern konnen CTCs angereichert werden. Mittels spezifischer
Antikorper 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 Farbungen verwendet. CTCs werden fiir Zytokeratin (CK), Cluster of
Differentiation 45 (CDA45), ein allgemeiner Leukozyten-Marker, und DAPI gefarbt, ein DNA-
bindendes Fluorochrom, welches den Zellkern markiert. CTCs sind definiert als CK+/CD45-
/DAPI+ Zellen (CellSearch Kriterien) (s. Abb. 2) (25).

EpCAM CK Nukleus
DAPI

CTC : CTC CTC
i Anti-EpCam
:m.t’e eines Antikbrper
atienten mit Ferrofluid
Krebs cDas
CTC= EpCAM* CK* DAPI* CD45 Fluorochrom
Leukozyt

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

CTC:s sind positiv fiir CK, EpCAM und DAPI. Sie exprimieren kein CD45 an ihrer Oberflache.



CTCs konnen eine sehr heterogene Population mit Variationen im Bereich von
Oberflichenmarkern und Morphologie — insbesondere der Grofle — darstellen. Aufgrund dessen
bedarf es neben der EpCAM-basierten CellSearch-Technologie weiterer Methoden zur Detektion
und Isolation zirkulierender Tumorzellen. Ein groBer 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 konnte das von Salanti et al. beschriebene Protein
VAR2CSA (variant surface antigen 2 chondroitin sulfate A) darstellen (26). VAR2CSA wurde
zundchst auf der Oberflaiche 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 Oberflache von Tumorzellen hdmatopoetischen, epithelialen und
mesenchymalen Ursprungs zu finden ist (26). Agerbak 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 groflere Anzahl und ein
breiteres Spektrum an CTCs isoliert (27). Zusétzlich konnten mit rVAR2 zirkulierende Glioma-

Zellen isoliert werden (28).

Dariiber hinaus zeigt rTVAR2 Potenzial in der Therapie verschiedener Krebsformen iiber seine
Bindung an ofCS (29,30). Die Bindung von rVAR2 an ofCS stellt eine mogliche

Zweitlinientherapie zur Behandlung eines Cisplatin-resistenten, muskelinvasiven Blasenkrebs dar

31).



1.5 Ziele der Arbeit

Die Arbeitsgruppe fiir translationale Gyndkoonkologie der Universitéts-Frauenklinik Diisseldorf
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-Affinitit gegeniiber verschiedenen Mammakarzinomzelllinien und

Patienten-CTCs

- Etablierung eines CTC-Anreicherungsprotokolls mittels r'VAR?2 (indirekte Methode)

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist der Nachweis und die Isolation von CTCs aus dem Blut
von Mammakarzinompatientinnen unter Finsatz des rVAR2-Proteins. Initial steht die Isolierung
von in Blut eingebrachten = Tumorzellen mittels rVAR2 bei  verschiedenen
Mammakarzinomzelllinien an. Dabei sollen die unterschiedlichen Subtypen beriicksichtigt 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 Farbe- und Isolationsprotokolls
fiir CTCs aus Patientenproben. Die eindeutige Abstammung der so isolierten Zellen aus Blutproben
von Mammakarzinompatientinnen soll mittels vollstaindiger Genomamplifikation (Whole Genome
Amplification [WGA]) und Sequenzierung (Next-Generation Sequencing [NGS]) nachgewiesen

werden.



2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Patientenproben

Die Patientenproben stammen aus der AUGUSTA-Studie der Frauenklinik an der
Universitétsklinik Diisseldorf. Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission der Heinrich-
Heine Universitdt Diisseldorf genehmigt (Studiennummer 3430). ,Diese Studie dient der
Identifikation neuer Biomarker zur Verbesserung der Genauigkeit iblicher Diagnoseverfahren
sowie prognostischer und préadiktiver Faktoren bei Brustkrebs* (33). Die Patientenproben wurden
anonymisiert und der Datenschutz ist gewéhrleistet. Die Patientinnen wurden aufgekldrt und
erklarten ihr Einverstdndnis zur wissenschaftlichen Verwendung ihrer Blutproben (s. Anhang). In
diese Studie wurden volljahrige Patientinnen der Frauenklinik mit metastasiertem
Mammakarzinom eingeschlossen. Fiir diese Dissertation wurden sechs Blutproben der AUGUSTA-
Studie verwendet. Die Proben wurden in Ethylendiamintetraacetat (EDTA) - Rohrchen
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 zihlen zu den luminalen Mammakarzinomzelllinien.

Name Beschreibung ATCC Nr.

A549 von einem 58-jdhrigem mannlichem Patienten mit ATCC
Lungenkarzinom (35) CCL-185

MDA-MB-231 von einer 51 Jéhrigen Patientin mit Mamma- ATCC
adenokarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35) HTB-26

stem-cell-like und Vimentin positiv (34).
EpCAM-low/negative (36)
Expression von CD44 (37)
MDA-MB-436 von einer 43 Jahrigen Patientin mit invasiv-duktalem ATCC
Mammakarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35). HTB-130
stem-cell-like und Vimentin positiv (34)
EpCAM-low/negative (38).
Expression von CD44 (39).



MDA-MB-468 von einer 51-Jahrigen Patientin mit Mamma- ATCC
adenokarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35) HTB-132
non-stem-cell-like und KRT5 / KRT14 positiv (34)
EpCAM-positiv (40)
Expression von CD44 (37)

Sk-Br-3 von einer 43-Jahrigen Patientin mit Mamma- ATCC
adenokarzinom aus ihrem Pleurerguss (35) HTB-30
HER2-positiv bzw. —amplifiziert (41).

ZR-75-1 von einer 63 Jéhrigen Patientin mit invasiv-duktalem ATCC
Mammakarzinom aus ihrem Aszites (35) CRL-1500
luminal (35)

MCEF-7 von einer 69 Jéhrigen Patientin mit invasiv-duktalem ATCC
Mammakarzinom aus ihrem Pleuraerguss (35) HTB-22
luminal (41)

SUM44 von einer Patientin mit invasiv-lobuldrem erhalten von Martin
Mammakarzinom aus ihrem Pleurerguss (42) et al. (44)
luminal (43)

Colo 205 von einem 70 jahrigen Patienten mit kolorektalem ATCC
Adenokarzinom (35) CCL-222

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

rVAR?2 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 % CO>
kultiviert. Als Nahrlosung wurde RPMI Medium mit L-Glutamin und den Zusitzen 10 % fetales
Kaélberserum (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

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

2.1.4 Rekombinantes VAR2CSA

Plasmodium falciparum erythrocyte membrane proteine 1 (PfEMPI1) ist eine Proteinfamilie,
welche auf der Oberfliche 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 konnten (48). VAR2CSA stellt unter diesen ein einzigartiges Protein dar (49). Es



wird hauptséchlich von der Plazenta wihrend einer schwangerschaftsassoziierten Malaria
produziert. Es bindet an Chondroitinsulfat A (CSA), welches von der Oberfldche des vaskulédren
Endothels der Plazenta préisentiert wird. Die gesamte Struktur des VAR2-Proteins wird fiir die
Bindung an CSA bendtigt (50). Diese Bindung stellt die Hauptursache fiir Frith- und Todgeburten,
sowie schwere andmische Verldufe seitens der Mutter dar (50). rVAR2 ist daher die fiihrende

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

2.1.5 Puffer/Chemikalien
s. Materialliste S. 48

2.1.6 Gerite
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 abgelost. Die losgeldsten
Zellen wurden in 5ml cell dissociation buffer in ein 10 ml FalconrOhrchen {iibertragen und
anschlieend mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) auf 10 ml aufgefiillt. Das Falconréhrchen
wurde bei 1100 RPM (227 g) fiir 5 Minuten bei 4 °C in der Megafuge 16R zentrifugiert.
Anschlieend wurde das Zellpellet in 5 ml PBS resuspendiert. 1 ml der spike-in-Zellen wurde mit
1 ul CellTracker Green (CTG) gefarbt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei 37 °C wurden die
Zellen erneut zweimal zentrifugiert und final in 1 ml PBS resuspendiert. Zur Bestimmung der
Zellzahl wurden Neubauer-Zihlkammern verwendet. Zwischen Deckglas und Objekttrager wurde
10 pl der Zellsuspension pipettiert und die Zellzahl pro ml bestimmt. Es wurden vier Groflquadrate

ausgezahlt und das Volumen fiir 500 Zellen wie folgt berechnet:

500 B
(Zellzahl : 4) * 10

X

X gibt dabei das nétige Volumen in pl wieder.

Wihrenddessen 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 fiir 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 pl PF10 resuspendiert und in ein Protein LoBind tube ibertragen. 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. Wihrenddessen wurde
zu dem rVAR2-Protein (Charge: MP3643, Var2 Pharmaceuticals, Kopenhagen, DK) SpyCatcher
(Charge: MP3298) hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten wurde 200 nmol des
rVAR2-SpyCatcher Komplexes zu der Probe hinzugegeben. Darauthin wurden die Proben fiir 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 ul bead-Losung 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 tiber
das rVAR2-Protein gebunden hat. Das so erhaltene Probenmaterial wurde dann zur weiteren

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

Tumorzellen dar.

Bei dieser Methodik wurde zuerst das rVAR2-Protein zu der Probe gegeben und danach die
magnetischen beads hinzugefiigt. 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 Versuchsdurchfiihrung 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 iiber Dichtegradienten-Zentrifugation

Um das optimale Verfahren zur Entfernung der Erythrozyten zu identifizieren, wurde der
Erythrozyten-Lyse-Puffer mit der Dichtegradienten-Zentrifugation verglichen. Als Trennlésung
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. Darauthin
wurden 500 Tumorzellen hinzugefiigt. Dies wurde bei 1200 g fiir 10 Minuten mit einer
Dezeleration von 9 (Bremsverzdgerung) zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Serum und die
Leukozyten in 10 ml Falconr6hrchen abgeschiittet. Die Falconrohrchen wurden mit PBS bis 14 ml
aufgefiillt und mehrfach invertiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 1200 g fiir 10 Minuten wurde
der Uberstand in je ein weiteres Falconrdhrchen pipettiert und das Zellpellet in 10 ml PBS
resuspendiert. Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 1200 g fiir 10 Minuten. Zuletzt
wurde der Uberstand aller Falconrdhrchen abgenommen und die Zellpellets in 600 ul PF10

resuspendiert und in Protein LoBind tubes transferiert.
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2.2.3 Ablosen 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 fiir weitergehende Untersuchungen zur Verfiigung stehen.

Nach Zentrifugation der Probe bei 1300 RPM (317 g) fiir 8 Minuten wurde der Uberstand
verworfen und 100 pl 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 16sen. Die Inkubation mit Trypsin erfolgte in dem Hybaid
Shake'n’Stack Hybridisierungsofen. Daraufhin wurden die Proben auf einen Handmagneten
gestellt und der Uberstand mit den Tumorzellen auf ein 3-well-slide pipettiert. Die 3-well-slides
wurden zuvor mit 50 ul FCS behandelt. In einem zweiten Waschschritt mit 100 ul PBS wurden
eventuell verbliebene Tumorzellen aufgenommen und auf dasselbe well gegeben. Um die Effizienz
der Trypsin-Ablosung zu beurteilen, wurden die abgeldsten beads ebenfalls auf ein 3-well-slide
pipettiert. Nach der Etablierung einer geeigneten Farbemethode wurden die Tumorzellen, an denen

keine beads mehr hafteten, auf Sievewell Multiwell slides tibertragen.

2.2.4 Farbung in Sievewell Multiwell slides

Die isolierten Tumorzellen wurden in Sievewell Multiwell slides (54) gefarbt. 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 sl/ides
fiir mindestens 30 Minuten mit 1 ml 0,1% Bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS inkubiert. BSA
wurde eingesetzt, um die unspezifische Bindung von Antikdrpern und Zellen an die Sievewell
Multiwell slides zu verhindern (55). Nach Abnahme von 200 pl BSA in PBS, wurden 200 pl der
Zellprobe hinzugegeben. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Tumorzellen innerhalb von 60
Minuten angefirbt. Mit spezifischen anti-humanen Antikdrpern erfolgten der Nachweis von CK
(CK ALL: Pancytokeratin Antikdrper Cocktail (CK1, CK3, CK4, CKS5, CK6, CK8, CK10, CK13,
CK14, CK15, CK16, CK18, CK19; Mausklone C11/AE1/AE3), AcZon SRL, Italien; Farbstoft:
TRITC), der Ausschluss von CD45 (CD45 (35-Z6) Alexa Flour 647, Santa Cruz Biotechnology,
TX, USA; Farbstoff: Cy5) sowie die Farbung 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
VergroBerung (Olympus CKX 41; Kamerasystem: CCD-Kamera XM10-IR, ALS CellCelector-
Software 3.0) in folgenden Fluoreszenzkanédlen gescannt: Cy5 (CD45), DAPI (Nukleus) und
TRITC (Zytokeratin). Nach dem Scannen wurde eine Liste mit folgenden Merkmalen erstellt:
CD45-Negativitidt, DAPI-Positivitit und CK-Positivitit. Diese Ergebnisse wurden manuell
ausgewertet und potenzielle CTCs fiir den Isolationsvorgang markiert. Nach vorheriger Aufnahme
von 9 pl PBS-Puffer in die Glaskapillare erfolgte die anschlieBende Aspiration der CTC in einem
Volumen von 20-100 nl. Die isolierte Tumorzelle wurde in ein 100ul-PCR-R6hrchen {iiberfiihrt.
9 ul PBS spiilten die Zelle in das Zielgefall. Die Probe mit der abgelegten Finzelzelle wurde fiir 5
min bei 370 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, daraufhin wurde der Uberstand bis auf 1 ul
abgenommen und die Probe anschlieBend bei -80 °C fiir spitere molekulare Analysen wie z.B. eine

WGA eingefroren.

D

5
N ¥

A CeliCelector

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 enthilt Positionen fiir Glasobjekttriger und eine
n-Wellplatte. Die Glaskapillare (C) zur Aufnahme von Zellen wird iiber 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 Firbung und Ablésen der magnetischen beads im KingFisher Instrument

Im Rahmen der Etablierung eines optimierten Verfahrens wurde getestet, inwieweit es moglich ist,
die Tumorzellen im KingFisher Instrument zu farben. Die Probe wurde in well A der Deepwell-
Platte gegeben. In well B befand sich 600 ul PF10-Losung. Die Zellen wurden fiir 15 Minuten in
well C in 600 ul Formalin fixiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen fiir 60 Minuten in well E

im oben genannten Antikorper/Farbstoff-Mix gefarbt. Auf ein erneutes Waschen folgte die
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Ubertragung der Probe auf 3-well-slides. Nach der beschriebenen Firbung im KingFisher
Instrument war keine verwertbare Analyse der Zellen moglich, da die beads zu einer starken

Hintergrundfluoreszenz gefiihrt haben (s. Abb. 5).

Abb. 5: Farbung im KingFisher Instrument
a = CTG-gefarbte CTCs mit beads im FITC-Kanal (957ms Belichtung)
b = CK-gefiarbte CTCs mit beads im TRITC-Kanal (1000ms Belichtung)

CK = Zytokeratin, CTG = Celltracker Green, FITC = Fluoresceinisothiocyanat , TRITC =
Tetramethylrhodamine; weifler Balken = 50um

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

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

Folglich wurde getestet, ob die beads im KingFisher Instrument von den Zellen abgeldst werden
konnen. Dabei wurde die Probe in well A, der Waschpuffer in well B und 200 ul Trypsin in well C
gegeben. Final wurde das Trypsin mit den bead-freien Zellen zur weiteren Auswertung mit 50 pl
FCS auf 3-well-slides gegeben. Es wurden verschiedene Eintauchgeschwindigkeiten und —tiefen
der Spitzen des KingFisher Instruments [#ips] in die wells zum Mixen der Probe getestet. Die fips
des KingFisher Instruments sind Einweg-Kunststoff-Spitzen, welche den Magneten umbhiillen. 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 hohere Aktivitit des
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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-Ldsungen vorinkubiert.

Da sich das Protokoll fiir einen manuellen bead-release als effektiver darstellte, wurde
anschliefend mit diesem weitergearbeitet. Nach der Farbung im KingFisher Instrument wurden die

beads nach dem unter 2.2.2 beschriebenen Verfahren abgeldst.

2.2.7 Reduktion der storenden Leukozyten

Nach dem ersten Durchlauf mit spike-in Zellen stellte sich ein starker Hintergrund, bestehend aus
mononukledren 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 stérenden 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 Uberstinde aus
den Waschschritten im KingFisher Instrument sowie der finalen Proben erstellt. Hierzu wurde ein
Tropfen NucBlue pro 500 ul auf den Objekttrager gegeben und der Waschpuffer hinzugefiigt. Nach
einer Inkubation von 20 Minuten wurden die Objekttrager bei 800 g fiir 4 Minuten zentrifugiert,
danach wurde der Uberstand abgenommen und die Objekttriiger erneut bei 600 g fiir eine Minute
zentrifugiert. Nach Entnahme des Uberstands wurde die Probe mit einem Fettstift umrandet und
mit einem Tropfen Mounting Medium eingedeckelt. So stand sie fiir weitere Analysen unter dem

CellCelector zur Verfiigung.

2.2.9 Fiarbung im CellSearch Instrument

Zur Fiarbung 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 tiberfiihrt. Dieses wurde mit 6,5 ml CXC Puffer aufgefiillt und bei 800 g fiir 13
Minuten zentrifugiert. Nach einer einstiindigen Inkubation wurde der Komplex aus rVAR2 und
SpyCatcher-PE mit PBS auf 450 pul Gesamtvolumen aufgefiillt und in das CellSearch Instrument
gestellt. Nach Hinzugabe der Probe wurde das CXC-Protokoll im CellSearch Instrument
ausgefiihrt. 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.
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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 Férbung
der CTCs und dem CellTracks Analyzer 11 (B) zur Detektion dieser. (https://www.cellsearchcte.com/product-
systems-overview/cellsearch-system-overview) (24)

2.2.10 Whole Genome Amplification und Next Generation Sequencing

Zum Nachweis tumorspezifischer Mutationen in mittels rVAR?2 isolierten CTCs wurde die gesamte
DNA einzelner isolierter CTCs aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen mittels Amplil
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, iiber die mit spezifischen PCR-Primern die Fragmente linear amplifiziert
werden konnten. Die Integritit 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 fiir Mutationen, u.a. in den Genen P/IK3CA und ERBB2, mit genspezifischen Primern (s.
Tabelle 1) amplifiziert und mit einem Barcode versehen. Die anschlieende Sequenzierung wurde
auf einem MiSeq System (Illumina, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt (61). Als Negativkontrolle
fiir die PCR wurde eine zellfreie Losung verwendet, als Negativkontrolle fiir die Mutationsanalyse
wurden Leukozyten genutzt. Als Positivkontrolle wurden fiir 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.

17


https://www.cellsearchctc.com/product-systems-overview/cellsearch-system-overview
https://www.cellsearchctc.com/product-systems-overview/cellsearch-system-overview

Tabelle 1: Genspezifische Primer (61)

Forward Primer

Reverse Primer

PIK3CA 5’AAGACTCGGCAGCATCTCCAG | 5'GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGT
Exon 5 CATTTCCACAGCTACACCA 3’ TCTCCTAACCATCTGA 3’

PIK3CA 5’AAGACTCGGCAGCATCTCCAG | 5’GCGATCGTCACTGTTCTCCAATTT
Exon 10 GGAAAATGACAAAGAACAG 3’ TAGCACTTACCTGTGAC 3’

PIK3CA 5’AAGACTCGGCAGCATCTCCAT | 5'"GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTGGA
Exon 21 TGATGACATTGCATACATTCG 3" | AGATCCAATCCATTT 3’

ERBB2 5" AAGACTCGGCAGCATCTCCAG | 5'"GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGTC
Exon 8 GCTACATGTTCCTGATCTCC 3’ TGAGGAAGGATAGGA 3’

ERBB2 5’AGACTCGGCAGCATCTCCAA 5'GCGATCGTCACTGTTCTCCAACCTT
Exon 18 AGTACACGATGCGGAGACT 3’ CACCTTCCTCAGCTC 3’

ERBB?2 5’AAGACTCGGCAGCATCTCCAA | 5’"GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGTCT
Exon 19 TCCTCCTCTTTCTGCCCAG 3’ AGGTTTGCGGGAGTC 3’

ERBB?2 5’AAGACTCGGCAGCATCTCCAT | 5’GCGATCGTCACTGTTCTCCAGACAT
Exon 20 GGTTTGTGATGGTTGGGAG 3’ 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 Durchldufen werden die Ergebnisse in
Form von Mittelwert mit Standardfehler (Mean with SEM) dargestellt. Experimente mit n > 2

Durchldufen werden hier mit Mittelwert und Standardabweichung aufgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich verschiedener rVAR2 Chargen

Zunichst wurden verschiedene Chargen des rVAR2 Proteins verglichen. Die vorliegende Arbeit
zeigt auf, dass mit der Charge (MP3643) rVAR2 &dquivalente 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.
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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 erhohen, wurde das oben beschriebene indirekte Verfahren
(s. 2.2.1) verwendet — mit der Anderung, dass die Tumorzellen nach der Firbung mit CellTracker
Green fiir 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert wurden. Dabei wurde zuerst das
Spenderblut lysiert und mit CellTracker Green geférbte Tumorzellen eingespikt. Nach Zugabe des
rVAR2-SpyCatcher-Komplexes und mehreren Waschschritten wurden die magnetischen beads
hinzugefiigt, sodass die Probe in den KingFisher transferiert werden konnte. Dieser isoliert die
Zellen, an welche eine ausreichende Zahl von magnetischen beads iiber das rVAR2-Protein
gebunden ist. Fiir 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 Fiarbung 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 zusitzliche Inkubation nach CellTracker Green (CTG)
Fiarbung (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 durchgefiihrt,
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 %).
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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 durchgefiihrt, 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 %.
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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) durchgefiihrt. Dabei lieBen sich die in Abb. 11 dargestellten

Wiederfindungsraten ermitteln.
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Subyg triple-negativ HER2
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 grundsétzlich erfolgreicher detektiert als

luminale Zelllinien.

3.6 Ablosen magnetischer beads von den isolierten zirkulierenden Tumorzellen

Bei der Ablosung 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 gelost 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: Ablésen der beads mit Trypsin (n =2)

3.7 Reduktion der storenden Leukozyten

Bei der Farbung in den Sievewell Multiwell slides stellte sich ein storendes Hintergrundsignal dar,
verursacht von mitisolierten Leukozyten. Zur Reduktion der Leukozytenzahl wurden mehrere
Waschschritte im KingFisher Instrument durchgefiihrt. Die Waschschritte hatten keinen Einfluss
auf die Wiederfindungsrate der Tumorzellen (s. Abb. 13). Die Experimente wurden mit der
Zelllinie A549 durchgefiihrt und die Wiederfindungsrate lag bei allen drei getesteten Ansétzen im
Bereich von 80,0 %. In cyfospins aller Waschpuffer wurden Leukozyten nachgewiesen und das
Verfahren wurde fortan um zwei zusétzliche Waschschritte ergénzt. Mehrfaches Waschen fiihrte zu

einer Senkung der Leukozytenzahl, welche jedoch als nicht ausreichend erachtet wurde.
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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 durchgefiihrt. 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 %. Zusitzlich
konnte mittels cytospins (s. Abb. 15) nachgewiesen werden, dass mit niedrigeren rVAR2

Konzentrationen auch die Leukozytenzahl im Hintergrund abnimmt.
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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 2

200 nmol Probe 1 200 nmol Probe 2

Abb. 15: Beispielhafte cytospins von Proben mit verschiedenen rVAR2 Konzentrationen

Belichtungszeit: DAPI: 200 ms (x2 Verstarkungsfaktor), 10x VergroBerung;
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 Abhéingigkeit der eingesetzten Anzahl an Tumorzellen

Um nachzuweisen, dass mit dem etablierten Verfahren auch geringere Tumorzellzahlen als 500
Zellen pro 600 pl Probenmaterial isoliert werden konnen, wurden spike-in Experimente mit den
folgenden Zellzahlen durchgefiihrt: 5, 10, 50, 100 und 500 pro 600 pl. 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 pl 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.
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Abb. 16: Vergleich der Wiederfindungsraten bei verschiedenen Tumorzellmengen (n =1, je 2
Replikate)

3.9 Firbung und Ablosen der beads im KingFisher Instrument

Mit dem Ziel ein robustes Verfahren zu etablieren, wurde getestet, ob es moglich ist, die
Tumorzellen im KingFisher Instrument zu firben und die beads dort zu 16sen (s. 2.2.6). Bei der
Férbung im KingFisher Instrument gingen ca. 10 % der Tumorzellen verloren (s. Abb. 17). Das
Abldsen der beads unter den bei 2.2.6 genannten Gegebenheiten im KingFisher Instrument fiihrte
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 Abldsen mit Trypsin an
den fips 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 Farbung der Probe im KingFisher Instrument ca. 10% der
Zellen verloren gehen. Im Anschluss an die Farbung lieen sich die beads nur eingeschriankt von
den Zellen 16sen und auch eine Vorinkubation der fips mit PF10- und FCS-Losung ergab keine
Besserung (s. 4.2).
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Abb. 17: Wiederfindungsrate bei Fiarbung fiir CK, DAPI und CD45 im KingFisher Instrument (n =1,

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

FCS = fetal calf serum; PF10= protein —free blocking buffer 10% in phosphathaltiger Pufferlosung (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 30x10° bei 78,8 %, von 50x10° bei 53,2 %, von 100x10°
bei 42,8 % und von 200x10° bei 15,4 %.
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Abb. 20: spike-in Versuch in DLA (n = 3)

DLA = Diagnostische Leukapherese; WBC = white blood cell

Nach der Abnahme wurden DLA-Produkte zur spéteren 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 préparierten DLA-Produkte tiefgefroren. Dies
wurde einmalig durchgefiihrt, um den Einfluss des Einfrierens auf die Wiederfindungsrate der
Tumorzellen zu bestimmen. Dabei lag die Wiederfindungsrate bei einer Leukozyten Konzentration
von 30x10° bei 18,6 %, von 50x10° bei 12,4 % und von 100x10° 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 zugehorige klinische Daten
Nach Etablierung eines geeigneten Protokolls fiir die Verarbeitung von Patientenproben konnten

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

Tabelle 2: Patientenproben und detektierte zirkulierende Tumorzellen (CTCs)

Patienten-1D detektierte CTCs
Patient 1 8

Patient 2 0

Patient 3

verarbeitet mit 200nmol rVAR?2 12

verarbeitet mit 100nmol rVAR?2 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 Verstarkungsfaktor), DAPI:
50 ms (x8 Verstarkungsfaktor), CD45 CyS5: 500 ms (x8
Verstdrkungsfaktor), WeiBler Balken = 50 um

CDA45= Cluster of differentiation 45; CK= Zytokeratin; Cy5 = Cyanin 5;
DAPI= 4',6-Diamidin-2-phenylindol; TRITC: Tetramethylrhodamine
Die Bilder wurden bei 40x Vergroferung im CellCelector aufgenommen.
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Tabelle 3: Information zu den Augusta Patientinnen (Teil 1)

Proben- Alter bei Blutgruppe | Histologie | Subtyp Grading
ID Blutentnahme
Patient 1 54 A Rh - NST luminal 2
Patient 2 65 A Rh+ invasiv luminal 2
lobular
Patient 3 68 A Rh - NST TNBC 3
Patient 4 72 BRh+ 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 = friple-
negative breast cancer

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

Proben- Tumor Nodal Status bei M Status im Verlauf der
ID Grofie, T Erstdiagnose, N Erkrankung, Metastasen
Patient 1 T2 N2 Ml
(ossédr/lymphogen/hepatisch)
Patient 2 cT4c cN+ M1
(ossér/lymphogen)
Patient 3 pT2m pNO M1
(pulmonal/hepatisch)
Patient 4 T2 N2 Ml
(ossar/Knochenmark)
Patient 5 pT2 pNO M1
(pulmonal)
Patient 6 cT4d cNO M1
(ossdr/lymphogen)

Legende: ¢ = klinisches Stadium, p = pathologisches Stadium, m = Multiple Tumore der gleichen Region, T2
= 2-5cm, T4c = Befall der Brustwand und Haut, T4d = entziindliches 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
WGA und Multiplex PCR-basierter

exemplarisch krebsspezifische Mutationen mittels

Sequenzierung bestimmt (s. 2.2.10).

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

Proben ID Anreicherung | Cell ID
Zellfreie
Negativkontrolle
WBCs
- g 1 21%
> A 2 24%
= °
S 3 0%
1 51%
2 51%
o S 3 52% | 40%
£
2 S 4 34% | 32%
s_,z - 3 5 49% | 36%
-fgf 6 51% 35%
~ 7 50%
% 1 37% 31%
> 2 55%
1 48%
§ 2 52%
) ]
S 2 3 35%
g 5 j
= @) 4
8 <
g S
& o 1
< 2 36%
2
3 i

Legende:

farbige Felder = Die Prozentzahlen geben die Frequenz des mutanten Allels an; weifle 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 ERBB?2 sind fir das Mammakarzinom typisch (s. Tabelle 5). Der Nachweis identischer
krebsspezifischer Mutationen in den mit unterschiedlichen Verfahren angereicherten Zellen ist ein

Beleg dafiir, dass es sich bei den mit rVAR2 angereicherten Zellen um CTCs handelt.
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3.13 Firbung im CellSearch Instrument

Um auch bei CTCs aus Patientenproben im CellSearch Instrument bestimmen zu kdnnen, ob diese
rVAR2-positiv oder -negativ sind, sollte eine Methode zur Férbung von CTCs im CellSearch
Instrument entwickelt werden. Dazu wurden MCF-7 Zellen mithilfe des SpyCatcher-PE fiir rVAR2

im CellSearch Instrument gefarbt.

Wird mehr als ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, kann es zu einem Uberstrahlen (,,bleed-
through*) kommen, dabei kénnen Farbungen aus dem CK-DiOC-Farbkanal im PE-Farbkanal
erfasst werden (62,63). Daher wurden zur Kontrolle MCF-7 Zellen ohne Féarbung fiir rVAR2 im
CellSearch Instrument aufbereitet (s. Abb. 22). Diese MCF-7 Zellen fiihrten nicht zu einem
positiven Signal im PE-Farbkanal. So konnte ein Uberstrahlen des CK-DiOC Farbkanals auf den
PE-Farbkanal ausgeschlossen werden und der PE-Farbkanal fiir den rVAR2-Nachweis genutzt
werden. Mit den unten dargestellten rVAR2-Farbungen im PE-Farbkanal (s. Abb. 23) wurde der
Nachweis erbracht, dass der PE-Farbkanal fiir den rVAR2-Nachweis genutzt werden kann und

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

Merge CK DAPI CD45 PE

-
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Abb. 22: MCF-7-Zellen im CellSearch ohne Firbung fiir rYAR2 (n=1)

Belichtungszeiten: CK-DiOC = 800 ms, DAPI = 30 ms, CD45-APC = 600 ms, r'VAR2-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 r'VAR2
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-Farbung abgegrenzt werden.

Merge CK DAPI CD45 rVAR2

MCF7-Zellen

Leukozyt

Abb. 23: Farbung 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; tVAR2 = 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 moglich ist, mittels
rVAR2CSA CTCs aus Blutproben von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom (liquid

biopsy) zu isolieren und fiir weitergehende molekulare Analysen zugénglich zu machen.

Ein Grund fiir die hohe Letalitdt des Mammakarzinoms ist die extreme Heterogenitit des Tumors
(2). Aufgrund dessen ist eine molekulare Analyse des Tumors zur Erstellung der bestmoglichen
Therapie unerlésslich. In dem Kontext ,,personalisierte Medizin“ konnten in Zukunft besonders
CTCs eine wichtige Rolle spielen. Sie konnen sowohl fiir die Charakterisierung des Tumors und
der Metastasen, als auch der damit verbundenen Therapie einschlieBlich der Bestimmung des

Metastasierungspotenzials genutzt werden (11).

Der Goldstandard fiir die Isolation von CTCs ist das CellSearch System. Dieses System beruht auf
der Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen mittels des Oberflachenproteins EpCAM. Die
klinische Anwendbarkeit des CellSearch Systems zur Abschitzung der Prognose bei
Krebspatienten/-innen wurde von der FDA fiir das metastasierte Prostata-, Mamma- und
Kolorektalkarzinom  zertifiziert. Mittels spezifischer ~Antikérper und entsprechender

Fluoreszenzmikroskopie werden die isolierten Zellen als CTCs identifiziert.

CTCs konnen eine sehr heterogene Population darstellen mit Variationen im Bereich von
Oberflachenmarkern und Morphologie, insbesondere der Grofle. Aufgrund dessen bedarf es neben
der CellSearch-Technologie weiterer Verfahren zur Detektion und Isolation zirkulierender
Tumorzellen. Ein grofBer Nachteil des aktuellen Goldstandards besteht darin, dass nur EpCAM-

positive CTC-Subpopulationen isoliert werden.

Der Bedarf an EpCAM-unabhéngigen Methoden ist hoch, daher gibt es weitere Verfahren zur
Detektion von CTCs (64,65). Diese werden in ,,markierungsabhingige™ und ,,markierungsfreie*
Verfahren unterteilt. Bei der positiven Selektion im Rahmen der markierungsabhéngigen Detektion
von CTCs wird auf Oberflichenmarker zuriickgegriffen. Neben dem bereits genannten EpCAM
wurden auch Methoden etabliert, bei welchen z.B. HER2-spezifische Antikorper (66) zum Einsatz
kommen. Auch Antikorper-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 Antikorper-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 Oberflichenmarker 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 mononukledrer Zellen und CTCs (72). Die Leukapherese
ist ein geeignetes Verfahren, um hohe Mengen an CTCs anzureichern, sie ermdglicht den

Vergleich verschiedener CTC-Isolationstechniken (73-75).

Das von Salanti et al. beschriebene Protein VAR2CSA, welches zunédchst auf Malaria-infizierten
Erythrozyten nachgewiesen wurde, stellt einen mdglichen neuen Ansatz zur Isolation von CTCs
dar. VAR2CSA bindet an Tumorzellen hidmatopoetischen, epithelialen und mesenchymalen
Ursprungs (26). Agerbzk et al. beschrieben erstmalig den Einsatz von rekombinantem VAR2CSA
zur Isolation von CTCs. Sie haben publiziert, dass r'VAR2 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 durchgefiihrt.
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) beriicksichtigt und es wurde mit entsprechend
angepassten rVAR2-Konzentrationen gearbeitet. Die funktionelle Aquivalenz 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 fiir 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 Farbung mit CellTracker Green fiir 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 Firbung 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 fiihrt ein vergleichbares Vorgehen nicht zu einer Steigerung der Wiederfindungsrate.
Vielmehr lésst sich die Aussage treffen, dass eine schnellere Bearbeitung der Proben ohne eine

Inkubationsphase zu einer hoheren Wiederfindungsrate an Tumorzellen fiihrt.

spike-in vor Erythrozyten-Lyse im Vergleich zur Dichtegradienten-Zentrifugation

Um den Verlust von Tumorzellen bei der Entfernung der Erythrozyten mdglichst gering zu halten,
wurde der Einsatz von Erythrozyten-Lyse-Puffer mit dem Dichtezentrifugationsverfahren (Ficoll)
verglichen. Dabei fiihrte der Erythrozyten-Lyse-Puffer zu einer hheren Wiederfindungsrate als das
Ficoll-Verfahren. Zwei von sechs Proben zeigten am Ende des Ficoll-Experiments
Verklumpungen. Dies erkldrt moglicherweise die geringe Wiederfindungsrate von <1 %. Die
Wiederfindungsrate lag im Durchschnitt der drei Dichtezentrifugationsversuche bei 36,3 %, unter
Berticksichtigung 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
durchgefiihrt. Sand et al. arbeiteten bei ihrer Analyse von Blutproben ebenfalls mit einem
Erythrozyten-Lyse-Puffer (45). Mdgliche Griinde fiir 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-Losung, 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,
MCEF-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
mogliche Erkldrung fiir die Abweichung der Wiederfindungsraten, ebenso wie eventuelle
Unterschiede in der Expression des rVAR2 bindenden Zielmolekiils. Aufgrund der geringen
Anzahl der Versuche sind die Abweichungen statistisch nicht signifikant und zeigen
ibereinstimmend eine Wiederfindungsrate von iiber 90 % bei der humanen kolorektalen

Tumorzellinie Colo 205.

Die indirekte Methode funktioniert besser als die direkte Methode. Dies kann damit erklért werden,
dass freies r'VAR2 einen besseren Zugriff auf ofCS hat als an beads-gebundenes rVAR?2 (45).

Der Vergleich verschiedener Mammakarzinomzelllinien zeigt, dass mit triple-negativen Zelllinien
hohere Wiederfindungsraten erzielt werden im Vergleich zu Tumorzelllinien luminalen Ursprungs.
Eine mogliche Erklarung fiir diesen Befund konnten neben der Expressionsdichte auch Variationen
im rVAR2-bindenden Zielmolekiil, dem onkofetalem Chondroitinsulfat, der unterschiedlichen
Zelllinien sein, als auch andere rVAR2 bindende Zielmolekiile. 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 erhohte EpCAM-

Expression ging mit einer geringeren Uberlebensrate einher (78). In einer retrospektiven Studie

40



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 erhdhte Anzahl von CTCs ging mit einem erniedrigten Uberleben einher (79,80). Trotz
einer relativ hohen EpCAM-Expression war die CTC-Ausbeute mittels EpCAM relativ gering. Die
hier beschriebene rVAR2-basierte Methode konnte insbesondere bei triple-negativen Patienten eine

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

Ablosen magnetischer beads von den isolierten CTCs

Zum Ablosen 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 kdnnte 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 auflosen (26). Zusétzlich wurde die Nutzung von D-Biotin oder D-Desthiobiotin
zur Abldsung magnetischer Biotin-bindender beads beschrieben (81). D-Desthiobiotin ermoglicht
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 Abldsen der magnetischen beads von den CTCs sind wichtig, da
Trypsin bei ldngerer Anwendung und/oder hoherer Konzentration die Oberflichenproteine auf der

Zellmembran schadigt (83). Dies behindert die Farbung der Oberflichenproteine (83,84).

Reduktion der storenden Leukozyten

Eine Reduktion der stérenden Leukozyten konnte u.a. durch eine Reduktion der eingesetzten
rVAR2-Konzentration erreicht werden. Der Vergleich der Konzentrationen von 100 nmol mit
200 nmol rVAR? in einer Patientenprobe lie3 keine eindeutige Schlussfolgerung zu. Tendenziell
zeigte der Vergleich dquivalente 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 Abhéingigkeit der eingesetzten Anzahl an Tumorzellen

Bei einer geringeren Anzahl an Tumorzellen im Probenansatz wurden hohere Wiederfindungsraten
erreicht als bei einer hoheren 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

41



unterschiedlichen Subtypen, 88 % der Patientinnen hatten in der CellSearch-Analyse in einem
Blutvolumen von 7,5 ml < 10 CTCs (18). Die hohere Wiederfindungsrate bei einer geringeren
Anzahl an Tumorzellen ldsst sich moglicherweise damit erkldren, dass die Menge an freiem rVAR2

bei héheren Zellzahlen limitiert ist.

Firbung und Ablésen der beads im KingFisher Instrument

Bei der Farbung im KingFisher Instrument konnten die Tumorzellen nicht von den anhaftenden
beads abgegrenzt und beurteilt werden, da die beads zu einer starken Hintergrundfluoreszenz
fiihrten. 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 Féarbung der Zellen (81). Sie
testeten flinf verschiedene magnetische beads (Dynabeads FlowComps, Dynabeads CELLection,
GE Healthcare Sera-Mag SpeedBeads streptavidin-blocked magnetic particles, Dynabeads M-270s,
Dynabeads M-280s) und fiinf verschiedene Marker bzw. Farbkanédle (DAPI, Androgen Rezeptor,
EpCAM, CK, Blindfield). Alle von ihnen getesteten beads zeigten Autofluoreszenzen, welche je
nach Farbkanal in ihrer Intensitit variierten (81). Daher besteht die Notwendigkeit, ein Verfahren
zur Ablosung der beads zu etablieren. Das Ablosen der beads mit Trypsin im KingFisher
Instrument fiihrte 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 Losungen vorinkubiert. Keine der
getesteten Inkubationslosungen fithrte zu einem zufriedenstellenden Ergebnis. Aufgrund dessen
wurden die beads nach der Farbung im KingFisher Instrument manuell abgelost (s. 2.2.2). Die
beads lieBen sich nach der Farbung im KingFisher Instrument nur eingeschriankt mit Trypsin von
den Zellen 16sen. Eine mogliche Ursache dafiir kdnnte die vorherige Fixierung der Zellen mit
Formalin darstellen. Formaldehyd denaturiert in einer nicht umkehrbaren Reaktion Proteine, sodass

vermutlich auch die Angriffsstelle fiir Trypsin verdandert wird (87).

spike-in Experimente in DLA-Produkten

Die Qualitit der DLA-Produkte beeinflusste die Wiederfindungsrate. Dabei kam es moglicherweise
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

diesbeziiglich unauffillig.

Die in 3.10 beschriebenen Ergebnisse des Versuches mit aufgetauten DL A-Produkten weichen von
den Ergebnissen der Spike-in Versuche aus frischen DLA-Produkten (s. Abb. 20) deutlich ab.
Ungenauigkeiten beim Hinzufiigen der Tumorzellen kdnnen nicht ausgeschlossen werden. Bessere
Ergebnisse mit frischen DLA-Produkten gegeniiber gefrorenen DLA-Produkten erscheinen

zundchst nicht iiberraschend, da ein Gefrier-Tau-Zyklus grundsitzlich zu Zellschdadigungen mit
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Freisetzung von lytischen Enzymen fiihren kann. Da eine Anwendung auch in gefrorenen Proben
wiinschenswert 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 weiterfilhrende molekulare Analyse der
Einzelzellen ermoglicht. 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. Agerbak
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). Agerbak et al.
arbeiteten mit einer Resuspension der Tumorzellen in RPMI Medium. Zusitzlich 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,
Agerbak 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
héhere Wiederfindungsraten erzielt. AuBerdem war der FEinsatz des KingFisher-Instruments
kosteneffizienter und erlaubte einen hoheren Durchsatz (88). Zusétzlich verwendeten Agerbak ef
al. wesentlich groBlere CELLection™ Biotin Binder Dynabeads® mit einem Durchmesser von
4,5 um und unternahmen keinen Ansatz zum Abldsen 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 um. AuBlerdem kann
die Ubertragung der Zellen im vorliegenden Verfahren auf Sievewell Multiwell slides zu einem
Verlust von Zellen fiihren. In mehreren unabhéngigen 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 Kanilen (57). Agerbak et al. nutzen ein
konfokales Laserscanning-Mikroskop. In der Konfokalmikroskopie wird im Vergleich zur
normalen Fluoreszenzmikroskopie die Zelle nicht in ihrer Génze 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 Auflosung (89). In der Konfokalmikroskopie kann bei der Bestimmung der CTC-Zahl
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die kontrastreichste Ebene gewdhlt werden, welche eine Darstellung der Zellen ohne storende

Signale der beads ermoglicht.

Whole Genome Amplification und Next Generation Sequencing

Die WGA ist eine Methode zur Vervielfiltigung 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 erklaren. 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 Allelausfillen (,,drop outs*) kommen.
Dabei konnen durch apoptosebedingte DNA-Degradation oder durch die Fixierung der Zellen
Allele verloren gehen. Zudem ist es moglich, dass den Primern wéihrend der Amplifikation nicht

alle Allele zugénglich sind.

Bei der Patientenprobe 4 féllt 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 mogliche Heterogenitit innerhalb der CTC Population hin. Ein Verlust beider Allele

im Rahmen der Amplifikation ldsst sich allerdings nicht sicher ausschlieB3en.

Die analysierten Mutationen in den Sequenzen von PIK3CA und ERBB2, sind fiir das
Mammakarzinom typische Mutationen. Der PI3K-Signalweg ist essenziell fiir verschiedenste
zelluldre Funktionen wie Proliferation, Wachstum und Uberleben. Aktivierende Mutationen in
PIK3CA spielen eine relevante Rolle in der Entstehung und Progression des Mammakarzinoms
(92,93). ERBB?2 ist das kodierende Gen fiir HER2. HER2 ist ein epidermaler Wachstumsfaktor. Der
Nachweis einer Uberexpression von HER2 wird mit einer erhdhten Invasivitit, Progression und

Metastasierungstendenz des Mammakarzinoms in Verbindung gebracht (94).

Farbung im CellSearch Instrument

Die unter 3.13 beschriebenen Ergebnisse wurden mit MCF-7 Zellen gewonnen. Mithilfe der
ungefirbten MCF-7 Zellen konnte ein Ubersprechen des CK-DiOC Farbkanals auf den PE-Kanal
ausgeschlossen werden. Auf dieser Grundlage sollte eine Ubertragbarkeit des Firbeprotokolls im
CellSearch Instrument von dem Zellkulturansatz auf Patientenproben ohne nennenswerte Anderung

mdglich sein.
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4.3 Potentieller Einfluss der Blutgruppe

VAR?2 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 geschiitzt. Goel et al. gelang es dabei den Mechanismus
des Schutzes der Blutgruppe O herauszufinden. Sie erbrachten den Nachweis, dass Plasmodium
falciparum in infizierten Erythrozyten fiir 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 kreisformig um eine zentrale Zelle anordnen. Goel ef al. konnten nachweisen, dass
das RIFIN Protein stark an die Oberfliche von Erythrozyten der Blutgruppe A bindet und nur
schwach an die der Blutgruppe 0 (96). Andere Arbeiten zeigten, dass die GroBe 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 Oberflichenexpression 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 Verfliigung. Aussagen iiber Blutgruppen-abhingige
Erfolgsrate der CTC-Isolation sind daher nicht moglich. Diese Thematik konnte fiir zukiinftige

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 eingeschrankten Verfligbarkeit von
klinischen Proben noch gering. Um valide Aussagen iiber 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 weiterfithrende Experimente leiten sich aus den hier beschriebenen Ergebnissen ab. Es
sollten massenspektrometrische Analysen rVAR2 bindender Proteine auf der Oberfliche der
verschiedenen Mammakarzinomzelllinien zur Bestimmung moglicher Variationen des
Zielmolekiils onkofetales Chondroitinsulfat durchgefiihrt werden. AuBlerdem besteht die
Moglichkeit, dass rVAR2 neben ofCS auch an weitere Oberflichenmolekiile von Tumorzellen
bindet. Insbesondere der Vergleich luminaler gegeniiber triple-negativer
Mammakarzinomzelllinien ist diesbeziiglich von Interesse. Versuche mit einer geringeren rVAR2
Konzentration als 200 nmol in Patientenproben sollten ergdnzt werden. SchlieBlich sollten spike-in

Experimente mit aufgetauten DLA-Produkten durchgefiihrt 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 stérenden
Leukozyten mittels negativer Selektion oder deren Ausblendung mittels Konfokalmikroskopie. Die
Anwendung eines konfokalen Mikroskops reduziert storendes Streulicht und Hintergrundsignal auf
der einen Seite signifikant (27). Auf der anderen Seite steht ein solches Instrument in vielen

Laboren nicht zur Verfiigung.

Um in Zukunft eine moglichst heterogene Subpopulation von CTCs isolieren zu konnen, 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 Verdnderungen in den Glykosaminoglykanen oder anderen Komponenten der
Glykokalyx die Detektion und Isolation einer heterogeneren Subpopulation von CTCs ermdglichen

sollte (100).

Mit einer weiteren Optimierung der Sensitivitit und Spezifitit 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 gegeniiber der klassischen

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

personalisierten Medizin.
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Materialliste
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PBS Puffer Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
RPMI Medium Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

Pierce Protein-Free Blocking
Buffer
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Fluorescence Mounting
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(Verdiinnung 1:20)

CD45 (35-26) Alexa Flour
647

(Verdiinnung 1:25)

CK ALL: Pan Cytokeratin
Antikorper Cocktail TRITC
lot: 19014CS-6229
(Verdiinnung 1:200)
Trypsin

FCS

rVAR2

SpyCatcher

Thermo Fisher Scientific

Zentralapotheke
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Dako

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Santa Cruz Biotechnology

Aczon SRL

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Var2 Pharmaceuticals

Var2 Pharmaceuticals
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Diisseldorf, Deutschland
Saint Louis, MO, USA
Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA
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Saint Louis, MO, USA
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Waltham, MA, USA

Dallas, TX, USA

Bologna, Italien

Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA
Kopenhagen, Danemark

Kopenhagen, Danemark



Geriate/Materialien

Hersteller
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Megafuge 16R

Pipetten

Protein LoBind Tubes
EDTA Roéhrchen

Falcon

SepMate™ PBMC Isolation
Tube

KingFisher®

MoFlo XDP

Stuart Rotator SB3
CellCelector®
CellSearch®

Celltrack Analyzer II ®
Rotofix 32A

Beckman GS-15 Zentrifuge
Hybaid Shake n’Stack
Hybridisierungsofen
Sievewell Multiwell Slides
Waage

Zahlkammer Neubauer
Improved 0,1mm Tiefe
MiSeq-System

Axioplan 2 Mikroskop

Kits

Thermo Fisher Scientific
eppendorf

eppendorf

Becton Dickinson
Greiner

Stemcell

Thermo Fisher Scientific
Beckman-Coulter

Stuart
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Menarini Silicon Biosystems
Menarini Silicon Biosystems
Hettich

Hyland Scientific

Thermo Fisher Scientific

Tokyo Ohka Kogyo Co. Ltd.
Mettler Toledo

Paul Marienfeld GmbH Co
Kg.

[llumina

Zeiss

Hersteller

Waltham, MA, USA
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Franklin Lakes, NJ, USA
Kremsmiinster, Osterreich

Ko6lIn, Deutschland

Waltham, MA, USA
Brea, CA, USA
Staffordshire, UK

Jena, Deutschland
Bologna, Italien
Bologna, Italien
Tuttlingen, Deutschland
Stanwood, WA, USA
Waltham, MA, USA

Kawasaki, Japan
Columbus, OH, USA
Lauda-Ko6nigshofen,
Deutschland

San Diego, CA, USA
Oberkochen, Deutschland

Ort

Amplil WGA Kit
Ampli 1 QC Kit

Menarini Silicon Biosystems

Menarini Silicon Biosystems
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Anhang

1. Aufklirungsbogen der Augusta-Studie
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Identifikation neuer Biomarker zur Verbesserung der Genauigkeit (iblicher
Diagnoseverfahren sowie prognostischer und pradikativer Faktoren bei Brustkrebs

AUGUSTA

Sehr geehrte Patientin,

die steigende Lebenserwartung weltweit ist im Wesentlichen durch die Fortschritte in
der Medizin bedingt. Krankheiten kdnnen rascher diagnostiziert und wesentlich
schonender behandelt werden. Allerdings sind diese und weitere Fortschritte nur
durch wissenschaftliche Untersuchungen méglich. Dabei werden neue diagnostische
und therapeutische Verfahren (berpriift, aber es missen auch an gesundem und
krankem Gewebe wissenschaftliche Untersuchungen durchgefilhrt werden, um
Krankheiten besser zu erkennen und neue Therapien entwickeln zu kénnen. Dazu
sind Wissenschaftler auf Patienten angewiesen, die sich bereit erklaren, Gewebe bzw.
Blut fir wissenschaftliche Untersuchungen zur Verfligung zu stellen.

Im Zuge Ihrer Behandlung in der Frauenklinik ist zur geweblichen (histologischen)
Sicherung bei Ihnen eventuell eine Stanzbiopsie der Brust nétig, bei der erkranktes
oder verddchtiges Gewebe zur weiteren Untersuchung teilweise entfernt wird, oder
Sie haben sich als gesunde Kontrollperson gemeldet, in diesem Fall wird bei lhnen
lediglich Blut abgenommen. Das aus der Brust entfernte Gewebe wird dann im
Weiteren durch einen Pathologen feingeweblich untersucht. Allerdings benétigt der
Pathologe haufig nur ein kleines Gewebeareal, um eine exakte Diagnose stellen zu
konnen. Das berschiissige Gewebe ist fiir die Diagnosestellung nicht mehr nétig,
konnte jedoch fiir weitere wissenschaftiiche Untersuchungen zur Verfiigung stehen.
Dieses Gewebe, sowie gegebenenfalls eine zusatzliche Gewebeprobe die ebenfalls
im Rahmen der diagnostischen Stanzbiopsie mit entnommen wird, mdchten wir gerne
sammeln, um daran wissenschaftliche Untersuchungen vornehmen zu kdnnen. Dabei
wird der Eingriff, der bei lhnen ansteht, keinesfalls in unangemessener Weise
ausgedehnt, sondern gegebenenfalls bei liegender Hohinadel (es erfolgt kein emeuter
Hauteinstich) wird tiber diese weiteres Tumorgewebe mit der Stanznadel entnommen.
Als weitere studienbezogene MalRnahmen benétigen wir lediglich eine Blut- und
Urinprobe von Ihnen zum Zeitpunkt vor der Gewebeentnahme sowie (wenn
mdglich) zum Termin der Ergebnisbesprechung etwa eine Woche spéter und
nach 12 und 24 Monaten. Bei gesunden Kontrollpersonen sind keine weiteren
Nachuntersuchungen oder Blutentnahmen vorgesehen.

Zusétzlich zu der Aufbewahrung der Blut-/Urin und Gewebeprobe mdchten wir aus
lhrer  Krankenakte zentrale Behandlungsdaten (insbesondere Diagnose,
Therapiedaten, etc.) entnehmen und gesondert fiir die Gewebebank speichem.
Sowohl die Proben als auch die zentralen Behandlungsdaten werden nicht mit lhren
Personalien (Name, Adresse, vollstandiges Geburtsdatum) gespeichert, sondern unter
einem Code. Den Code kdnnen nur die Biobank-Verantwortlichen (Prof. Janni, Dr.
Niederacher, Hr. Hepp) Ihren Personalien zuordnen.
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Was geschieht nun mit Inrem Gewebe?

Ein Teil des entnommenen Gewebes wird sofort bis auf -80°C in flissigem Stickstoff tiefgefroren und in
einem Kihlautomaten gelagert. Das Gewebe ist somit fast unbegrenzt haltbar. Im Weiteren kénnen
dann wissenschaftliche Untersuchungen damit durchgefiihrt werden. Im Blut wird nach verstreuten
Tumorzellen gesucht. Dariiber hinaus werden Umweltstoffe (wie Metalle), Erbgut-(DNA und RNA)-
Veranderungen, und Eiweimolekile im Blut, Urin und im Gewebe bestimmt, die im Verdacht stehen
das Brustkrebsrisiko zu beeinflussen. Im Rahmen der genetischen Analyse lhres Gewebes wird
eventuell auch ein so genannter ,Whole genome scan” durchgefiihrt werden. Hierbei wird das gesamte
Erbmaterial systematisch auf Verdnderungen hin untersucht, um somit genetische Varianzen zu
identifizieren, die z.B. das Risiko fiir eine Brustkrebserkrankung erhdhen kénnen. All diese Analysen
haben keinen direkten Einfluss auf die weitere Therapie bei Ihnen und dienen nicht der Diagnostik in
ihrem individuellen Fall, sie dienen vielmehr der Forschung und Grundlagenforschung, in der Hoffnung
fir die zukiinftige Diagnostik und Behandlung bei Brustkrebs Fortschritte zu erzielen. Bitten haben Sie
daher Verstandnis, dass wir keine Auskiinfte (iber einzelne Ergebnisse der an lhrem Gewebe/Blut
durchgefiihrten Untersuchungen geben konnen. Sie sind aber herzlich dazu eingeladen, sich
jederzeit nach dem Verbleib Ihres Gewebes/Blutes und nach den Ergebnissen der
wissenschaftlichen Untersuchungen zu erkundigen.

Wer hat Zugriff auf das Gewebe bzw. ihre Daten?

Prinzipiell haben nur Wissenschaftier und Arzte der Universitatsfrauenklinik Diisseldorf Zugriff auf das
mit dem Code versehene Gewebe und die entsprechend codierten Krankheitsdaten. Die
Verantwortlichkeit fiir die Proben und die erfassten Daten liegt beim Direktor der Universitatsfrauenklinik
Dusseldorf. Die Datenerfassung erfolgt zum einen handschriftlich (zur Vermeidung des Datenverlustes
bei Problemen mit technischen Datenerfassungssystemen), zum anderen computergestiitzt. Die Daten
sind im molekularbiologischen Labor der Universitatsfrauenklinik unter Verschluss. Zugang zum Labor
haben nur Wissenschaftler und Arzte der Klinik. Fiir weitere, spezielle Untersuchen gemaR dem
Studienprotokoll, die in Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen (Universitdt Erlangen,
Universitétsklinikum Tlbingen, Minchen und Aachen) erfolgen sollen, werden die Proben und
Krankendaten ohne Ihre Personalien und ohne Code weitergegeben. Einen Zugang zu Ihrer
personenbezogenen Krankenakte haben ausschliellich einzelne Wissenschaftler der Frauenklinik des
Universitétsklinikums Disseldorf und nur sofern dies fiir dieses konkrete Forschungsprojekt erforderlich
ist. Eine gewerbliche Nutzung der spateren wissenschaftlichen Daten bzw. Patentanmeldungen sind
nicht geplant, aber prinzipiell nicht auszuschlieBen. Anspruchsrechte Ihrerseits in diesem
Zusammenhang kdnnen nicht berlicksichtigt werden.

Freiwilligkeit:

Die Bereitschaft |hr Blut, lhren Urin und Ihr Gewebe fiir wissenschaftliche Zwecke zur Verfligung zu
stellen, kdnnen Sie selbstverstandlich jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne persénliche oder
medizinische Nachteile zurlickziehen. Dann werden sowohl die Proben, als auch ihre personlichen
Daten vernichtet, sofern nicht gesetzlich anderweitig festgelegt. Falls Sie Informationen zu den mit
Ihrem Gewebe durchgefiihrten Untersuchungen wiinschen, kann dies durch eine Anfrage (ber die o.g.
Adresse erfolgen. Fiir weitere Fragen stehen wir Ihnen gerne jederzeit in einem persénlichen Gesprach
zur Verfiigung. Ein Entgelt fiir die Uberlassung Ihrer Blut- und/oder Gewebeproben erhalten sie nicht.
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Mdgliche Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen:

Es entstehen (ber das spezifische Risiko des geplanten Stanzbiopsieeingriffes hinaus, ber das Sie Ihr
Arzt bereits informiert hat, keine zusatzlichen Risiken durch die Gewebeentnahme, da im Rahmen der
regularen Stanzbiopsie (iber die bereits platzierte Hohinadel (kein zusatzlicher Hauteinstich) je nach
TumorgréBe und Struktur 1-2 weitere Stanzzylinder von 1-2mm Durchmesser enthommen werden. Es
werden somit statt der routineméaRigen 5 Stanzzylinder insgesamt 6-7 Stanzzylinder entnommen.
Unabhangig von der Studie ist jede Stanzbiopsie mit Risiken behaftet, (iber die Sie gesondert augeklart
werden oder schon augeklart worden sind. Zusammenfassend besteht wie bei jedem Eingriff die Gefahr
einer Blutung, Nachblutung mit Hamatom-(Bluterguss-) Bildung, einer Infektion oder einer
Wundheilungsstérung. In manchen Fallen kann auch die Wiederholunjg des Eingriffs notwenig werden,
sollte kein reprasentativer Teil des abzuklérenden Befundes getroffen werden. Die Dauer des Eingriffes
sowie die verbunden Risiken wie Verletzungen oder Nachblutungen werden durch die zusatzliche
Gewebeentnahme lediglich minimal erhéht, weitere Risiken kommen nicht hinzu. Die Risiken durch die
Blutentnahme sind ebenfalls sehr gering und beschrénken sich auf seltene Komplikationen wie bei jeder
routinemafigen Blutentnahme (z.B. Bluterguss oder leichte Schmerzen an der Einstichstelle, sowie sehr
selten Nervenverletzung oder versehentliche arterielle Punktion).

Versicherung:
Da Ihnen keine erheblichen gesundheitlichen Risiken tiber den im Rahmen Ihrer Behandlung geplanten

Eingriff hinaus entstehen, ist eine zusatzliche Versicherung nicht erforderlich.

Falls Sie mit der Aufbewahrung und weiteren wissenschaftlichen Untersuchung Ihres Gewebes
einverstanden sind, sollite die beiliegende Einverstandniserklarung von Ihnen unterzeichnet werden.
Eine Kopie wird zum Verbleib bei lhnen ausgehandigt. Wir danken Ihnen fiir Ihre Bereitschaft und Ihr
Verstandnis.

Fragen beziiglich der Studie:

Sie haben das Recht, sich jederzeit tiber den aktuellen Stand dieser Studie zu informieren und erhalten
auf Nachfrage auch jederzeit Neuinformationen, die sich im Laufe der Untersuchung ergeben. Falls Sie
irgendwelche Fragen zu dieser Studie haben, so wenden Sie sich bitte an Ihren Priifarzt:

ErallHe{DE) s s e

Oder den Leiter der Studie: Frau Univ.-Prof. Dr. med. Tanja Fehm

Anschrift: Frauenklinik Universitétsklinikum Diisseldorf
Moorenstr. 5 40225 Diisseldorf
Studienzentrale Tel: 0211 81 17550
Brustzentrum  Tel: 0211 81 16644
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