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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist bekannt fir seine frihe Iymphogene und hamatogene
Metastasierung, sodass schon bei der Erstdiagnose mdglicherweise eine systemische
Erkrankung vorliegen kann und zirkulierende Tumorzellen (CTCs) im peripheren Blut
nachweisbar sind. Cristofanilli et al. (2004) erlauterten im Rahmen einer prospektiven Studie,
dass bei Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs ein Nachweisvon mehrale 5 CTCin7.5
ml Blut mit einem signifikant kirzeren Uberleben korreliert (1). Diese Tumorzellen sind eine
sehr heterogene Population von Tumorzellen und weisen unterschiedlichste Eigenschaften
auf. Ein besseres Verstandnis dieser heterogenen CTC-Biologie erméglicht die Entwicklung
prognostischer und pradiktiver Marker, die Auswahl der optimalen individuellen Therapie und

somit auch die Prognose von Mammakarzinom-Patientinnen zu verbessem (2, 3).

Durch die Kombination der Vorteile des CellSearch®-Systems, des VyCap- und ISET-Filters
und des CellCelector-Systems konnte ein Verfahrensprotokoll entwickelt werden, welches die
Detektion, Isolierung und Charakterisierung EpCAM-positiver und -negativer CTCs als
Einzelzellen bei Blutproben von Mammakarzinom-Patientinnen ermdaglicht.

Insgesamt konnten mit dem neu entwickelten Arbeitsweq zur Einzelzellisolierung bei 32
Patientinnen 1038 CTCs detektiert und 893 dieser nach dem Transfer der Probe durch den
CellCelector wiedergefunden werden. Dies entspricht einer Transfer- und Detektionseffizienz
von 86 9%. AnschlieBend konnten 98 9%, also 872 CTCs, in PCR Tubes oder auf Objekitrager
als Einzelzellen abgelegt werden. Zur immunzytochemischen Charakterisierung der CTCs auf
das, mit einer Zellinvasivitat in Verbindung stehende, Protein CapG wurden aus 16 Cartridges
des CellSearch-Systems 167 CTCs als Einzelzellen auf Objekttrager isoliert und anschlieBend
fir den Marker CapG gefarbt. Bei 143 CTCs, 86 % der gesamten CTCs, konnte eine CapG-
Expression durch die Antikdrperfarbung nachgewiesen werden. 24 CTCs zeigten keine
immunzytochemisch nachweisbare Expression von CapG.

Zum Beweis der guten DMNA-Qualitit der Einzelzellproben fir eine mdgliche genomische
Analyse der CTCs wurden aus 32 Cartridges des CellSearch-Systems 95 CTCs in PCR Tubes
abgelegt und eine .Whole genome amplification™ durchgeflhrt. In der Qualitatskontrolle des
Ampli1-WGA-Kit (silicon biosystems) hatten 24 % der WGA-Produkte eine gute DNA-Qualitat
mit = 3 Banden und 76 % hatten <= 3 Banden. Die entwickelte Technologie fir die
Einzelzellizolierung von CTCs in der Kombination des CellSearch®-Systems, VyCap- und
ISET-Filter und des CellCelector-Systems bietet einen Grundstein fir die Verbesserung der
Charakterisierung von EpCAM-positiven und -negativen CTCs aus Blutproben wvon

Mammakarzinom-Patientinnen.



Summary

Breast cancer is known for its early lymphogenic and hematogenic metastasis, so that
systemic disease may already be present at initial diagnosis and circulating tumor cells (CTCs)
are detectable in the peripheral blood. Cristofanilli et al (2004) explained in a prospective study
that in patients with metastatic breast cancer, detection of more than 5 CTCs in 7,5 ml blood
correlates with significantly shorter survival (1). These tumor cells are a very heterogeneous
population of tumor cells and exhibit a wide variety of characteristics. Understanding this
heterogeneous CTC biology will enable the development of new prognostic and predictive
markers, the selection of optimal individualized therapy, and thus improve the prognosis of
breast cancer patients (2, 3).

By combining the advantages of the CellSearch-system, the VyCap- and ISET-filter, and the
CellCelector-system, a procedural protocol has been developed that enables the detection,
isolation, and characterization of EpCAM-positive and -negative CTCs as single cells in blood
samples from breast cancer patients.

In total, 1038 CTCs were detected from 32 patients using the newly developed workflow for
single cell isolation and 893 of these were recovered after transfer of the sample through the
CellCelector. This corresponds to a transfer and detection efficiency of 86 %. Subsequently,
98 %, i.e. 872 CTCs, could be deposited in PCR tubes or on slides as single cells. For
immunocytochemical characterization of CTCs for the protein CapG, which is associated with
cell invasiveness, 167 CTCs were isolated from 16 cartridges of the CellSearch system as
single cells on slides and subsequently stained for the marker CapG. CapG expression was
detected In 143 CTCs, 86 % of the total CTCs, by antibody staining. 24 CTCs showed no
immunocytochemically detectable expression of CapG.

To prove the good DNA-quality of the single cell samples for a possible genomic analysis of
the CTCs, 95 CTCs were deposited into PCR tubes from 32 cartridges of the CellSearch-
system and a whole genome amplification was performed. In the quality control of Amplil-
WGA-kit (silicon biosystems), 24 % of WGA-products had good DNA-quality with > 3 bands
and 76 % had = 3 bands. The developed technology for single cell isolation of CTCs in the
combination of the CellSearch® System, VyCap- and ISETHilter and the CellCelector™ -
System provides a comerstone for improving the characterization of EpCAM-positive and -

negative CTCs from blood samples of breast cancer patients.
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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom stellt eine bedeutende Krebserkrankung dar und ist mit 30,5 % die
haufigste maligne Erkrankung der Frau in der industrialisierten Welt. In den letzten Jahren
wurde ein drastischer Anstieg der Fallzahlen verzeichnet. Im Jahr 2019 veriffentlichte das
Robert Koch-Institut Daten, die zeigten, dass 71.375 Neuerkrankungen in Deutschland
diagnostiziert und 18570 Sterbefille reqgistriert wurden (4). Die relative 5 Jahres-
Uberlebensrate betrug 87 %. Zusatzlich treten durchschnittlich pro Jahr 6.500 Brustkrebs-
Vorstufen auf, sogenannte in situ Karzinome (ductal carcinoma in sifu— DCIS). In den Jahren
2005-2009 wurde deshalb ein flachendeckendes Mammographie-Screening-Programm, als
Vorsorgeuntersuchung fir Frauen in einem Alter von 50-69 Jahren, eingefthrt. In diesen
Jahren stieg die Zahl an diagnostizierten Mammakarzinomen rasant an und sank dann bis
zum Jahre 2019 fast wieder bis zum Ausgangsniveau. Durch diese EinfUhrung konnte die Rate
an fortgeschrittenen Tumoren und auch zugleich die Sterberate, bei gleichzeitig steigenden
Meuerkrankungen, gesenkt werden (5). Eine Zunahme der Fallzahlen von diagnostizierten
prainvasiven Mammakarzinomen ist weiterhin zu erwarten. Bis zum Ende des Jahres 2022
wird weiterhin ein Rickgang der insgesamten MNeuerkrankungsrate zum Ausgangsniveau
prognostiziert (4). Zudem gab es einige Fortschritte neuer Therapiestrategien des
Mammakarzinoms, die natirlich zusatzlich zur Senkung der Sterberate beigetragen haben.
Wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, an einem Mammakarzinom zu erkranken, ist durch
verschiedene unterschiedliche Risikofakitoren beeinflusst. Bis heute geht man von einem
multifaktoriellen Geschehen aus, mit einer Kombination aus dem Lebensalter, der hormonelle
Situation, dem Lebensstil, einigen Umweltfaktoren und zuséatzlich genetischen Faktoren der
Frau (6). Durch die optimierte Friherkennung, die Entwicklung von neuen, zielgerichteten
Therapieregimen und die Festlegung wvon individuellen Behandlungsstrategien einer
erweiterten interdisziplindren Zusammenarbeit in zertifizierten Tumorzentren, konnte die

Heilungsrate in den letzten Jahren deutlich verbessert werden (7).

1.2 Diagnostik bei dem Verdacht eines Mammakarzinoms

Zu der Diagnostik bei einem Brustkrebsverdacht gehdrt neben der Tastuntersuchung, die
Ultraschalldiagnostik, die Mammographie und gegebenenfalls ergénzend die
Magnetresonanztomographie mit Kontrastmittel. Bei einem auffalligen radiologischen Befund
wird der Verdacht durch eine Gewebe-Entnahme mittels Stanzbiopsie oder Vakuumbiopsie

verifiziert. Wenn invasive Karzinomzellen nachgewiesen werden, erfolgt die Bestimmung
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pradiktiver Faktoren zur Vorhersage eines Therapieeffektes und prognostischer Faktoren zur
Darstellung der Aggressivitit des Tumors. Zur Analyse einer mdglichen endokrinen
Therapieoption werden der ER- und PR-Status am Tumor bestimmt. Zudem wird das
Vorliegen einer HER2/neu-Uberexpression, ein epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor,
untersucht. Ein wichtiges kirpereigenes EiweiB in der Krebsdiagnostik ist zudem das Ki67. Es
konnte nachgewiesen werden, dass eine vermehrte Zellteilung der Tumorzellen mit der
vermehrten Synthese von Ki67 korreliert und gleichzeitig zellteilungshemmende Faktoren ihre
Funktionen verlieren (8). Der Nachweis von KI67 spiegelt indirekt die Proliferationsrate und
damit auch die Aggressivitit einer Zellpopulation wider (9). Die Tumormarker des
Mammakarzinoms (CA 15-3 und CEA), die in Blutproben der erkrankten Frauen nachgewiesen
werden kdnnten, haben keinen besonderen Stellenwert zum Nachweis einer bereits erfolgten
Metastasierung und zur Beurteilung der Prognose der Patientin. Es besteht eine hohe Varianz
der Mammakarzinome im Hinblick auf das Proliferations- und Ausbreitungsprofil. Die
histologische Klassifikation richtet sich nach dem Ursprungsgewebe. Daher resultiert die
Einteilung in eine duktale, von dem Milchgangsepithel ausgehende, und eine lobulére, von
den Milchdrisenlappchen ausgehende MNeoplasie. Ca. 75 % der Mammakarzinome werden
dem ,Jnvasiven Karzinom ohne speziellen Typ® (Invasive carcinoma of no special fype, NST)
zugeordnet. Histologisch prasentieren sich die Tumorzellen als zusammenhingende
Zellverbande mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad. In der immunhistologischen
Farbung sind diese Zellverbande daher E-Cadherin-positiv, da dieses Haft-Protein die
Epithelzellen in Zellverbdnden zusammenhélt. Die restlichen 25 % der Mammakarzinome
gehdren zu dem Jnvasiven Karzinom mit speziellem Typ®. Diese treten oft multizentrisch oder
bilateral auf. Das .nvasiv-lobuldre Karzinom® stellt den groBten Anteil der speziellen
Mammakarzinom-Subtypen dar. Diese Karzinomzellen ordnen sich histologisch kettenférmig
an und wachsen nicht-kohasiv. Zudem unterscheiden sich die Tumorzellen durch ein
bestimmtes Genexpressionsmuster. Es hat Einfluss auf die Zellproliferation, die
Tumorinvasion und die Hormon- und HERZ2/neu-Rezeptoraktivitit. Diese werden zur
Bestimmung der Prognose, Pradiktion, des Rezidivrisikos und Therapieentscheidung
herangezogen (10).

1.3 Das invasive Mammakarzinom

Die Vorstufe des invasiven Mammakarzinoms wird als in sifu-Karzinom bezeichnet (DCIS,
LCIS), solange die entarteten Zellen die Basalmembran noch nicht durchbrochen haben.
Durchbrechen sie diese und wachsen in das umliegende Gewebe, werden sie als invasiv
bezeichnet. Die meisten Karzinome entstehen im oberen duBeren Quadranten der Brust

(55 %), wahrend das Vorkommen in den anderen Quadranten zwischen 5-15 % und 5-25 %



im Bereich der Mamille betragt. Es werden zwel Tumorentititen (duktal und lobulér), je nach
Entartungsursprung, unterschieden. Das Mammakarzinom wird zusatzlich in  wvier
behandlungsrelevante Subtypen, je nach Expressionsprofil und der Proliferationsrate,
eingeteilt: Luminal-A-like Typ, Luminal-B-like Typ, HER2/neu-Typ non-Luminal und Basal-like
Typ (11). Die Verénderung der Tumorzellen von der Ursprungszelle, mit Hinblick auf das
Proliferationsverhalten und dem Aussehen der Karzinomzellen, wird als Grading bezeichnet.
Das Tumorgewebe kann je nach Differenzierungsgrad in drei Grading-Klassen eingeteilt
werden (G1= gut differenziert, geringer Malignititsgrad; G2= méaBig differenziert, maBiger
Malignitdtsgrad; G3= schlecht differenziert, hoher Malignititsgrad). Diese Einteilung bestimmt
die Prognose des Tumors, hat gleichzeitig Einfluss auf des Behandlungsregime und die

Empfehlung einer neoadjuvanten Therapie (12).

1.4 Das metastasierte Mammakarzinom

Das Mammakarzinom metastasiert frCh lymphogen und hdmatogen. Die Metastasen losen
sich von dem urspringlichen Tumorgewebe ab und kommen Cber die Lymph- oder Blutbahn
in andere Organsysteme. Eine lymphogene Metastasierung kann regional in die axillaren oder
entlang der A. mammaria interna befindlichen ipsilateralen Lymphknoten erfolgen. Zudem ist
aber auch eine Femmetastasierung in zervikale oder in die kontralateralen regionalen
Lymphknoten méglich. Die hdmatologische Streuung erfolgt vor allem in die Knochen mit
osteolytischen Metastasen, die Lunge und Pleura, das Gehim, die Leber, selten das Ovar und
die Milz. Bei Vorliegen eines regionalen Lymphknotenbefalls ist eine bereits hamatogene

Streuung wahrscheinlich.

1.5 Behandlung des Mammakarzinoms

Standardtherapie des Mammakarzinoms ist die operative Therapie. Dabei wird vor allem eine
brusterhaltende Operation angestrebt. Je nach Stadium erfolgt zusatzlich eine neoadjuvante
oder adjuvante Strahlen- und/oder systemische Therapie (Antihormon-, Antikirper-
Chemotherapie). Die Therapieentscheidung ist abhangig von der Tumorbiologie und der

medizinischen Patientenverfassung (12).

1.6 Die Tumorzelldissemination

Das Mammakarzinom wird haufig in einem Stadium ohne Metastasierung diagnostiziert. Durch
das eingefihrte Vorsorgeprogramm und die neuen Therapieregime wird eine hohe
Heilungsrate erreicht. Im Jahre 2017/2018 konnte eine relative 10-Jahres-Uberlebensrate von
83 % erreicht werden (4). Eine groBe Herausforderung stellt das haufige Rezidivrisiko dar.
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Tumorzellen haben die Eigenschaft des unkontrollierten Wachstums und die Fahigkeit zur
Migration und Invasion. Diese Fahigkeiten fUhren zur Metastasierung, sodass schon bei der
Erstdiagnose des Mammakarzinoms dieses mdglicherweise bereits als eine systemische
Erkrankung vorliegen. Es ist also mdglich, dass es schon frih im Krankheitsverlauf zu einer
ha&matogenen Streuung von Tumorzellen kommt. Die Metastasierung hat eine sehr hohe
klinische Relevanz, da sie trotz _Targefed Therapie® fir 90 % der Tumor-assoziierten
Todesfalle verantwortlich ist (13). Viele Tumorpatienten bekommen im MO-Stadium eine
adjuvante Chemotherapie, um gegebenenfalls existierende Mikrometastasen zu behandeln
(14). Da bildgebende Verfahren und Serummarker nur bedingt fahig sind, eine beginnende
Metastasierung und das Patienten-Oufcome nachzuweisen, ist es notwendig, neue Verfahren
zur Detektion einer Tumorzelldissemination und zum Monitoring einer laufenden
Tumortherapie zu etablieren (15). Einige Studien konnten bereits eine Aussagekraft der CTCs
als neuen Biomarker beim Mammakarzinom belegen. Die zirkulierenden Tumorzellen (CTCs)
lésen sich vom Primartumor, gelangen durch Gewebedegeneration in die Blutbahn zur

anschlieBenden Extravasation und Proliferation.

Fernmetastase

Abb. 1: Schematische Darstellung der Tumorzelldissemination und Metastasierung durch CTCs.
Einige Tumarzellen losen sich vom Primartumor in die Blutbahn zu den anderen Biutzellen. Ein Teil der
CTCs geht in die Apoptose und eine heterogene CTC-Population infiltriert in das umliegende
extravasale Gewebe und bildet dori Fernmetastasen. Quelle: eigene Zeichnung in Anlehnung an
Neumann MH et al, 2017 {16). CTC: zirkulierende Tumorzelle



Diese Zellvermehrung fihrt zur Ausbildung von Metastasen an einem neuen Zielort. Bei
Gesunden oder Patienten mit benignen Erkrankungen konnten deshalb bisher keine
zirkulierenden Tumorzellen nachgewiesen werden (17). Die Mehrzahl der CTCs werden in
diesem Vorgang zerstdrt und gehen in die Apoptose, einige strémen Uber die Blutbahn in das
distale Gewebe und einige gehen in einen Ruhezustand. Der geringe Anteil von ca. 0,01 %
Zellen im distalen Gewebe oder Knochenmark wird als disseminierie Tumorzellen bezeichnet
(DTC) und kann proliferieren und Metastasen bilden (18).

Es gibt unterschiedliche Theorien fir den Nutzen des Ruhezustands dieser Zellen. Auf der
einen Seite wird vermutet, dass die Zellen sich in einem l:lherleherﬁkampf befinden und zum
Schutz aus dem eigentlichen Zellzyklus entfliehen und mit einer nur noch geringen
Proliferationsrate wachsen. Auf der anderen Seite gehen einige Forscher auf Grund der langen
Uberlebenszeit und der erhdhten Resistenz gegeniber Chemotherapeutika von
stammzelldhnlichen Eigenschaften der Tumorzellen aus (19). Dieser Prozess kinnte den
langen klinisch tumorfreien Zeitraum zwischen einer ausgeheilten Mammakarzinom-
Erkrankung und dessen Tumorrezidiv nach einigen Jahrzenten erklaren (20). Man geht davon
aus, dass die Tumorzelldissemination kein unidirektionaler Prozess ist. Es ist méglich, dass
aggressive CTCs auch den Ort des Primartumors nach erfolgter Tumorentfernung erneut
besiedeln kénnen und dort ein Rezidiv bilden ( Self-Seeding”) (21). Tumorzellen im
Knochenmark kinnen nur durch eine Knochenuntersuchung nachgewiesen werden. Sobald
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark aufzufinden sind, spricht man von einer MRD
(minimal residual disease). Der Nachweis von Mikrometastasen im Knochenmark zum
Zeitpunkt der Diagnose von Brustkrebs korreliet mit einer schlechten Prognose im
Krankheitsverlauf (22). Auf Grund des klinischen Aufwands einer Knochenmarkspunktion und
der niedrigen Detektionsrate bei der Gewinnung von DTCs, wurde im Verlauf der Zeit den
CTCs mehr Aufmerksamkeit geschenkt. Die Gewinnung der CTCs lasst sich wesentlich
einfacher durchfiihren und ist durch eine Venenpunktion aus peripheren Blut méglich (23).

1.7 Die zirkulierenden Tumorzellen (CTC)

Bereits im 19. Jahrhundert wurden zirkulierende Tumorzellen (engl. Circulating Tumor Cells,
CTCs) bei einem verstorbenen Krebspatienten im metastasierten Stadium mikroskopisch von
T. Ashworth, einem Pathologen, beschrieben. Anhand der Zellmorphologie und dem Vergleich
zum Primartumor konnte schon damals eine Zrkulation von Tumorzellen nachgewiesen
werden (24). In dieser Zeit fehlte es aber an nutzbaren Analysemethoden, sodass die
Bedeutung dieser Tumorzelldissemination im Zusammenhang mit der Metastasierung erst
viele Jahr spéter nachgewiesen werden konnte (25). Die Detektion dieser Zellen bringt einige

Probleme mit sich. Die zirkulierenden Tumorzellen sind heterogen und zumeist nur in geringer



Zahl (1-10 CTCG/7,5 ml Vollblut) im peripheren Blut nachweisbar. Die Mehrzahl der CTCs
konnten in einer Studie bei der zytogenetischen Untersuchung eine Aneusomie aufweisen und
als maligne bezeichnet werden (26). Zwischen den festen Blutbestandteilen, wie Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten machen die CTCs nur einen geringen Anteil im Blut aus, was
deren Nachweis erheblich erschwert (27). Sie kiinnen sich in ihrer GriBe unterscheiden (5-50
pmy) und verschiedene Oberflachenmarker exprimieren (Epithelial Cellular Adhesion Molecule
- EpCAM oder Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 - HERZ/neu). Eine entscheidende
Rolle bei der Detektion spielt der gemeinsame epitheliale Ursprung dieser Zellen. Das
Phinomen der  Epithelial-Mesenchymal Transition™ (EMT) von zirkulierenden Tumorzellen ist
ein wichtiger Prozess in der Metastasierung. Dies bedeutet, dass die Zellen im Rahmen des
Metastasierungsprozesses von einem epithelialen Phanotypen in einen mesenchymalen
Phanotypen Ubergehen. Folglich werden epitheliale Markerproteine (z.B. EpCAM, E-
Cadherin, Cylokeratin) runterreguliert und mesenchymale Marker (z.B. Vimentin)
hochreguliert. Durch diese Transition bekommt die Zelle ihre Invasivitat (28). Zuséatzlich zu
diesem Phinomen gibt es Hinweise auf eine Stammzell-Subpopulation. Die
CD44pos/CD24neqg Population hat ein hiheres Potential, Metastasen zu bilden als andere
Brustkrebszellen (19). Auf Grund der vermuteten tumorbiologischen und klinischen Bedeutung
der CTCs wurden in den letzien Jahren viele Studien zur Methodik ihrer Detektion und der
mdglichen klinischen Relevanz verdffentlicht (17). Eine Voraussetzung fir die reproduzierbare
Detektion ist eine genaue Definition dieser Zellpopulation und die Verwendung einer Methodik

mit hoher Sensitivitat und Spezifitat (15).

1.8 Gewinnung der CTCs aus dem peripheren venosen Patientenblut

Es gibt zwei unterschiedliche Ansétze fir die Verfahren zur Gewinnung der zirkulierenden
Tumorzellen aus dem Vollblut. Einige Verfahren nutzen die morphologischen Eigenschaften,
wie die ZellgréBe, um diese von den anderen Blutzellen zu isolieren. Andere Verfahren
isolieren die Tumorzellen mit Hilfe der spezifischen Expression wvon bestimmten
Oberflachenmolekllen. Je nach Fragestellungen und Forschungsansatz bietet jede Methodik
ihre Vor- und Nachteile. Eine Detektion der CTCs Ober ihre ZellgriBe mittels Filtration und
Filter definierter PorengréBe ermdglicht einen Oberflichenmarker-unabhangigen Nachweis
von CTCs (z.B. EpCAM). Ein Nachteil ist der Verlust von kleineren CTCs durch die hohe
GréBenvarianz der CTCs und die unspezifische Anreicherung von Blutzellen eines dhnlichen
Zelldurchmessers. Die Detektion der Tumorzellen Cber die tumorspezifische Expression eines
Oberflachenmarkers zeichnet sich durch eine hohe Spezifitit und gekoppelt mit einer

immunmagnetischen Zellisolierung durch eine hohe Sensitivitdt aus.



1.8.1 Gewinnung der CTCs durch immunomagnetische Anreicherung

Die immunomagnetische Anreicherung von CTCs ist die am weitesten verbreitete
Isolierungstechnik. Durch die spezifische Expression eines Oberflachen-Markerproteins auf
den zirkulierenden Tumorzellen, welches von den Blutzellen nicht exprimiert wird, ist es
mdglich die CTCs selektiv zu gewinnen. Diese Verfahren verfigen daher Uber eine hohe
Spezifitat. Als Beispiel kann das epitheliale Zelladhésionsmolekll (EpCAM), als Marker fir die
epithelial abstammenden Tumorzellen eines Karzinoms, benutzt werden (29). AuBerdem
kénnen weitere Markerproteine der zirkulierenden Tumorzellen, wie z.B. Zytokeratin (30), zur

Identifikation der CTCs genutzt werden.

1.8.1.1 Das CellSearch®-System

Die amerikanische Kontrollbehdérde FDA hat das CellSearch®-System der Firma Menarini
Silicon Biosystems (Bologna, Italien) als einzige Methode zum automatisierten CTC-Nachweis
bei metastasiertem Brustkrebs, sowie bei metastasiertem Darm- und Prostatakrebs
zugelassen. Das System bietet die Miglichkeit des Nachweises von CTCs in der klinischen
Praxis ebenso wie in einem Multicenter-Setting einer klinischen Studie (31). Zahlreiche
Studien konnten die hohe Sensitivitit und Spezifitit dieses Systems nachweisen (17).
Riethdorf et al. beschrieben, dass durch die CellSearch-Methode bei etwa 70 % der
Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs CTCs detektiet wurden (31). In einer
Meilensteinstudie von Cristofanilli ef al. korrelierten die Detektion von =5 CTCs in 7,5 ml Blut
der Patientin mit einem kirzeren medianen progressionsfreien Uberleben (2,7 Monate vs. 7,0
Monate, P<0,001) und einem kirzeren GesamtCberleben (10,1 Monate vs. > 18 Monate, P <
0,001) (1). Die genaue Methodik wird im ,Material & Methoden™ Teil ausfChrlich erlautert. Mit
der CellSearch-Technologie werden die EpCAM-positiven CTCs durch Ferro-Nanopartikel, die
an EpCAM-Antikrper gekoppelt sind, immunomagnetisch aus einer 7.5 ml Blutprobe
separiert. Die angereicherten Zellen der Probe werden mit einem Antikérper-Mix gegen die
Zytokeratine CK8, CK18, CK19, den Leukozytenmarker CD45 sowie mit dem DNA-
Farbereagenz DAPI (4" ,6-Diamidino-2-Phenylindole) gefarbt. Nach der zytologischen Farbung
der angereicherten Zellen erfolgt die Detektion mit dem CellTracksAnalyzer I, ein
semiautomatisches 4-Kanal-Fluoreszenzmikroskop auf der Basis eines definieten CTC-
Markerprofils (32): Expression des epithelialen Zell-Adhasionsmoleklis (EpCAM), Expression
der Zytokeratine (CK) 8, 18 und/oder 19, Positivitit fir DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole),
keine Expression von CD 45 (Leukozytenmarker), ZellgréBe zwischen 5-50 pm und dem Kem-
fZytoplasma-Verhaltnis (50 % des Zytoplasmas sollte aus dem Zellkern bestehen, runde bis

ovale Zellform).



Trotz der klinischen Einsatzmdglichkeit ist die CellSearch-Methode mit hohen Kosten
verbunden und setzt eine gute Schulung des Personals bei der subjektiven Charakterisierung

und Zahlung der CTCs im CellTracks Analyzer Il voraus.

1.8.1.2 Der AdnaTest

Dieser Test besteht aus zwei Prozessen, die aus einer Kombination von immunomagnetischer
Zellseparation, durch die Konjugation von definierten Antikérpem gegen epitheliale und
tumorassoziierte Antigene an magnetische Beads, und einer gRT-PCR bestehen. Die isolierte
mBNA wird in cDNA transkribiert und mittels einer Multiplex-PCR amplifiziert (33).

1.8.1.3 Der GILUPI® Nano-detektor (CellCollector)

Dieser MNano-Detektor (Functionalized Structured Medical Wire-FSMWE) ist ein mit
Goldpartikeln und anti-EpCAM-Antikbrpern  beschichteter medizinischer Seldinger-
Flhrungsdraht zum in wivo Nachweis von CTCs in gréBeren Blutvolumina. Fir die
Anreicherung der EpCAM-positiven Tumorzellen wird der Draht in die periphere Armvene
eingefithrt. Im Anschluss konnen die isolieten Tumorzellen abgeldst und weiter
immunzytochemisch oder molekularbiologisch untersucht werden. Um die Kklinische
Aussagekraft dieser neuen Methode zu analysieren und gleichzeitig eine Vergleichbarkeit zum
CellSearch®-System herzustellen, wurde der Mano-Detektor in 188 Fillen bei Blut von
Patienten mit Prostatakrebs, unabhangig des Metastasierungsstatus, eingesetzt. In der Studie
wurden mit dieser lsolierungstechnologie in 65,7 % der Falle CTCs bei den Patienten
nachgewiesen. Im Vergleich konnten CTCs in 44,4 % der Falle mit dem CellSearch-System

nachgewiesen werden (34).

1.8.2 Gewinnung der CTCs durch morphologische Zelleigenschaften

Es gibt einige Methoden, die die bestimmte GriBe (5-50 pm) oder Dichte der zirkulierenden
Tumorzellen nutzen um diese aus dem Vollblut der Patientenprobe zu isolieren. Ein Vorteil ist,
dass mit dieser Verfahrensart die CTCs unabhéngig von exprimierten Oberflachenmarkem,
wie EpCAM, gewonnen werden kdnnen. Auf Grund des Phanomens der EMT kinnen auch
zirkulierende Zellen mit hohem Metastasierungspotential erfasst werden. Durch das
griBenbasierte Isolierungsverfahren ist es mdglich die Sensitivitat der Erfassung zu steigern,
da weitere Zellpopulationen, z.B. ohne Expression oder mit herunterregulierter Expression von

EpCAM, zusétzlich isoliert werden kinnen (28).



1.8.2.1 Der ISET-Filter

Der ISET-Filter (isolation by size of epithelial tumor cells) filtriert und isolient Zellen auf der
Grundlage des GréBenunterschiedes von CTCs zu anderen Blutzellen (32). Das
Filtrationsmodul besitzt Poren mit einem Durchmesser von 8 pm und insgesamt 10 Wells.
Verdinnte Blutproben werden mit Hilfe einer Vakuumpumpe durch die Membran gefiltert.
Danach kann zur mikroskopischen Detektion der Zellen eine Immunfluoreszenzfarbung des
Filters erfolgen (35). AnschlieBend kiénnen die filtrierten Zellen immunzytochemisch weiter
charakterisiet werden. Vorteille sind die Detektion wvon CTCs unabhangig ihrer
Oberflachenmarker. Ein Nachteil ist, dass CTCs mit einer GréBe < 8 pm durch die Filtration

nicht detektiert werden.

1.8.3 Gewinnung der CTCs durch Kombinationsverfahren

1.8.3.1 Die diagnostische Leukapherese

Um die geninge CTC-Nachweisraten zu optimieren, wurde die diagnostische Leukapherese
(DLA) entwickelt. Die Anwendung der Leukapherese zum CTC-Nachweis wurde durch das
Disseldorfer Forschungsnetawerk ,DCC-Net” (Disseminated Cancer Cell Net) etabliert (36).
Mit diesem Verfahren kann eine extrakorporale Separierung von Zellen mit einer Dichte
zwischen 1,05 und 1,088 g/l (CTCs und weiBe Blutkérperchen) erfolgen. Die Tumorzellen
kénnen anschlieBend aus dem Apheresat durch die Verwendung des CellSearch®-Systems
angereichert und nachgewiesen werden. Ein Vortell dieses Verfahrens ist, dass griBere
Blutvolumina verwendet werden kdnnen um auch bei Patienten mit sehr geringer CTC-Zahl
Tumorzellen nachweisen zu kinnen. In zwei unabhangigen Studien konnte herausgefunden
werden, dass CTCs bei mehr als 90 % der Patientinnen mit nicht metastasiertem Brustkrebs
nachgewiesen werden kénnen. Bel dem Vergleich einer 7.5 ml Blutprobe zu einer
Leukaphereseprobe einer Patientin mit anschlieBender Anreicherung und Detektion im
CellSearch®-System, ergab sich eine deutlich signifikant héhere CTC-Haufigkeit (37).

1.8.3.2 Der CTC-Chip

Die Blutprobe wird durch Antikérper-beschichtete Mikropfosten in einem Chip gepumpt. Durch
einen stabilen laminaren Fluss in der mikrofluidischen Plattform kdnnen die CTCs anhaften. In
den Forschungsstudien zeigte sich, dass zu 99 % zirkulierende Tumorzellen, In einer
Bandbreite von 5-1.281 CTCs pro ml im peripheren Blut, von Patienten mit metastasierendem
Lungen-, Prostata-, Bauchspeicheldrisen-, Brust- und Darmkrebs, durch diese Methodik

nachweisbar waren (38).



1.9 CTCs als Prognosefaktor beim metastasierten Mammakarzinom

Seit einiger Zeit beschaftigen sich Forscher/Forscherinnen mit der Suche nach geeigneten
Biomarkermn fir die Prognose einer Metastasierung beim Mammakarzinom. Die bisherigen
Verfahren haben ihre Grenzen und alleine durch die klinische Untersuchung, die
radiologischen Verlaufskontrollen und die Bestimmung der Tumormarker im Serum ist eine
frihe Erkennung von Metastasen schwer (15). Nach der Etablierung geeigneter und klinisch
anwendbarer Verfahren zur Detektion von CTCs wurden verschiedene Studien durchgefihrt,
die den MNutzen und die Aussagekraft des CTC-Nachweises fir die Diagnostik und die
Behandlung von Tumorpatientinnen unterstreichen.

Es zeigte sich, dass der CTC-Nachweis bei metastasierten Mammakarzinom-Patientinnen mit
einer schlechteren Prognose im Krankheitsverlauf assoziiert ist (1). Cristofanilli et al. (2004)
erlauterten im Rahmen einer prospektiven Studie mit dem CellSearch-Assay, dass bei
Patientinnen mit metastasiertern Brustkrebs ein Nachweis von mehr als 5 CTC/ 7.5 ml Blut mit
einem signifikant kirzeren Uberleben korreliert. AuBerdem ist dieser Nachweis mit einer
schnelleren Entwicklung von viszeralen Metastasen im Verlauf der Erkrankung assoziiert. Dies
bedeutet, dass sich das Mammakarzinom zu einer systemischen Erkrankung entwickelt und
das Gesamtiberleben negativ beeinflusst (39). Es ist also mdiglich die .Minimal residual
disease” (MRD) mit Hilfe der CTC im Blut zu beschreiben und somit das Gesamtiberleben
(overall survival, O3) unabhangig von der erfolgten Therapie zu bestimmen. Zusatzlich kann
der Therapieerfolg durch den CTC-MNachweis als _liquid biopsy” neben herkimmlichen
bildgebenden Verfahren beobachtet und eine Aussage {iber das progressionsfreie Uberleben
(progression free survival, PF3) getroffen werden. Die zirkulierenden Tumorzellen kinnen als
Pradiktor fir das Metastasierungspotential benutzt werden (39). Somit deutet ein Fortbestehen
der zirkulierenden Zellen nach den ersten Therapiezyklen bei Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom auf ein Nicht-Ansprechen der Therapie hin (36). Insgesamt bietet die _liquid
biopsy” eine weniger invasive Mdglichkeit zur Prognose und des Therapiemonitorings als die

gewdhnlichen Gewebebiospien (40).

1.10 Einzelzellisolierung der CTCs

Die CTCs sind eine sehr heterogene Zellpopulation und daher muss weiter erforscht werden,
welche Eigenschaften der CTCs fir die Aggressivitidt, Invasion und letztendlich die
Metastasenbildung verantwortlich sind. Zur weiteren molekularen Charakterisierung der CTCs
ist es daher notwendig diese als Einzelzellen zu isolieren, was aufgrund der sehr geringen
Zellzahl der CTCs im Vergleich zu den Ubrigen Zellbestandteilen des Blutes eine groBe

experimentelle Herausforderung darstellt.
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1.10.1.1 Die DEPArray ™-Technologie

Fabbri et al. verdffentlichten in einer Arbeit, dass CTCs mit der DEPArray™-Technologie, einer
auf Dielektrophorese basierenden Plattform, erkannt und sortiert werden kénnen. Durch die
Methode werden mit einem ungleichméBigen elekirischen Feld, Krafte auf neutrale,
suspensierte und polarisierbare Partikel (Zellen) in einer FlUssigkeit, ausgelbt. Zusammen mit
der DEPArmay™-PLUS-Plattform der Firma Menarini Silicon Biosysfems kinnen bestimmite
Zellen durch eine Dbildbasierte Zellauswahl eines FOnf- oder Neun-Kanal-

Fluoreszenzmikroskops identifiziert und isoliert dargestellt werden (41).

1.10.1.2 Die Durchflusszytometrie (FACS)

Durch die FACS (= fluorescence - activated cell sorting) werden fluoreszenzmarkierte Zellen
anhand ihres Farbemusters sortiert. Die Zellen flieBen mit einer hohen Geschwindigkeit an
einer elekirischen Spannung oder einem Lichistrahl vorbei und die optischen Signale oder
Immunfluoreszenzfarbungen dieser Zellen werden emittiert.

2004 wurde die In-vivo-flow-Zytometrie erfunden, mit der es mdglich ist CTCs in vivo
Uberwachen zu kinnen. Die konventionelle Durchflusszytometrie wird mit einem konfokalen

Mikroskop kombiniert (42). Dies erméglicht eine nicht invasive Erkennung von CTCs.

1.11 Limitationen der aktuellen CTC Analyse

Die CTCs sind eine sehr heterogene Zellpopulation und unterscheiden sich in der Expression
unterschiedlicher Oberflachenmolekile (z.B. EpCAM und HERZ2/neu) und ihrer GréBe. Es
existieren Technologien, die ((ber die immunomagnetische Bindung eines
Oberflachenmolekiis (z.B. EpCAM) oder Uber eine GriBenselektion mittels Filtersystem diese
raren Tumorzellen im peripheren Blut von Mammakarzinom-Patientinnen nachweisen. Es wird
also, je nach Anreicherungsverfahren, nur eine Subpopulation der CTCs nachgewiesen und
abgebildet. Das CellSearch®-System, als ein standardisiertes und gréBtenteils automatisches
Verfahren, ist bisher die einzige von der FDA zugelassene Methode zum Nachweis von CTCs
bei Mammakarzinom-Patientinnen. Limitierend bei dieser Methode ist die geringe Sensitivitat
und der Nachweis der CTCs Uber die Expression von Zytokeratin. Die adjuvante Therapie bei
bestehender minimalen Tumorresterkrankung richtet sich als medikamentiser Ansatz aktuell
noch gegen die pradiktiven Marker (Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, HER2/neu
Status) des Primartumors, sodass im Verlauf einiger Jahre, Metastasen oder Rezidive
auftreten. Durch die erweiterte Bestimmung der Tumorbiologie von CTCs lieBe sich das
Versagen einer hormonellen und antikérperbasierten Tumorbekémpfung erklaren und es

kénnten neue Therapieansatze entstehen. Bisher werden nur diese pradiktiven Marker in dem
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CellSearch®-System bestimmt. Das Potential der CTCs zur Entwicklung von Metastasen,
durch die Darstellung eines erweiterten Expressionsprofils, wird nicht abgebildet. Mit der CTC-
Analyse auf der Einzelzellebene kinnen Expressionsprofile oder Mutationen nachgewiesen
werden, die fir das invasive Potential verantwortlich sind und eine therapierelevante
Phéanotypisierung erfolgen. Dadurch kann ein neuer Angriffspunkt fir die Krebstherapie
erforscht werden und eine spezifische medikamentdse Therapie gegen genau diese
aggressiven CTCs erfolgen. Die Entwicklung von methodischen Verfahren ist zur Zeit noch
nicht an den klinischen Anspruch angepasst. Auf Grund der geringen Anzahl der zu
detektierenden CTCs in einer Blutprobe von Mammakarzinom-Patientinnen stellt die
Charakterisierung der Tumorzellen mit validen Ergebnissen eine groBe Herausforderung dar.
Ziel ist es im klinischen Setting eine individualisierte Krebstherapie anbieten zu kénnen und
gefahrdete Krebspatientinnen zu identifizieren, die von einer speziellen Krebstherapie
profitieren wirden, um das Metastasierungsrisiko und Rezidivrisiko weiter zu senken. Somit
kann das Gesamilberleben, das Rezidiv-freie ﬂbeﬂeben, und das Progressions-freie
Uberleben verlangert werden. Die personalisierte Krebstherapie stellt, auf Grund der vielen
methodischen Problematiken in der Entwicklung eines klinisch verwendbaren Verfahrens zur
molekularbiologischen Charakterisierung der zirkulierenden Tumorzelle als Einzelzelle, eine

sehr schwierig zu realisierende Zukunftsperspektive in der Krebsforschung dar.

Tamor cell dissemination Defection and phenotypic characierization of CTCs Migdacular charscterization of CTCs

CTEs: Creuating Temar cells

Abb. 2: Der Nachweis von CTCs durch das CellSearch®-5System erfolgt standardisiert. 7,5 mi Blut
der Patientin werden in CellSave-Tubes uberfuhrt. Die EpCAM-positiven CTCs werden
immunomagnetisch separiert und Immunfluoreszenz-gefarbt. Die Suspension wird in eine Carfridge
uberfiihrt und in dem Fluoreszenzmikroskop {CellTracks-Analyser) gescannt. Durch eine anschlie Bende
Charakterisierung der CTCs aus der Suspension konnen Expressionsprofile fur die Fahigkeit der
Zelldissemination und Resistenzmechanismen gegen Tumortherapien dargestellt werden {43).

CTC: zirkullerende Tumorzelle
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1.12 Zielsetzung

Die CTCs haben einen bedeutenden Stellenwert bei der Ausbreitung einer Primarerkrankung

des Mammakarzinom zu einer Systemerkrankung (18). Die aktuellen Verfahren zum Nachweis

von CTCs in Blutproben von Mammakarzinom-Patientinnen bieten aktuell keine Mdglichkeit

der weiteren Charaktenisierung der CTCs. Zur Analyse der Eigenschaften von CTCs fir das

Verstidndnis der Zelldissemination und Metastasenbildung, im Vergleich zu den Zellen des

Primartumors, sind Verfahren zur weiteren lsolierung von CTCs als Einzelzellen notwendig.

Die Promotionsarbeit verfolgt folgende Ziele:

1)

2)

3)

4)

Etablierung eines geeigneten Verfahrensprotokolls zur sensitiven und spezifischen
Anreicherung, Detektion, Isolierung und Charakterisierung der CTCs als Einzelzellen
aus vendsem Vollblut mit der Verwendung eines bereits etablierten Systems zur
Anreicherung von CTCs und dem Mikromanipulator CellCelector. Zur Anreicherung
EpCAM-positiver CTCs wird das CellSearch®-System und zur Anreicherung EpCAM-
negativer CTCs der ISET- und VyCAP-Filter verwendet.

Anwendung des Protokolls zur immunzytochemischen Bestimmung der Expression
des Cytoskelett-Modulators macrophage capping protein (CapG), die mit der
Invasivitat von Tumorzellen korreliert (44), auf vereinzelten CTCs.

Machweis der Eignung des Verfahrens zur DMNA-Analyse einzelner CTCs.
Qualitatskontrolle der DNA-Integritit durch ein PCR-basiertes Verfahren.

Anwendung der entwickelten Isolierungs- und Analyseverfahren an Blutproben von

Mammakarzinom-Patientinnen.

Durch die Etablierung eines neuen Verfahrens zur Einzelzellisolierung EpCAM-positiver und -

negativer CTCs ist es mdglich die Tumorbiologie besser abzubilden und den aktuellen

klinischen Forderungen der individualisieten Tumortherapie mit neuen Therapieoptionen

gerecht zu werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenproben

Die hauptsachlichen Patientenproben wurden im Rahmen der laufenden DETECT-I-Studie
(NCT01619111) von Patientinnen mit prim&r HER2/neu-negativem metastasierendem
Brustkrebs genutzt. AuBerdem wurden einige Proben aus der laufenden AUGUSTA-Studie
verwendet. Die personenbezogenen Daten wurde anonymisiert und die Patientenproben unter
Berlcksichtigung der erteilten Einverstandniserklarung fir weitere Analysen genutzt. Die
Genehmigung der lokalen Ethikkommission mit entsprechenden Ethikvoten lag vor (DETECT:
Studiennummer MC  531/2010-024238-46), AUGUSTA: Studiennummer 3430,
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Disseldorf).

2.1.2 Blutproben

Zur Teilnahme der Patientin an der DETECT- oder AUGUSTA-Studie wurde ihr 7,5 ml Vollblut
mittels einer aseptischen Venenpunktion abgenommen. Zur Vermeidung einer Kontamination
mit Epithelzellen der Haut wurden die ersten Milliliter der Abnahme verworfen. Das Vollblut der
DETECT-Studie wurde zum Transport in das Labor in ein Vakuumréhrchen mit einem speziell
abgestimmten Zellkonservierungsmittel (CellSave Preservative Tube, 300 ul) vermischt. Die
Patientenproben wurden bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 72 h im CellSearch-
Gerat verarbeitet. Das Vollblut der AUGUSTA Studie wurde in einem EDTA-Blutréhrchen
transportiert. Die Proben wurden vor Probenaufarbeitung zur CellSearch-Analyse in die
Vakuum CellSave Tubes pipettiert.

2.1.3 Zelllinien und Zellkulturen

2.1.3.1 Zellkultur

Insgesamt wurden Kulturflaschen (Firma TPP) mit unterschiedlichen Volumina (75 ml, 250 ml,
550 ml) verwendet. Die Kultivierung der unten aufgelisteten Zelllinien erfolgte mit Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), 10 % hitze-inaktiviertem fetalen Kalberserum (FCS) und 1 %
Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wuchsen in einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5%
CO2 und 95 9% Luftfeuchtigkeit. Um die durch die Zellkontakthemmung erzeugte
Verlangsamung der Zelltellungsrate zu vermeiden wurden die Zellkulturen regelmaBig alle 2-
J Tage passagiert. Dafir wurde zuerst das Medium in der Kulturflasche entfemt, die Zellkultur
mit PBS gewaschen und diese mit einer 0.5 % Trypsin-Ldsung geldst. Nach einer
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Inkubationszeit von 5 Minuten bei 37°C wurde emeut Medium zur Kulturflasche hinzugefigt,
um den Trypsin-Verdau zu stoppen. Die Tumorzellen wurden im Verhalinis 1:10 passagiert.

Medien, FCS, Trypsin und Antibiotika wurden von der Firma Gibco, Deutschland, genutzt.

2.1.3.2 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien standen im Forschungslabor der Frauenklinik als kryo-konservierte
Zellsuspensionen zur VerfOgung, die urspringlich aus niedrigen Passagen der jeweiligen, im

Original von der ATCC-Zelllinienbank bezogenen Zelllinie angelegt wurden.

Alter In
Geschlecht B
Felllinle Ursprung Jahren Phénotyp | ATCC NummerHersteller
(Patlent)
{Patlent)

Adenokarzinom

MCF7 met. Mammakarzinom waiblich 69 spithelial ATCCE® HTB-22™
{Plourasrguss)
Adenokarzinom

SK-BR-3 met. Mammakarzinom waiblich 43 spithelial ATCCE® HTB-22™
(Plaurasrgues)

Duktales
BT-20 waiblich 74 apithalial ATCC® HTB-18™
Mammakarzinom

Adenokarzinom

MDA-MB-Z31 mst. Mammakarzinom waiblich 51 apithelial ATCC® HTB-26™
(Plaurasrgues)
Adenokarzinom

T47D mst. Mammakarzinom waiblich 54 apithelial ATCC® HTB-133™
(Plaurasrgues)
Adenokarzinom

SWa20 Kolorektalee Karzinom ménnlich 51 apithalial ATCC® COL-227™
(Lymphknotan)

Tabelle 1: Liste der verwendeten Zelllinien
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2.1.4 Antikorper

Primare AntlkGrper Spezles Konjugation | Elnsatz Hersteller/information
M"Pa?cfff“e'm'" Maus FITC 1:300 GeneTex, GTX11212, Klon C-11
Ant-EpCAM Kaninchen 150 GeneTex, GTX-61060, Klon E144
(E144)
Anti-CD4gf Ratte 1:100 Invitrogen, 12-0495-82
Anti-CDas 1100 .
Maus Exbio Praha, 11-222-C025
(MEM-28) 1:200 '
Anti-CDas 150
(KC56) Maus PC5 125 Beckman Coulter, Klon KC56 (T-200)
Anti-CD45 Alexa Fluorg i
(35-26) Maus - 1:20 Santa Cruz, sc-1178-AF, Klon 35-Z6
i CellSearch® CTC Control Kit (Janssen
Anti-CDas Maus APC 1825
Diagnostics, LLC, USA)
Forschungslabor der Frauenklinik, Dr.
Anti-CapG Hase 1:300 Dieter Niederacher, gegen
Aminosduresequenz 236-249 von CapG

Tabelle 2: Liste der verwendeten Primirantikérper

Sekundare Antlkdrper | Spezles | Konjugation | Elnsatz Hersteller/information
Anti-Hase Fiege NemE:;uorIE 1:200 Invitrogen, A-21246
Anti-Hase Fiege Alex:aﬁ;uor@ 1:200 Invitrogen, R37117
Anfi-Ratte Fiege Alex:aﬁ;uor@ 1:100 Invitrogen, A-11007
Anti-Maus Nmﬁ;““m Zenon Antikorper Labeling Kit, Z25205

Tabelle 3: Liste der verwendeten Sekundirantikérper
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Labormaterialien

Materlal

Hersteller

Objekttrager 76mm x 26mm x 1mm (geschliffen)

Engelbrecht Medizin und Labortechnik GmbH,
Ederminde

HistoBond® Objekitrager 76 x 26 X 1mm

Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda-Konigshofen

Deckglaser 24x50 cm

Engelbrecht GmbH, Edermiande

Pipettenspitzen 100yl Bevelled, Filter Tip (Sterile)

TipOne StarLab GmbH, Ahrensburg

Pipettenspiizen 101-1000ul Extended Length,
Filter Tip

TipOne StarLab GmbH, Ahrensburg

Pipettenspitzen 10pl Graduated, Filter Tip (Sterile)

TipOne StarLab GmbH, Ahrensburg

Pipettenspitzen 200u! GEL TIP Round

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen 100-5000u1

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Pipetten:
Reference® (variabel), 10 - 100 pl
Research® (variabel), 10-100 pl
Research® (variabel), 0,5-10 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Gilson Pipetien:
PIFETMAN P2, 0.2—2 ul
PIPETMAN P10, 1—0 ul

PIPETMAN P100, 20—100 ul
PIPETMAN P200, 50—200 ul
PIFETMAN P1000, 200—1000 ul

Gilson Inc., Middleton, W1 USA

Costar ® Stripetten, sterile:
Serological Pipet 5mi
Serological Pipet 10mi

Coming Incorporated, Cormning, New York

Cap Strips, flat, 10 x 12 Strips

Eppendorf AG, Hamburg

PCR Kombi 8er-Strips 0,1 ml, farblos

Biozym Scienfific GmbH, Hessisch Oldendorf
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Centrifuge Tubes 15mi

VYWR International GmbH, Darmstadi

Safe-Lock Tubes 0,5mi

Eppendorf AG, Hamburg

SafeSeal Tube 1,5mi

Sarstedt AG & Co., Ndmbrecht

SuperClear® Cenfrifuge Tubes 50mil

VYWR International GmbH, Darmstadi

PCR TW 8er-Tube Strip 0,1 ml, farblos

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

PCR SingleCap 8er-SoftStrips 0,1 mil, farblos

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Liquid-repellent Slide Marker Pen

Cosmo Bio Co_, LTD., Tokyo 135-0016, Japan

MBT PAP PEN mini

Micro Bio-Tec Brand

MNeubauer Zahlkammer

Scherf-Prazision Europa GmbH, Meiningen

CellsStar ® Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

6-Well-Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Gewebekulturschalen 601 5mm, sterile

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

CellStar® Gewebekuliurschalen 35/10mm , steril

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zyto-Kammer mit Dichtung 1 x 4ml, 12,4/ 20mm?

Hettich GmbH & Co KG, Tuitlingen

Filterkarten far 2 x 8ml Zytokammern

MWG-Biotech, Ebersberg

ReaktionsgefaBstander

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Magnetadapter

ALS Automated Lab Solutions GmbH, Jena

Tabelle 4: Liste der verwendeten Labormaterialien
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2.1.6 Chemikalien/Reagenzien/Kits

Chemikallen, Reagenzien, Klis

Hersteller

CellSearch® Circulating Tumor Cell Kit

CellSearch®, Veridex, Janssen Diagnosfics, LLC,
Raritan, NJ 08869 USA

Triton X 100 Merck KGaA, Darmstadt
Tween® 20 CI3 Bio International, Saclay
PBS Losung Biochrom, Berlin
TBST Puffer Dako, Deutschland GmbH
Saponin Sigma-Aldrich, USA

Formaldehyd 1%

Dako Antibody Diluent

Dako Deutschland GmbH

Dako Protein Block

Dako Deutschland GmbH

Dako Fluorescent Mounting Medium

Dako Deutschland GmbH

Dako Wash Buffer 10x

Dako Deutschland GmbH

Vectashield® Fluorescent Mounting Medium with
DAPI

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA USA

Emnythrozyten-Lysispuifer (Ammoniumchlond,
Kaliumhydrogencarbonat, EDTA)

Fotales Kalberserum (FCS)

Biowest, Frankreich

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Gibco, Deutschiand

Penicillin-Streptomycin

Gibco, Deutschiand
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Trypsin-EDTA 0,05% Gibco, Deutschiand

Methylcellulose 1% Sigma-Aldrich, USA

Accutase Innovative Cell Technologies, Inc., USA

Glycerin (29% reinst Ph. Eur. Wasseritei)

Agarose 0,07% AppliChem, Darmstadt
Agarosegel 3% AppliChem, Darmstadt
Sprahkieber Hansaplast, Beiersdorf
Amplii ™ WGA Kit Silicon Biosystems, USA
PicoPLEX™ WGA Kit MEB/Rubicon, England
Zenon Antiktrperlabeling Kit Invitrogen, USA
DreamTaq Master Mix (2x}); Thermo Scientific™, Deutschland

Tabelle 5: Liste der verwendeten Chemikalien/Reagenzien/Kits
2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlung erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer. 10 pl der verdinnten Zellsuspension
wurden auf jede Kammer aufgetragen. Es wurden jeweils 4 groBe Eckquadrate ausgezahit,
diese wurden durch 4 geteilt um den Mittelwert pro Eckquadrat zu erhalten. Dieser Wert wurde
mit 10 multipliziert und somit wurde die Anzahl der Zellen je pl berechnet. Die Verdinnung der
Zellsuspension wurde im letzten Berechnungsschritt mit bericksichtigt.

2.2.2 Lymphozytenisolierung

Fir die Lymphozytenisolierung zur Testung der anti-CD45-Antikdrper-Nachfarbungen wurden
3 ml Vollblut oder Apheresat in ein 12 ml Reagenzglas (Greiner Tube) pipettiert und mit 9 ml
Erythrozyten-Lysispuffer aufgefliit und gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min auf
Eis erfolgte eine Zentrifugation der Probe fir 15 min bei 1000 rpm und 4°C. Der flissige
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Das zuriickgebliebene Lymphozytenpellet wurde
mit 1 ml PBS durch Auf- und Abpipettieren mit einer Pasteurpipette resuspendiert und in ein 2
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ml groBes MikroreaktionsgefaB Cberflhrt. Dieses wurde emeut bei 1000 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand vom Lymphozytenpellet abpipettiert und verworfen. Die
Proben wurden bei -20°C eingefroren und aufbewahrt.

2.2.3 Anreicherung und Detektion EpCAM-positiver CTCs

Der halbautomatische CellSearch-Assay (Menarini Silicon Biosystems, Bologna, Italien)
basiert auf einer immunomagnetischen Anreicherung von Zellen epithelialen Ursprungs, die
den Oberflachenmarker EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) exprimieren. Durch die
VerknUpfung von Antikdrpem gegen humanes EpCAM und Ferrofluidpartikeln ist es mdglich
die Zellen immunomagnetisch zu selektieren. Am Anfang der Probenaufbereitung wird die im
CellSavefixierte 7.5 ml Vollblutprobe zentrifugiert um die festen Blutbestandteile von dem
Plasma zu trennen. Die Probe wird in das CELLTRACKS® AUTOPREP® System gegeben.
Die CTCs werden Mithilfe der Konjugation aus einem Antikbrper gegen humanes EpCAM und
Ferrofluid-Nanopartikel magnetisch von den anderen Blutzellen durch das Anlegen eines
starken Magnetfeldes separiert. Um hierzu eine ausreichende Beladung der Zellen mit
Ferropartikeln sicherzustellen, werden an die zellgebundenen Ferropartikel (ber eine Biotin-
Streptavidin-Komplexierung zuséatzliche Ferropartikel an die Zellen gebunden. Die isolierten
Ferrofluid-Zell-Komplexe werden im Anschluss zur Zell-Typisierung immunzytochemisch
gefarbt und charakterisiert.

Durch den mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin gekoppelten monoklonalen
Zytokeratin-Antikérper (CK-PE) werden Zellen epithelialen Ursprungs (CTCs) Uber das
charakteristische intrazelluldre Protein Zytokeratin (v.a. Zytokeratin-Typen 8,18 und 19)
spezifisch angefarbt. Zur eindeutigen Zellerkennung wird der DNA-Farbstoff DAPI (4°, 6-
diamidino-2-phenylindol) ebenfalls hinzugeflgt, um die Keme sowohl der CTCs als auch der
Leukozyten hervorzuheben. Zur Detektion von unspezifisch angereicherten Leukozyten wird
ein Allophykocyanin (APC)-gekoppelte monoklonale CD45-AntikGrper verwendet. MNach der
automatisierten immunomagnetischen Zellanreicherung und den immunozytochemischen
Farbungen werden ungebundene Zellen und Reagenzien entfemt und die Probe in einem
Restvolumen von ca. 300 pl in eine Cartridge UberfUihrt. AnschlieBend wird die Cartridge in
einen speziellen Magnetadapter (MagMNest) des CellSearch-Systems positioniert. Alle
immunomagnetisch angereicherten Zellen werden Uber das im MagNest bestehende
Magnetfeld in einer Fokusebene positioniert. Fir diesen Schritt sollte die geflilte Cartridge
mindestens 20 min im MagNest im Dunkeln inkubiert werden, bevor sie in das Analyse-
System, den CELLTRACKS ANALYZER II® eingesetzt wird. Der CELLTRACKS ANALYZER
II®, ein Fluoreszens-Scanning-Mikroskop, scannt automatisch viermal die Oberflache der

Cartridge mit wechselnden Fluoreszenz-Filtem. Nach dem Scanvorgang zeigt das System die
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Bildaufnahmen mit den mdglichen Tumorzellkandidaten an. Zur Beurteilung und
abschlieBenden Uberpriffung bestimmter Qualitatskriterien wird dem Bediener jede Zelle mit
CK-PE-, DAPI-, und CD45-Fluoreszenz angezeigt. Die endglitige Auswertung erfolgt durch
Zwel unabhangige und zytologisch erfahrene Personen. Die bereits gescannten Cartridges
wurden zur weiteren Verarbeitung in einer Kihlkammer dunkel und bei 4°C aufbewahrt. Eine
Aufarbeitung erfolgte innerhalb einer Woche. Fir den Nachweis einer Tumorzelle missen
bestimmte Kriterien erfllt sein. Auf der einen Seite sind morphologische Merkmale, wie eine
anndhemd runde Zellform mit einem deutlich sichtbaren Kemn im Zytoplasma bei einer
MindestgréBe von 4 pm und auf der anderen Seite der Phanotyp EpCAMpos, CKpos
(Zytokeratine 8, 18 und/oder 19), DAPIlpos und CD45neg zu beurteilen. Zusatzlich bietet
dieses Verfahren eine weitere Phanotypisierung hinsichtlich des HER2/neu-Status. Die
Antikdrper-Signale in den unterschiedlichen Fluoreszenzkanélen sollten sich unterscheiden
und die nukleare Farbung 50 % der gesamten Zelle einnehmen. Das CellSearch Circulating
Tumor-Cell-Control-Kit ermdglicht nach jedem Durchlauf eine Kontrolle des gesamten
Analysesystems. Ein Beispiel zur Prasentation der mdglichen Tumorzellen ist in Abb. 2
dargestellt.

2.2.4 Einzelzellisolierung EpCAM-positiver und -negativer CTCs

Das CellCelector-Robotersystem (automatische Mikromanipulation) bietet die Maglichkeit zur
automatischen Erkennung, Bildanalyse und Isolierung von Partikeln bzw. adharenten
Zellkolonien und Einzelzellen. Durch eine Kombination aus einem Mikroskop mit digitaler
Kamera, einem motorisierten Kreuztisch und Ablagesystem ist es mdglich die EpCAM-
positiven CTCs aus den Cariridges des CellSearch-Systems und die negativen CTCs von dem
ISET- und VyCap-Filter, unter Zuhilfenahme der Bildbearbeitungs- und Analysesoftware, als
Einzelzellen zu isolieren. Die Isolierung erfolgt durch Volumen-Aspiration von 5 - 100 nl mittels
einer Glaskapillare (d = 30 pm). Die Einzelzelle aus einer Probe kann von unterschiedlichen
Medien (z.B. Glasobjektirdger, Petrischale) auf ausgewihite Ablagesysteme (z.B.
Glasobjekttrager, PCR Tube, n-Wellplatten) isoliert werden. Die Probe wurde fir die
Aufarbeitung der CellSearch-Carfridge auf den Objekitriger in dem speziell konzipierten
Magnetadapter pipettiert. Fir die Einzelzellisolierung von dem VyCap-Filter wurde dieser in
eine Petrischale und der ISET-Filter auf einen Objekttrager fixiert. Mit Hilfe der Kombination
aus einem Mikroskop mit digitaler Kamera (Olympus CKX 41; Kamerasystem: CCD-Kamera
XM10-IR, Olympus, Deutschland; ALS CellCelector-Software 3.0, ALS, Deutschland) und dem
motorisierten Kreuztisch ist es dem System mdglich die Probe auf dem
Objekttrager/Petrischale systematisch zu scannen. Es kinnen verschiedene Objektive (10x-
{20x- oder 40x-Objektiv), Fluoreszenzkanile (DAPI, FITC, TRITC, Cy5) und deren
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Belichtungszeiten manuell ausgewahlt werden. Das System kann durch einen . High-Sensity-
Mode” auBerdem die Signale der Fluoreszenzkanile durch die Software technisch verstarken.
Durch gezielte Voreinstellungen kann ein optimales Zeit/Auflisungs-Verhilinis erreicht
werden. Der gesamte Scan mit allen detekitierten Ereignissen durch das System wird
gespeichert und im weiteren Schritt kdnnen durch benutzerdefinierte Einstellungen bestimmie
Zellkandidaten detailliert angezeigt werden. Es ist mdglich alle gefundenen Events nach
GroBe, Signal in den jeweiligen gescannten Fluoreszenzkandlen und deren Intensitit zu
selektieren. Die Liste der entsprechenden Kandidaten, welche die definierten Qualitatskriterien
erflllen, wird dem Benutzer prasentiert. Die Events sind mit einer bestimmten Lokalisation auf
dem Kreuztisch gekoppelt und kénnen anschlieBend zum Isolierungsvorgang ausgewahit und
mit dem Mikroskop wiedergefunden werden. Es ist notwendig die Glaskapillare vor der
Aspiration zu kalibrieren. Zudem muss eine Aspirations- und Abgabehdhe definiert werden. Je
nach Probenbeschaffenheit und Ablagemedium unterscheiden sich diese. Vor dem
Aspirationsvorgang wird in die Kapillare ein PB3-Puffer von 1 pl aufgenommen. Das
gewinschte Aufnahmevolumen (5 - 100 nl) kann zudem bei jedem Isolierungsvorgang
individuell bestimmt werden. Durch den vorher vorgelegten PBS-Puiffer wird das aspirierte
Volumen samt Zellmaterial durch die Glaskapillare auf den Ablageort pipettiert.

CellSearch-
75mi ,  Celsearcn > camagem —» ﬂ _[ m

Patlentenbiut System Magnestadapier
Magnetadapter
{entwickelt von
UKD und ALS)
CeliCelector
PCR Tube —
-— ‘f., ,"-E = — [ /
: ‘ =iy y
Ablage der Zelle Elnzelzellisollerung

Abb. 3: Der Workflow zur Einzelzellisolierung von EpCAM-positiven CTCs nach der Anreicherung
im CellSearch-System mit dem CellCelector. Die Einzelzellen wurden tiber die Glaskapillare aspiriert
und auf das ausgewahite Medium (PCR Tube oder Objektirager) abgelegt. Im Anschluss kann eine
immunzytochemische oder genefische Charakterisierung der Einzelzellen erfolgen.

CTC: zirkulierende Tumorzelle; PCR: Polymerase-Kettenreaktion
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2.2.5 Arbeitsablauf fur die Einzelzellisolierung des CellCelectors

2.2.5.1 Dehydration der Patientenprobe aus der Cartridge

Der Probeninhalt der Carfridge mit den immunomagnetisch angereicherten und
fluoreszenzmarkierten Zellen des CellSearch-Gerdtes wurde aus dem Magnetadapter
entfemt. Nach 30 min wurde der Probeninhalt aus der Cartridge durch Pipettieren mit einer
langen und feinen Pipettenspitze gewonnen und auf den mit dem _Liguid-repellent Slide
Marker Pen” markierten Bereich des Glasobjekttragers OberfUhrt. Die Probe wurde 30 min im
Dunkeln auf dem eingespannten Magnetobjekttridger auf den Kreuztisch des CellCelectors
inkubiert und es erfolgte die Ausnchtung der Ferrofluidpartikel. Danach wurde ein Teil des
Uberstandes vorsichtig am Rand der Probe abpipettiert. Der Objekitrager wurde dann in den
Kreuztisch des CellCelectors zum Scan befestigt.

2.2.5.2 Magnetadapter

Um die immunomagnetische Anreicherung der CTCs mittels CellSearch-System auch fir die
Mikromanipulation nutzen zu kdnnen, wurde ein spezieller Magnetadapter in Kooperation mit
der Firma ALS fir das CellCelector-System hergestellt. Der konzipierte Adapter kann in den
Kreuztisch des Mikromanipulators eingesetzt werden. In dem Magnetadapter ist es mdglich
einen Objekttrager zentral und plan einzuspannen. Die verwendeten zwei Magnete wurden in
Anlehnung an die Magnete des MagNest des CellSearch-Gerates konzipiert und im gleichen
Abstand zueinander eingesetzt. Die Magnete wurden so in dem Adapter zueinander
ausgerichtet, dass sich die magnetisch angereicherten Zellen in einen bestimmten zentralen
Bereich auf dem Objekitrager einordnen. Zusétzlich werden die Zellen durch die verwendeten
Magnete auf eine Bildebene gezogen und gleichzeitig magnetisch an eine bestimmte Position
des Tragers gehalten. Es wurden insgesamt drei Magnetstirken getestet. Die Ausrichtung der
Ferrofluidpartikel auf dem Magnetadapter des CellCelectors und in dem Magnetadapter des
CellSearch-Systems wurde miteinander verglichen und es zeigte sich eine entsprechend
gleiche Ausrichtung mit dem .medium force™Magnetadapter des CellCelectors.

2.2.56.3 VyCAP-Filter

Das VyCap-System stellt ein ergdnzendes Verfahren zur Isolierung von Einzelzellen
gegeniber dem CellSearch-System dar. Es besteht aus einer Einheit eines Pumpsystems,
Einwedgfiltration und einer Apparatur zur Zellfarbung. Der Suspensionsiberstand einer
Blutprobe nach der Verarbeitung mit dem CellSearch System wurde weiter mit Hilfe des
VyCap-Systems verarbeitet. Der Abfallbehilter des CellSearch-Systems kann bis zu 40 ml
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Fllssigkeit auffangen. Dies entspricht der maximal zu verarbeitenden Flissigkeitsmenge flr
die VyCap-Pumpe. Die Isolierung und WVereilung der Einzelzellen aus der
Uberstandssuspension erfolgt durch einen Pumpvorgang auf Mikrotiterplatten-Chips. Der Chip
(8 x 8 mm) ist in einem ObjekttrAger vormontiert und enthalt 6400 Mikrovertiefungen mit
160.000 Poren mit einem Durchmesser von ca. 5 pm. Die Mikrosieb-Chips bestehen aus
Siliziumglas, sind star und flach ohne Autofluoreszenz. Ober- und unterhalb dieses
Objekttragers befinden sich zwei Rihrchen. In das obere Rdéhrchen wurde die zu filtrierende
Zellsuspension gegeben. Die Pumpeinheit erzeugt einen Unterdruck und die Zellsuspension
wird von dem oberen Rdhrchen durch die Mikrotiterplatte in ein unteres Abfallréhrchen filtriert.
Dieser Druck ist, je nach Zellbeschaffenheit, variabel einstellbar (0-500 mbar). Bevor das
gesamte Blut gefiltert wurde erfolgte ein Waschvorgang mit 5 ml PBS/Tween 0,1 %, um die
verbleibenden Blutzellen von dem Filter zu entfernen. Danach wurde der Objekttrager mit dem
Mikrosiebfilter zur Immunfluoreszenztarbung und CTC-Auszdhlung aus dem Pumpsystem
entfernt.

2.2.5.4 ISET-Filter

Der ISET-Mikrofilter (lsolation by Size of Tumor cells) ist ein diagnostischer Bluttest, der
zirkulierende Tumorzellen in einer Blutprobe detektiert. Das in-wvitro-diagnostische System
wurde am INSERM, der Université Paris Descartes und der Assistance Publique Hopitaux de
Paris (AP-HP) entwickelt. Mit dieser Technologie ist es mdglich Krebszellen aus dem Blut zu
isolieren. Diese Technologie nutzt die Erkenninis, dass Tumorzellen von soliden Karzinomen
in der Regel groBer sind als Blutzellen (Leukozyten/Erythrozyten). Um die Eliminierung der
Erythrozyten und der meisten Leukozyten aus der Probe zu ermdglichen verwendet der ISET-
Test ein speziell entwickeltes Gerat und speziell entwickelte Filter. 10 ml Patientenblut werden
in EDTA-Réhrchen abgenommen. Die Probe wird gemischt, mit anwendungsspezifischem
Puffer inkubiert, durch das druckgesteuerte Filtrationssystem des ISETE-Gerates verarbeitet
und die Tumorzellen auf dem Filter fixiet. Die Uberwiegende Mehrheit der weiBen
Blutkdrperchen wird durch das ISET®-Filtrationssystem eliminiert. Insgesamt besteht der Filter
aus 10 Spots. Die Blutproben wurden innerhalb von 5 h aufgearbeitet.

2.2.6 Herstellung von Cytospins

Durch die Verwendung dieser Methode ist es mdglich gleichgroBe Zellspots mit gleichm&Biger
Zellverteilung auf HistoBond®-Objekttrager aufzutragen. Diese Objekitridger binden Zellen
elektrostatisch an die positiv geladene Glasoberflache und auf Grund der adhasiven
Oberflachen wird kein zusatzlicher Klebstoff bendtigt. Der Objekttriger wurde in eine
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Varrichtung, bestehend aus einem Trichter und einem gelochten Filterpapier, eingespannt. Die
vorher festgelegte Menge der Zellsuspension, je nach Anzahl der ausgezahlten Zellen, wurde
in den Trichter auf den Objekttrager pipettiert. Durch die Zentrifugation mit 600-700 g wurden
die Zellen auf den Objekttrager gehaftet. Die Cberschissige Suspensionsflissigkeit wurde von
dem verwendeten Filterpapier aufgenommen. Die hergestelliten Cylospins wurden Cber Nacht

getrocknet und am Folgetag zur immmunzytochemischen Farbung verwendet.

2.26.1 CD45-immunozytochemische Farbung von Cytospins

Fir die Etablierung der anti-CD45-Antikérper-Nachfarbung wurden Proben wvon
Mammakarzinom-Patientinnen nach der CellSearch-Analyse ohne detektierte CTCs
verwendet. Die Proben der Cartridges wurden bei 600-700 g auf Haftobjekttrager zentrifugiert.
Zur Immunfluoreszenzfarbung erfolgte die Fixierung mit 4 2% PFA und nach 10 min wurden die
Zellen auf dem Objektirager mit 0,1 9% Tween 20/TBS gewaschen. Die Permeabilisierung der
Zellen zur Ermdglichung der Bindung von Antikérpem an intrazelluldre Antigene erfolgte mit
0.1 Trition-X-100/TBS 10 min auf Eis. Danach erfolgte ermmeut ein Waschschritt. Die Zellen
wurden anschlieBend mit dem Blockingpuffer (DAKO, Agilent-Technology Company, USA) flr
60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation des Primérantikdrpers erfolgte, je nach
Versuchsprotokoll, in unterschiedlicher Zeit in der Feuchtkammer bei Haumtemperatur. Nach
drei Waschschritten mit 0,1 % Tween 20/TBS mit jeweils 10 min wurde der Sekundarantikbrper
mit der Immunfluoreszenzkonjugation fir eine unterschiedliche Zeit, je nach
Versuchsprotokoll, inkubiert. Nach erneut drei Waschvorgangen wurden die Objekttrager kurz
in ddH20 gewaschen und mit Mounting-Medium (DAKO, Agilent-Technology Company, USA)
eingedeckelt. Die Objekttriger wurden bei 4°C dunkel gelagert. Nach 4 h wurden die
Objekttrager unter dem CellCelector-Mikroskop angeschaut. Die Primar- und
Sekundarantikbrper wurden mit dem Antibody Diluent (DAKO, Agilent-Technology Company,
USA) vor dem Auftragen verdinnt. Zusatzlich wurde, zum Ausschluss von Autofluoreszenzen,
ein Cytospin ohne die Verwendung eines Antikérpers und mit der alleinigen Verwendung von
DAPI mitgefihrt. Zum Ausschluss von falsch-positiven Fluoreszenzfarbungen von CTCs
wurde ein Cytospin mit ungefarbten MCF-7-Zellen mitgefThrt.
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2.2.7 Immunfluoreszenzfarbungen

22.7.1 CD45-immunozytochemische Farbung in der CellSearch-Cartridge

Die Cartridges mit den Patientenproben wurde nach der Analyse im CellTRACKS Analyser bei
4°C gelagert. Der Antikirper, bestehend aus 300 pl Antibody-Diluent und 12 pl (1:25) anti-
CD45 (35-Z6)-Alexa Fluor® 647, wurde in einem MikroreaktionsgefaB gemischt. Zur
immunomagnetischen Fixierung der Zellen wurden die Cartridges fir 20 min in den MagNest
des CellSearch-Systems inkubiert. Danach wurde der flissige Uberstand vorsichtig
entnommen/abpipettiert und die Antikbrperldsung in die Cariridge pipettiert. Die Cartridge
wurde dann aus dem MagNest entfernt und die Zellen vorsichtig suspendiert. Die Zellen wurde
anschlieBend 4 h bei 4°C mit der Antikdrperldsung auf dem Taumelschiitler inkubiert. Nach
erneuter Zellfixierung im MagNest fir 20 min. wurde der Uberstand entfemnt und die Zellen in
290 pl PBS resuspendiert und auf dem Orbitalschittler for 10 min gewaschen. Dieser
Waschvorgang wurde zwei Mal wiederholt. Am Ende wurde die Cartridge mit 300 pl PBS
aufgeflilt und die Zellen suspendiert. Die Inkubationsschritte wurden stets im Dunkeln
durchgefiihrt.

2.2.7.2 Immunfluoreszenzfirbung der Zellen des VyCap-Filters

Der Objekttrager mit der Filtermembran wurde nach der Filterung in einen Cellstainer”manuell
Zzur Durchftihrung der Immunfluoreszenzfarbung Uberfhrt. Durch den Druck auf das Ende des
Objekttragers wurden durch den Absorber (Schwamm) die verbliebenen Lisungen entfermnt.
Zur Permeabilisierung wurde der Filter mit 50 pl PBS/Saponin 0,15 % bei Raumtemperatur flr
15 min inkubiert. Durch emeuten Druck auf das Ende des Objekitragers erfolgte die Absorption
der Lisung. Danach erfolgte das Auftragen der Antikérpermischung, bestehend aus: 50 pl
PBS/BSA 1 %/Saponin 0,05 % und Pan Zytokeratin Antikérper (C11)-FITC 1:400 fir eine
Inkubation von 15 min bei feuchter Raumtemperatur. Danach wurde die Antikérpermischung
durch Druck des Objekttiridgers nach unten auf dem Schwamm entfemt. Der VyCap-Filter
wurde danach drei Mal mit 50 pl PBS/BSA 1 % gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte
mit 50 pl Formaldehyd 1 % fir 10 min. Danach wurde die Fixierldsung durch Druck des VyCap-
Filters emeut durch den Schwamm absorbiert und DAPI in der Verdinnung 1:20 fir 5 min
inkubiert und dann absorbiert. Der Filter wurde danach zwei Mal mit 50 pl PBS/BSA 1 %

gewaschen.

27



2.2.7.3 Immunfluoreszenzfirbung des ISET-Filters

Die Immunfluoreszenzfarbung der gefilterten Zellen auf dem ISET-Filter erfolgte in einer
Petrischale. Ohne Fixierung wurde der Filter zwei Mal je 5 min mit 0,1 % Tween 20/TB3
gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit 0,1 Trition-X-100/TBS 10 min auf
Eis. Danach erfolgte emeut ein Waschschritt. Die Zellen wurden anschlieBend mit dem
Blockingpuffer (DAKO, Agilent-Technology Company, USA) fir 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Inkubation des Primarantikirpers mit dem Antibody Diluent (DAKO, Agilent-
Technology Company, USA) erfolgte fir 45 min in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur.
Mach drei Waschschritten mit 0,1 % Tween 20/TBS mit jeweils 10 min wurde der
Sekundarantikbrper mit der Immunfluoreszenzkonjugation und dem Anfibody Diluent fir 30
min inkubiert. AbschlieBend erfolgten emeut drei Waschvorgange und je nach Versuchsreihe
wurden die Filter mit Mounfing-Medium (DAKO, Agilent-Technology Company, USA)
eingedeckelt oder nach der Waschung fir die Einzelzellisolierung auf einen Objekitriger des
CellCelectors gelegt und eingetrocknet. Die Filter wurden bei 4°C dunkel gelagert. Nach 4 h
wurden die ObjekitrAger mit den gefarbten Zellen auf dem Filter unter dem
Fluoreszenzmikroskop Olympus XIV des CellCelectors oder dem Zeiss Axioplan 2
angeschaut. Die Primér- und SekundarantikGrper wurden mit dem Antibody Diluent (DAKO,
Agilent-Technology Company, USA) vor dem Auftragen in unterschiedlicher Konzentration

verdinnt.

2.2.7.4 Immunfluoreszenzfirbung der Einzelzellen

Mach der Ablage der Einzelzellen auf die Objekttrager durch das CellCelector-System erfolgte
eine immunzytochemische Farbung zur Charakterisierung dieser Zellen mit dem Antikdrper
CapG. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde, je nach Versuchsprotokoll, mit 4 2% PFA oder mit
dem Reagenz aus den CellSave Preservative Tubes, fixiert. Nach einer Inkubation von 10 min
wurden die Zellen auf dem Objekitrager mit 0,1 % Tween 20/TBS gewaschen. Die
Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit 0,1 Trition-X-100/TBS 10 min auf Eis. Danach
erfolgte erneut ein Waschschritt. Die Zellen wurden anschlieBend mit dem Blockingpuffer
(DAKO, Agilent-Technology Company, USA) fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Inkubation des Primarantikirpers erfolgte, je nach Versuchsprotokoll, in unterschiedlicher Zeit
in der Feuchtkammer bei RHaumtemperatur. Nach drei Waschschntten mit 0.1 %
Tween20/TBS mit jeweils 10 min wurde der Sekundarantikbrper mit der
Immunfluoreszenzkonjugation fir eine unterschiedliche Zeit inkubiert. Nach emeut drei
Waschvorgangen wurden die Objekttrager kurz in ddH20 gespllt und mit Mountfing-Medium
(DAKO, Agilent-Technology Company, USA) eingedeckelt. Die Objektiriger wurden bei 4°C
dunkel gelagert. Nach 4 h wurden die Objekitrager mit den gefarbten Zellen unter dem
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Fluoreszenzmikroskop Olympus XIV des CellCelectors oder dem Zeiss Axioplan 2
angeschaut. Die Primér- und SekundarantikGrper wurden mit dem Antibody Diluent (DAKO,
Agilent-Technology Company, USA) vor dem Auftragen in unterschiedlicher Konzentration
verdinnt. Zum Ausschluss von Autofluoreszenzen wurden in Vorversuchen Cylospins ohne

eine Antikdrperfarbung, nur mit dem Antibody Diluent, und Cytospins nur mit DAPI gefarbt.

2.2.7.5 Antikérperkonjugation von anti-CD45-Antikérpern

Zur Konjugation des anti-CD45-Antikdrpers (MEM-28) mit dem Sekundarantikérper anti-Maus
Alexa Fluor 555 (Zenon) wurde das _Zenon mouse IgG labeling Kit” verwendet. Hierzu wurde
1 pg vom Antikérper zu einer phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) und 5 pl
Antikdrperldsung des Zenon® Maus-lgG-Markierungsreagenzes (Komponente A)
hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurden 5 pul des
Zenon®-Blockierreagenz (Komponente B) zur Reaktionsmischung hinzugefigt. Das
Gesamtvolumen von 20 ul wurde nicht Uberschritten. Nach einer emeuten Inkubation von 5
min bei Raumtemperatur wurde diese Antikdrpermischung mit dem Antibody Diluent (DAKO,
Agilent-Technology Company, USA) vor dem Auftragen in unterschiedlicher Konzentration

verdinnt.

2.2.8 Whole Genome Amplification (WGA) - Ampli1™ WGA-Kit

Zur Vervielfaltigung des Genoms einer Einzelzelle fir weitere molekulargenetische Analysen
wurde eine WGA (whole genome amplification) mit dem Amplit™ WGA-Kit (Silicon
biosystems, ltalien) durchgefiihrt. Die verwendete DNA kann von fixierten und gefarbten Zellen
stammen. Die WGA beinhaltet die folgenden vier Arbeitsschritte: Die Lyse der Zelle, die
Fragmentierung der DNA mittels Restriktionsenzymen, die Legierung der Adaptoren an die
DNA-Fragmente und die DNA-Amplifikation mittels PCR mit Adapter-spezifischen Primer-
Sequenzen. Das Ampli1-WGA-Kit wurde nach den Herstellerangaben verwendet.

Durch das QC-Kit Ampli1™ wird die DNA-Integritit durch ein PCRH-basiertes Verfahren
nachgewiesen und das WGA-Verfahren auf ihre Qualitat Gberprift.

Zur Qualitatskontrolle erfolgte die Verarbeitung von 1 pl des WGA-Produktes mit dem QC-Kit
Ampli1™( 6.5 pl H20, 1 pl Puffer, 0.2 pldNTPs, 1 pl PrimerMix, 0.2 pl BSA, 0.1 pl Polymerase)
mit 32 Zyklen in dem LightCycler 480 (Roche, Deutschland). 6 pl des Produktes der
Qualitatskontrolle wurde in der Gelelektrophorese (2 % Agarose, AppliCem) bei 100 V flr
30 min aufgetrennt und die DNA-Qualitat beurteilt. Fir die Gewahrleistung der DNA-Qualitat
fir weitere Analysen sollten bei der Testung ein kurzes und drei lange DNA-Fragmente
nachzuweisen sein. feigt die QC > 2 Banden kdnnen mit einer guten DNA-Qualitat NGS-
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Analysen durchgefihrt werden. Bei < 2 Banden muss von einer schlechten DNA-Qualitat
ausgegangen werden. Die Aufarbeitung der Einzelzellen wurde nach dem Protokoll des
Herstellers mit Positiv- und Negativkontrollen durchgeflihrt. Fir die Positivkontrollen wurden
aufgereinigte Zelllinien DNA (1 pl gDNA MCHT47D (50 ng/ul)) und als Negativkontrolle PCR
kompatibles Wasser (1 pl Amplil ™ QC H20) mitgefChrt. Je nach Versuch wurde genomische
DNA von Zelllinien (MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 und T47D), als Nachweis des Erfolges der
WGA bel isolierten Zellen durch den CellCelector, verwendet. Fir die DurchfCihrung der WGA
wurden Einzelzellen aus dem Isolierungsvorgang des CellCelectors in PCR Tubes mit 1 pl
PBS-Puffervolumen verwendet. Von jeder Probe wurden 6 pl auf das Gel pipettiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodenentwicklung zur Einzelzellisolierung in Suspension

3.1.1 Einzelzellisolierung EpCAM-positiver Zellen des CellSearch-Systems

Fir die Etablierung eines geeigneten Verfahrens zur Isolierung der EpCAM-positiven
zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) als Einzelzelle wurden zwei Systeme in einem Verfahren
kombiniert. Zur Anreicherung und Detektion der EpCAM-positiven CTCs wurde das bereits
etabliete CellSearch-System verwendet, zur anschlieBenden Einzelzellisolierung das
CellCelector-System. Fir die optimale Verknipfung beider Gerite im Hinblick auf die
Kompatibilitdt des Detektionsverfahrens erfolgten einige Testversuche zur Prifung und
Einstellung der optischen Einheit des CellCelectors. Im Weiteren wurden die Parameter des
CellCelector-Systems fir eine bestmdgliche Einzelzellisolierung eingestellt. Die
Verfahrensentwicklung erfolgte in Zusammenarbeit mit Herm Dr. Martin H.D. Neumann (AG
Prof. Dr. Hans Neubauer, Forschungslabore der Frauenklinik, Universitatsklinikum Disseldorf,

Heinrich-Heine Universitat Disseldorf).

3.1.2 Einstellung der optischen Einheit des CellCelectors

Fir die Verfahrensentwicklung wurde vorausgesetzt, dass die angefarbten Zellen mit DAPI
(Nucleus= N), PE (Zytokeratin=CK) und APC (CD45=Leukozyten) aus dem CellSearch-
System auch mit dem inversen Mikroskop des CellCelectors sichtbar sind. Zur Anpassung der
optischen Einstellungen des CellCelectors an den CellTracksAnalyzer |l des CellSearch-
Systems, wurden Cartridges mit aufgearbeiteten, CTC-positiven Proben von metastasierten
Mammakarzinom-Patientinnen im Magnetadapter 30 min inkubiert und anschlieBend auf den
Kreuztisch des CellCelectors gelegt. Die Patientenprobe wurde mit einer VergréBerung eines
20x-Objektivs und einer Kreuztischgeschwindigkeit von 20 % mit dem Mikroskop und der
digitalen Kamera des CellCelectors gescannt. Fir die Detektion der CTCs wurden die Proben
in den Fluoreszenzkanéile DAPI (Darstellung des Zellkemns), TRITC (Darstellung von PE=CK)
und Cy5 (Darstellung von APC=CDA45) betrachtet. Zusatzlich wurde der Hellfeld-Bereich (BF-
Kanal) zur morphologischen Beurteilung der Zellen mitgescannt. Der Scan erfolgte mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten in den jeweiligen Fluoreszenzkanélen. Die Bilder wurden
mit Hilfe des Bildverarbeitungssystems im CellCelector gespeichert und ausgewertet. Es
Zeigte sich eine optimale Belichtungszeit von 50 ms fir DAPI und 300 ms fur TRITC und 500
ms fir Cy5.
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DAPI-positive Signale W
detektierter Zellen

Abb. 4: Die Ubersichtsaufnahme zur Darstellung der DAPI-positiven Signale (Zellkern) in der
CellSearch-Cartridge durch den Scanvorgang im DAPI-Immunfluoreszenzkanal (Belichtungszeit 50 ms,
20x-Objektiv) im CellCelector. Zusatzliche Nustration des Verhalinisses von CTCs zu anderen
Biutzellen (z.B. Leukozyten) in einer aufgearbeiteten Bluiprobe durch das CellSearch-System.

CTC: zirkulierende Tumorzelle; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; um: Mikrometer

TRITC-positives Signal
einer detektierten Zelle

Abb. 5: Die Ubersichtsaufnahme zur Darstellung der TRITC-positiven Signale (CK) in der
CellSearch-Cartridge durch den Scanvorgang im TRITC-Immunfluoreszenzkanal (Belichtungszeit 300
ms, 20x-Objektfiv) im CellCelector. Zusatzliche Musiration der Raritat von CTCs zu anderen Blutzellen
{z.B. Leukozyten) in einer aufgearbeiteten Blutprobe durch das CellSearch-System. Auf Grund der
wenigen CTCs und der Darstellung als Ubersichtsaufnahme sind die detektierten Signale schwer zu
erkennen. CTC: zirkullerende Tumorzelle; TRITC: Tetramethylrhodamine; CK: Zylokerafin; pm:

Mikrometer
Die CTC-Kandidaten (DAPI- und TRITC-positiv, Cy5negativ) wurden manuell nach den

Auswahlkriterien (z.B. Zelldurchmesser 5-40 um) sortiert und Ober hinterlegte Koordinaten auf

dem Kreuztisch im Livebild zum Isolierungsvorgang wieder gefunden.

32



E- i
e P T——rr—pre—r—
—— elwe o e

Abb. 6: Das Beispiel des Filter- und Pickmodus nach erfolgtemn Scan und dessen Analyse einer
CellSearch-Cartridge. Die Zellen konnten, je nach Signalverhalten, in den unterschiedlichen
Fluoreszenzkanalen und dem Zelldurchmesser beurteilt und als CTCs benannt werden (linker
Abschnitt). Zusatzlich konnte im Hellfeld-Bereich die Morphologie der Zelle, als weiteres Kriterium fur
eine mogliche Tumorzelle, betrachitet werden. Die Zellkandidaten wurden manuell nach den
Auswahilkriterien sortiert und uber hinterlegte Koordinaten auf dem Kreuziisch im Livebild zum
Isolierungsvorgang wieder gefunden (rechter Abschnitt). Diese Abb. zeigen die selbe Zelle mit einem
positiven Signal im DAPI- {oben) und im TRITC-Immunfluoreszenzkanal (unten) und zeigt einen
passenden Zelldurchmesser (30 Um) zur Klassifikation einer CTC. pm: Mikrometer

Zur Eingrenzung der Spezifizitit zur Identifikation der CTCs nach dem Scanvorgang in den
Fluoreszenzkanalen wurden im ,Threshold Mend® die Schwellenwerte der Farbintensitaten
definiert. Im Erkennungsprozess minimierte diese Funktion die Hintergrundfluoreszenzen

(s. Abb. 7).
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Abb. 7: Die Darstellung des ,Threshold Meniis* des CellCelectors zur Definition der
Schwellenwerfe fiur die Immunfloureszenzsignale. Nach dem Seanvorgang der einzelnen
Immunfiuoreszenzkanale mit den unferschiedlichen Belichtungszeiten mit dem 20x-Objektiv, konnten
mit der Festlegung von Schwellenwerten falsch positive Hintergrundsignale minimiert werden. Als
Beispiel wurden in der Abb. die Thresholds fiir die Immunfluoreszenzfarbung im DAPI-Kanal mit einer
Belichtungszeit von 50 ms von SKBR-3-Kontrollzellen nach der Anreicherung im CellSearch-System
gesetzt. pm: Mikometer

Durch die Kombination der Parameter wie der Zelldurchmesser, Formfakioren und die
Definition der Schwellenwerte fir die positiven Signale in den Fluoreszenzkandlen konnte die
Anzahl der mdglichen CTCs im Filtermeni zur manuellen Sortierung eingegrenzt werden und
falsch positive Signale (Verunreinigungen und Hintergrundsignale) minimiert werden.

Zur Voruntersuchung des Einflusses des Alters der Cartridge und wiederholten Scanvorgange

auf die Detektionsrate von CTCs erfolgten Scanuntersuchungen als Spiking-Experiment im

CellCelector im DAPI- und TRITC-Kanal. SK-BR-3-Kontrolizellen aus dem CellSearch®
Circulating- Tumor-Cell-Control-Kit einer Cartridge des CellSearch-Systems wurden zu zwei
Patientenproben ohne detektierte CTCs in Carfridges verdinnt. Beide Cartridges wurden im
CellTRACKs-Analyzer gescannt und die detektierten Kontrollzellen gezahit. Eine Cartridge
wurde fir eine Woche und die andere Cartridge fir acht Wochen bei 4°C kihl gelagert. Danach
wurden die Carfridges auf den Objektiriger des etablieten Magnetadapters (siehe Teil
Isolierungsverfahren) pipettiert und im CellCelector Mikroskop viermal nacheinander im DAPI-
und TRITC-Kanal gescannt. Die detektierten Zellen der Cartridges im CellCelector wurden mit
der Zellzahlung des vorherigen Scanvorgangs des CellCelectors verglichen (s. Abb. 8).
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Abb. 8: Die Detektionsrate von SK-BR-3-Zellen in Bezug auf das Alter und der Anzahl an
Secanvorgangen einer Cariridge. Die SK-BR-3-Zellen unterschiedlich alter Cariridges mit Kontrollzellen
{links: 1 Woche alf, rechts 8 Wochen alt) wurden im CellSearch-System gescannt (blau) und mit den
Detektionsraten in welteren 4 Scans im CellCelector-System verglichen (orange).

Mach vier aufeinanderfolgenden Scanvorgangen in den Fluoreszenzkanile DAPI und TRITC
Zeigte sich bei der Detektion der SK-BRH-3-Zellen der eine Woche alten Cariridge eine 94 %
Wiederfindungsrate der Zellen. Bei der acht Wochen alten Cartridge konnte durchschnittlich
nach vier Scanversuchen eine Detektionsrate von 72 % erreicht werden. Es konnie eine
Wiederfindungsrate der SK-BR-3-Zellen von 99 % nach der Uberfthrung der Probe aus der
Catridge auf den Objekttrdger erreicht werden. Ursachlich fir die unterschiedlichen
Detektionsraten der Proben erschien der Intensititsverlust der Immunfluoreszenztarbung der
SK-BR-3-Zellen nach mehreren Belichtungen im Scanvorgang.

3.1.3 Detektionsrate von Zellen im CellSearch und CellCelector

Um die Detektionsrate von CTCs in einer aufgearbeiteten Carfridge des CellSearch-Systems
und des CellCelector-Systems zu vergleichen, wurden Scanversuche als Spiking-Experiment
mit SK-BR-3-Zellen der gleichen Carfridge im Magnetadapter in beiden Systemen
durchgefithrt. Hierzu wurden SK-BR-3-Kontrolizellen aus dem CellSearch®-Cirulating- Tumor
Cell-Control-Kit nach erfolgter Anreicherung im CellSearch-System (siehe Material/Methodik)
verwendet. Diese angereicherten SK-BR-3-Zellen aus der Carfridge wurden in einer
Verdinnungsreihe zu einer bereits aufgearbeiteten Carfridge ohne nachgewiesenen CTCs im
CellSearch-System hinzu pipettiert. Die Cartridges mit der unterschiedlichen Anzahl an
gespikien SK-BR-3-Zellen wurden in den Magnetadapter (MagMNest) fir 20 min dunkel
inkubiert und dann durch den CellTRACKs-Analyzer gescannt. Danach wurde die Probe in
dem Magnetadapter in den Fluoreszenzkanalen DAPI, TRITC und Cy5 mit dem 20x-Objektiv
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durch den CellCelector gescannt. Die magnetische Fixierung der CTCs auf eine Fokusebene
in dem Magnetadapter funktionierte auch auf dem Kreuztisch des CellCelectors und die Zellen
konnten auch nach der Bewegung des Kreuztisches mit der Speicherung der Koordinaten im
Bildverarbeitungssystem des CellCelectors an dieser Position wiedergefunden werden. Die
Detektionsrate der SK-BR-3-Zellen der beiden Gerate wurde verglichen und zu 95 % konnte
der CellCelector die Zellen wiederfinden.

SK-BR-3-Detektionsrate CellSearch vs.
CelliCelector
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SK-BR-3 -Anzahl

mDetektion CellSearch  mDetektion CellCelector

Abb. 9: Vergleichbarkeit der Detektionsrate von SK-BR-3-Zsllen des CellSearch-Systems (blau) und
des CellCelector-Systems (orange). Bei der Probe 1 konnten 53/54 der detektierten SK-BR-3-Zsllen
des CellTRACKs-Analyzers im CellCelector wiedergefunden werden. Die Probe 5 verdeutlicht, dass der
CellCelector bei siner niedngen Anzahl an SK-BR-3-Zellen 4/6 Zellen detekiieren konnte.
Durchschnittlich konnte eine Wiederfindungsrate der SK-BR-3-Zellen durch den CellCelector von 895 %
erreicht werden.
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Abb. 10: Der morphologische Vergleich von detektierten SK-BR-3-Zellen im CellSearch- und
CellCelector-System. Dieselben & detektierten SK-BR-3-Zellen sind im Merge/BF-, DAPI-, CK-
PE/TRITC- und CD45/Cy5-Fluoreszenzkanal des CellSearch- und CellCelector-Systems dargestellt.
Anhand der Morphologie und der unterschiedlichen Fluoreszenzsignale konnten die Einzelzellen
einander zugeordnet werden. BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; CK: Zytokeratin; PE:
Phycoerythrin; TRITC: Tetramethyirhodamine; CD45: cluster of differentiation 45; APC:

Allophyeocyanin; Cy5: Cyanin 5

3.2 Optimierung des Verfahrens zur Einzelzellisolierung

3.2.1 Optimierung des Arbeitsablaufs zur Einzelzellisolierung

Die Vorversuche mit n=5 zeigten bereits vielversprechende Ergebnisse, dass es mdglich ist
mit dem CellCelector-System zu 95 % die bereits detektierten CTCs im CellTRACKs-Analyzer
des CellSearch-Systems auch im CellCelector-System wiederzufinden. Fir die anschlieBende
Entwicklung eines Verfahrens zur Einzelzellisolierung dieser detektierten CTCs war es aber
notwendig die flissigen Proben aus der Cartridge im Magnetadapter zu entfemen. Zur
Etablierung eines Verfahrens zur optimalen Gewinnung der Probe mit Vermeidung eines
Zellverlustes der raren CTCs aus der Cartridge und Fixierung der Probe auf einem Medium
des Kreuztisches wurden einige Testuntersuchungen durchgefthrt (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Der Arbeitsablauf fiir die Einzelzellisolierung des CellCelectors. Die Probe aus der
Cartridge des CellSearch-Systems wurde fir den Isolierungsvorgang im CellCelector auf ein neues
Medium (ggf. Objekttrager) uberfuhrt.

Zellen der MCF-7-Zelllinie (EpCAM-positiv) wurden verdinnt in PBS zu einer peripher vends
entnommenen Vollblutprobe von 7.5 ml gespiked. Diese veranderte Blutprobe wurde dann mit
dem CellSearch-System aufgearbeitet. Im CellTRACKs-Analyzer konnten 338 CTC-
Ereignisse in der Cariridge nachgewiesen werden. Einige Zellen waren auf Grund der Nahe
Zueinander in einem Ereignis zusammen dargestellt (2. Abb. 12 B) und nach manueller
Sichtung konnte eine Zellzahl von 554 verzeichnet werden. Im nachfolgenden Scan der
Cartridge 1m Magnetadapter durch den CellCelector konnten 336 Ereignisse
(DAPIpos,CKpos,CD45neg) und nach manueller Analyse der Bildereignisse insgesamt 559
Zellen detektiert werden. Die Probe wurde wie im Methodenteil Arbeitsablauf fir die
Einzelzellizolierung des CellCelectors” beschrieben auf einen Glasobjekttrager pipettiert, der
Uberstand abpipettiert und die Probe eingetrocknet. Bei dem Scan im CellCelector konnten
anschlieBend 252 Bildereignisse und insgesamt 392 MCF-7-Zellen detektiert werden. Durch
diese Methodik zeigte sich ein Zellverlust von ca. 30 %.
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Abb. 12: Die Vergleichbarkeit der Detektionsrate von MCF-7-Zellen im CellSearch- und CellCelector
System. A) Bei erfolgtern Sean der Cariridge im CellCelector konnten 554 MCF-7-Zellen im CellSearch-
System (blau) und 5589 MCF-7-Zellen im CellCelector-System (orange) nachgewiesen werden. Nach
Pipetfierung und Eintrocknung der Probe auf dem Glasobjektirager wurden 392 Zellen durch den
CellCelector wiedergefunden (grau) und ein Zellverlust von 30 % verzeichnet. B) Darstellung von einem
Ereignis (DAPlpos,CKpos,CD45neg) mit drei MCF-7-Zellen im TRITC-Fluoreszenzkanal des
CellCelectors. um: Mikrometer; vs.: versus

Bei einem verzeichneten Zellverlust von 30 % durch dieses Verfahren, am ehesten durch die
nicht ausreichende magnetische Anziehungskraft der Zellen auf dem Magnetadapter bei der
Entfernung des Flissigkeitsiberstandes der Probe auf dem Objekitrdger bedingt, konnte
diese Methodik nicht als Standard flr den Workflow angewandt werden.

Zur optimalen Nutzung der immunomagnetischen Anreicherung der CTCs im CellSearch-
System fir die Fixierung dieser auf dem ObjekttrAger und zur Herstellung einer konstanten
Fokusebene wurde ein spezieller Magnetadapter fir das Einspannen von Objekitrager in
Zusammenarbeit mit der Firma ALS fir das CellCelector-System hergestellt. Die Magnete
wurden in Anlehnung zu dem MagNest des CellSearch-Systems entwickelt und in analoger

Geometrie zueinander verarbeitet (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Die Entwicklung des CellCelector-Magnetadapters. Der Magnefadapter kann in den
Kreuztisch des CellCelectors eingesetzt werden. An der Unterseite sind zwei miffelstarke und
vergleichbare Magneten zum MagNest des CellSearch Sysfems angebracht Der Abstand der
Magneten entspricht denen des MagNest. Das magnetische Feld fixiert die Zellen durch die Ausrichiung
der Ferrofluide, damit ihre Position wahrend des Screenings, der Detektion und des Isollerungsvorgangs
stabil bleibt In dem CellCelector-Magnetadapter kann ein Objekttrager plan eingespannt werden,
sodass die fliissige Probe in einer Fokusebene im CellCelector gescannt werden kann. um: Mikrometer

Zur Testung der magnetischen Kraft des speziell entwickelten Magnetadapters und der
Fixierung von CTCs bei der Bewegung des Kreuztisches des CellCelectors wurden SK-BR-3-
Kontrollzellen aus einer CellSearch-Cartridge in eine Carlridge ohne detektiete CTCs
gespiked. Die Probe wurde nach dem Protokoll im Material/Methoden Abschnitt auf den
Glasobjekttrager im Magnetadapter Cberfihrt.

Abb. 14: Die Darstellung von immunomagnetisch angereicherten SK-BR-3-Zellen aus einer
Cartridge des CellSearch-Systems auf dem Objekitrager des Magnetadapters des CellCelectors. Die
Zellen richtefen sich im Magnetfeld aus. pm: Mikrometer



Die Cartridges mit den gespikien Zellen wurden mit dem CellTRACKs-Analyzer im MagNest
gescannt und die detektierten SK-BR-3-Zellen gezahlt. Die Cartridge wurde dann im MagNest
mit dem CellCelector gescannt und die detektierten SK-BR-3-Zellen emeut gezahit. Danach
wurde die Cartridge aus dem MagNest entnommen und die Probe aus der Cariridge auf den
Objekttrager im Magnetadapter des CellCelectors Uberfthrt, und ermeut gescannt. Bei dem
Vergleich der Detektionsraten von SK-BR-3-Zellen unterschiedlicher Anzahl in den Proben
zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse von CellSearch und CellCelector in
den Cartridges. Das UberftChren der Proben war mit einem Zellverlust von ca. 10 % (Probe 1
und 3) bzw. von 50 % (Probe 2) verbunden, was vermutlich auf die Pipettierungenauigkeit
zurixckzufthren ist (s. Abb. 15).

SK-BR-3-Detektionsrate CellCelector

250
21 3202
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20 20 4 9 9 g8
0 .- -
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Abb. 15: Die Detektionsrate von SK-BR-3-Zellen in unterschiedlicher Verdinnung durch den
CellCelector. In der Probe 1 wurden 213 SK-BR-3-Zellen im CellSearch-System detektiert (blau). Davon
konnten in der Cartridge 202 Zellen (orange) und 182 Zellen auf dem Objekttrager {grau) im CellCelector
wiedergefunden werden. Bei der Probe 2 wurden 20/20 Zellen im CellCelector wiedergefunden
(orange). Bei der Uberfihrung konnten 10 Zellen detektiert werden (grau). Von 9 Zellen in der Probe 3
wurden 100 % in der Carifridge (orange) und anschlieBend 8/9 Zellen auf dem Objektirager im
CellCelector detektiert (grau).

In einem gleichen Versuchsautbau mit Carifridges (n=5) unterschiedlicher SK-BR-3-Zellzahl

zeigte sich eine durchschnittliche Detektionsrate nach UberfChrung der Probe auf den
Objekttrager des CellCelectors von 86 %6 (16).
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Abb. 16: Die Detektionsrate von SK-BR-3-Zellen im CellCelector. Funf Proben mit unterschiedlicher
Anzahl an detektierten SK-BR-3-Zellen wurden im CellSearch-System (blau) und anschlieBend, nach
der Uberfiihrung der Probe auf einen Objekttrager, im CellCelector-System gescannt (orange). Die
Detektionsrate des CellCelectors aus den funf Proben betrug durchschnittlich nach dem
Pippetiervorgang auf den Objekttrager 86 %. Abbildung modifiziert nach (16).

3.2.2 Einstellung der Parameter zur Einzelzellisolierung

Um zielgenau eine CTC aus der Probe auf dem Objekttriger in dem Magnetadapter zu
aspirieren und eine Kontamination mit anderen Blutzellen zu vermeiden, wurden die
Isolierungssparameter wie das  Aspirationsvolumen®, die ,Aspirationsgeschwindigkeit” und die
Aspirationshihe” der Glaskapillare des CellCelectors definiert.

SRR

Binzelzellisolerung

Abb. 17: Optimierung des Isolierungsvorgangs vom Magnetadapter des CellCelectors.
Darstellung der Glaskapillare mit einer definierten Aspirationshohe zum Objekttrager (rechter
Abschnitt).
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3.2.2.1 Aspirationsvolumen

Fir das Spiking-Experiment wurde der Probeninhalt einer Carfridge mit SK-BR-3-Zellen auf
den ObjekttrAger im Magnetadapter UberfChrt. In mehreren Isolierungsvorgangen wurden
Aspirationsvolumina von 1 pl bis 0,1 pl mit einer Glaskapillare im Durchmesser von 30 pm
und einer vorher festgelegten Aspirationsgeschwindigkeit von 20 % getestet. Bei dem
definierten . Aspirationsvolumen™ der Glaskapillare von 1 pl konnten die Zellen mit der
Glaskapillare, auf Grund der sehr engen Lage zueinander, nicht einzeln isoliert werden. Es
wurden gleichzeitig mehrere SK-BR-3-Zellen zusammen aspiriert und eine zu groBe Flache
auf dem Objekitrager abgetragen. Durch die Reduktion des Aspirationsvolumens bis auf 0,5-
0,1 pl war es miglich die SK-BR-3-Zellen mit einem durchschnittlichen Abstand von ca. 300-
150 pm als Einzelzellen zu aspirieren (s. Abb. 18).
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Abb. 18: Die Darstellung einer Probe mit SK-BR-3-Zellen des CellSearch-Systems in der
Ubersichtsaufnahme des BF-Kanals des CellCelectors (oben). Durch ein Aspirationsvolumen von 1 Ll
wurden neben der ausgewahlten einzelnen SK-BR-3 Zelle zusatzlich vier weitere Zellen zusammen in
die Glaskapillare aspiriert (linkes Bild). Durch die Reduktion des Aspirationsvolumen auf 0,1 Wl konnten

die Zellen mit einem geringen Abstand zueinander als Einzelzellen isoliert werden (rechts Bild). Der
Preil stellt die bereits erfolgte Aspiration einer Einzelzelle (fehlende Ferrofluide) ohne die gleichzeitige
Aspiration der dargestellien SK-BR-3 Zelle dar (roter Kreis). um: Mikrometer; pil: Mikroliter

3.2.2.2 Aspirationsgeschwindigkeit

Zur Bestimmung der optimalen Aspirationsgeschwindigkeit wurden Geschwindigkeiten von 20
% - 100 % zur voreingestellten Ausgangsgeschwindigkeit des CellCelectors getestet. Es zeigte
sich, dass bei Geschwindigkeiten = 20 9% die Adhasion der anderen Blutzellen auf dem
Magnetadapter nicht ausreichte und eine gréBere Fliache mit der Kontamination anderer
Zellen, die im nahen Abstand um die CTC lagen, auf dem Objekitrager aspiriert wurde.
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3.2.2.3 Aspirationsabstand

Zur Festlequng des Aspirationsabstandes der Glaskapillare zum Objekttriger bei einem
Aspirationsvolumen von 0,1 pl und einer 20%igen Aspirationsgeschwindigkeit wurde diese
vor jedem lsolierungsvorgang kalibriert. Nach erfolgten Testuntersuchungen unterschiedlicher
Aspirationshéhen konnte durch die Aspirationshéhe wvon 25 pm  eine 98%ige
Wahrscheinlichkeit der Einzelzellisolierungen ohne Aspiration von Nachbarzellen erreicht
werden (16).

3.2.2.4 Optimierung der Einzelzellisolierung

Die Einstellung der ,Ablagehihe” und .Ablagegeschwindigkeit® wurde an das festgelegte
Ablagevolumen und an das Ablagemedium angepasst. Bei der Ablage der Einzelzellen in PCH
Tubes fir nachfolgende genetische Analysen wurde ein geringes Probenvolumen (in der
Regel 1 pl) bendtigt. Die Ablagehdhe musste daher an das geringe Ablagevolumen angepasst
werden. War die Ablagehdhe zu hoch, blieb die Probe am Ende der Glaskapillare hdngen und
wurde durch die Bewegung des Arbeitsarmes verworfen. Die Ablagehéhe musste so
eingestellt werden, dass der Probentropfen das PCRH Tube nur leicht berthrt und durch die
Oberflachenspannung auf das Tube gezogen wird. Mit der Einstellung einer Ablagehdhe von
12,8 mm zur Neutralposition des Arbeitsarmes zeigte sich eine Ablagerate von 96 % in die
PCR Tubes. Durch die geringere Volumenaufnahme der Pufferflissigkeit minimierte sich der
Druck bei der Ablage aus der Glaskapillare. Deshalb wurde zusétzlich eine
Ablagegeschwindigkeit von 100 %t definiert.

Zur Verfizierung der definierten Isolierungsparameter wurde eine Probe mit SK-BR-3-Zellen
aus einer Cartridge auf den Objekttrager in dem Magnetadapter pipettiert. Es erfolgten 30
Isolierungsvorgange und die Einzelzellaspirationen wurden unter der Mikroskopie verfolgt und
bildlich dokumentiert. Bei 87 % der SK-BH-3-Zellen konnte eine erfolgreiche
Einzelzellizolierung durchgefthrt werden. Bei 10 % kam es zu einer Aspiration von =1 Zelle
und bei 3 % missglixckie die Isolierung einer Zelle (s. Abb. 19).
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Abb. 19: Die Darstellung der Einzelzellisolierungen wvon SK-BR-3-Zellen. Von 30
Isolierungsvorgangen (blau) konnten 26 Einzelzellen erfolgreich isoliert werden (orange). Bei drei
Vorgangen wurden mehr als eine Zelle aspiriert (grau) und bei einem Vorgang konnte die Zelle nicht
isoliert werden (gelb).

SK-BR-3-Anzahl
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Zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit einer Einzelzellisolierung in Abhangigkeit vom
Zellabstand erfolgten Isolierungsvorgénge von SK-BR-3-Zellen in unterschiedlichem Abstand
(500-0 pm) zueinander.

Zellen mit einem Abstand von = 100 pm zueinander konnten mit den zuvor definierten
Isolierungsparametemn einzeln isoliert werden. Bel einem geringeren Abstand zweier Zellen <
100 pm zeigte sich eine deutliche Abnahme der Isolierungswahrscheinlichkeit als Einzelzelle.
Die SK-BR-3-Zellen im direkien Kontakt zueinander konnten nicht als Einzelzellen isoliert
werden (s. Abb. 20).
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Abb. 20: Der Erfolg der Einzelzellisolierung in Abhingigkeit vom Zellabstand.
A) Darstellung eines Isolierungsvorgangs vor und nach der Aspiration. Eine Einzelzellisollerung mit
einem Abstand von 100 Lim (rote Linie) zweler Zellen war moglich. B) Wahrscheinlichkeit des Erfolges
der Einzelzellisollerung im Verhalinis zum Zellabstand. pm: Mikrometer; %: Prozent
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Isollerung erfolgt

Abb. 21: Darstellung einer erfolgreichen Einzelzellisolierung. pm: Mikrometer

3.2.3 Etablierung des Workflows zur Einzelzellisolierung

Zur Etablierung des Workflows wurden die Einzelversuche der ,Detektion™ und der ,Isolierung”
kombiniert. Zur Uberprifung der Detektionsrate und der Einzelzellisolierungsrate von CTCs
wurde ein Spiking-Experiment durchgefihrt.

SK-BR-3-Zellen aus Cariridges des CellSearch-Systems wurden in unterschiedlicher
Verdinnung zu Cartridges mit Patientenproben ohne detektierte CTCs gemischi. Diese
Cartridges wurden im CellTRACKs-Analyzer gescannt und der Probeninhalt der Cartridges auf
den Objekttrager im Magnetadapter des CellCelectors pipettiert. Danach erfolgte die Detektion
der SK-BR-3-Zellen durch den CellCelector nach oben etablierten Detektionsparametem
(DAPIpos,CKpos,CD45neg). Die identifizieten Zellen wurden als Einzelzellen mit den
eingestellten Parametem isoliert und in CupStrips abgelegt.
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Abb. 22: Die Einzelzellisolierung in Abhingigkeit von der SK-BR-3-Zellzahl in der Cartridge.

A) Nustration der Erfolgsrate der Vereinzelung von Zellen bei unterschiedlicher SK-BR-3-Zellzahl
{grau). Die Detektionsrate von Tumorzellen des CellCelectors nach dem Pipetiiervorgang betrug
durchschnittlich 86 %. Von diesem Anteil konnten insgesamt 98 % der ausgewahlten Zellen isoliert
werden. B) Die Wahrscheinlichkeit der Einzelzellisolierung hing von der SK-BR-3 Zellzahl in der
Cartridge ab. Je geringer die Zellzahl in der Cariridge, desto weniger Zellen konnten detektiert und
vereinzelt werden. Abbildung modifiziert nach (16). %: Prozent

Die Wahrscheinlichkeit der Einzelzellisolierung von SK-BR-3-Zellen im Gesamtversuch, von
der Uberfthrung der Cartridge bis hin zum Isolierungsvorgang im CellCelector, betrug
durchschnittlich 85 %. Die Detektionsrate der SK-BR-3-Zellen nach Uberfiihrung der Probe
auf den Objekttrager des CellCelectors lag im Durchschnitt bei 86 9%, die Wahrscheinlichkeit
einer darauf folgenden erfolgreichen Einzelzellisolierung bei 98 % (16).

Zur Verifizierung der Ablagewahrscheinlichkeit der SK-BR-3-Einzelzellen nach dem
Isolierungsvorgang wurden diese mit den definierten Ablageparametern in CupStrips
Cberfihrt. Die bildliche Isolierungsdokumentation des Mikroskops wurden den
Ablagekoordinaten der einzelnen CupStrips zugeordnet. Die CupStrips wurden danach
mikroskopisch mit dem CellCelector in den Fluoreszenzkandlen DAPI und TRITC und im BF-
Kanal analysiert und es erfolgte die manuelle Detektion der abgelegten SK-BR-3-Zellen. Die
Zahl der isolierten SK-BRH-3-Zellen wurde mit der der abgelegten und mikroskopisch
wiedergefundenen Zellen verglichen.
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Abb. 23: Die Kontrolle der Zellablage nach der Einzelzellisolierung.

A) Darstellung der Bildkontrolle im CellCelector des Isolierungsvorganges einer SK-BR-3 Zelle im BF-
Kanal. Links in der Abbildung ist die SK-BR-3 Zelle vor dem Isolierungsvorgang vergroBert dargestellt
und rechis die Bildkontrolle der fehlenden Zelle nach der Aspiration durch die Glaskapillare. B) Nach
der Aspiration der Zelle wurde diese in ein CupStrip der Koordinate A4 abgelegt. Kontrolle der erfolgten
Ablage unter dem CellCelector Mikroskop. Darstellung der SK-BR-3 Zelle im BF und in den
Fluoreszenzkanalen DAPI und TRITC. BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; TRITC:
Tetramethylrhodamine; pm: Mikrometer

Es wurden 9 SK-BR-3-Zellen der Probe von dem Objektirager im Magnetadapter durch den
CellCelector isoliert. Dabei wurden einmal zwei Zellen, direkt aneinander liegend, zusammen
aspiriert. Auf der Ablage konnten 7 SK-BR-3-Zellen in den CupStrips und auch die zwel
gleichzeitig aspirierten Zellen durch das CellCelector-Mikroskop detektiert werden. Es ergab
sich eine Wiederfindungsrate der Zellen in den CupStrips von 78 % (s. Abb. 24).
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Abb. 24: Die Ablagewahr=scheinlichkeit von isolierten SK-BR-3-Zellen durch den CellCelector.
A) Es wurden 8 Zellen durch den Mikromanipulator aspiriert und als Einzelzellen isoliert. Davon konnten
7 Zellen in den CupStrips auf der Ablage wiedergefunden werden. B} Die mikroskopiegestiitzte
Ablagekontrolle der Einzelzellen auf den CupStrips im TRITC-Kanal Es konnten 7 Zellen
wiedergefunden werden, wobel bei einem Ereignis (F4) zwei SK-BR-3-Zellen auf Grund der Lage
zueinander zusammen aspiriert wurden (rechis). BF: Bright Field; TRITC: Tetramethylrhodamine; pm:
Mikrometer

Zur Verifizierung der Ablagewahrscheinlichkeit von SK-BR-3-Einzelzellen in Abhingigkeit des
definierten Aspirationsvolumens wurden 29 Isolierungsvorgange mit dem CellCelector mit
einem Aspirationsvolumen wvon 05 pl und 104 Isolierungsvorgdnge mit einem
Aspirationsvolumen von 0,1 pl auf einem Objekitriger durchgefihrt. AnschlieBend wurden die
abgelegten Zellen der einzelnen Koordinaten des Objekttrégers unter dem CellCelector-
Mikroskop gezahit. Die Ablagewahrscheinlichkeit lag mit einem Aspirationsvolumen von 0,5 pl
bei 97 % und mit einem Aspirationsvolumen von 0,1 pl bei 96 % (s. Abb. 25).
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Abb. 25: Die Ablagekontrolle von isolierten SK-BR-3-Zellen auf einem Objekttriger.

A) Mit einem Aspirationsvolumen wvon 05 W konnten 97 % SK-BR-3-Zellen auf der Ablage
wiedergefunden werden (orange). B) Die mikroskopische Ablagekontrolle bestatigte eine
Ablagewahrscheinlichkeit von 96 % bei einem Aspirationsvolumen von 0,1 Ul (orange). pl: Mikroliter
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Zur weiteren Verwendung der Einzelzellen mussten diese von den PCR CupSirips in die PCRH
Tubes durch Zentrifugation CberfUhrt werden. Zur Einsparung dieses Arbeitsschrittes wurde
die Ablagewahrscheinlichkeit der Einzelzellen direkt in die 15 mm PCR Tubes bestimmt.

8 SK-BR-3 Kontrolizellen wurden mit einer Pufferaufnahme von 1 pl und einem
Aspirationsvolumen von 0,1 pl isoliert. Die Ablagehdhe wurde in der ersten Kalibrierung so
eingestellt, dass eine Ablage bis in den Konusbereich des PCRH Tubes erfolgte. 7/8 SK-BR-3-

Zellen konnten nach der Isolierung in dem Tube wiedergefunden werden.

Isollerung Vorher Nachher

Ablage BF DAPI TRITC

Abb. 26: Der Isolierungsvorgang einer SK-BR-3 Zelle und Ablagekontrolle in 15 mm PCR Tubes.
Die obere Abb. stelit den Vorgang der Einzelzellisolierung mit der vorhandenen Einzelzelle vor der
Aspiration (linkes Bild) und der fehlenden Einzelzelle nach der Aspiration (rechtes Bild) dar. Die untere
Abb. stellt die Zelldetektion derselben aspirierten Einzelzelle auf der Ablage des PCR Tubes im BF-,
DAPI- und TRITC-Kanal dar. BF: Bright Field; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol; TRITC:
Tetramethylrhodamine; pm: Mikrometer

Fir die nachfolgende molekulargenetische Analysen der Einzelzellen ist ein mdglichst
geringes Probenausgangsvolumen notwendig, deshalb wurde die
Isolierungswahrscheinlichkeit und Ablagewahrscheinlichkeit der SK-BR-3-Einzelzellen bei
einem reduzierten Aspirationsvolumen von 0,005 pl getestet.

Der Aspirationsvorgang erfolgte mit einem Puffervolumen von 1 pl und einem
Aspirationsvolumen von 0,005 pl. Die Ablage wurde als erfolgt verzeichnet, wenn ein Tropfen
aus der Glaskapillare sich im Konus des PCH Tubes befunden hat. Mit dem minimierten
Aspirationsvolumen von 0,005 pl konnte eine Aspirationsrate 33/34 SK-BR-3-Zellen isoliert
werden. In keinem Isolierungsvorgang wurden > 1 Zelle aspiriet. Unter den
Untersuchungsbedingungen konnten 20/33 Zellen auf der Ablage erfasst werden (s. Abb.
29 A). Am ehesten flhrte ein minimaler Versatz der Glaskapillare im Verlauf des Versuches
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und die nicht komplett planen PCR Tubes im Ablagehalter zu der reduzierten
Ablagewahrscheinlichkeit.

3.2.4 Optimierung der CD45-APC-Immunfluoreszenzfarbung

Einige Patientenproben  zeigten im CellCelector-System im Cy5-Kanal mit einer
Belichtungszeit von 500 ms eine nur noch eine schwache bis gar nicht darstellbare CD45-
APC-Immunfluoreszenzfarbung. Diese Problematik zeigte sich bei den Cartridges unabhéngig
ihres Alters. Demnach war es notwendig fir diese Cariridges eine CD45-Antikirper-
Machfarbung zu etablieren, mit der es mdglich war die CD45-positiven Leukozyten von den
epithelialen Zellen im Cy5-Kanal des CellCelector-Mikroskops zu unterscheiden.

Der APC konjugierte CD45-Antikérper sollte trotz der bereits besetzten CD45
Oberflachenrezeptoren durch die in der CellSearch-Analyse erfolgte CD45-Farbung in
ausreichendem MaBe an die Leukozyten binden. Es konnten zwei Verfahren fir die
Machfarbung des CD45-Oberflachenmarkers etabliert werden. Fir die auf einem Objekitrager
abgelegten Einzelzellen konnte die CD45-Nachfarbung auf dem Objekttrager erfolgen, fir die
in einem PCH Tube abgelegten Einzelzellen wurde die CD45-Nachfarbung in der Cartridge

vor der Zellisolierung entwickelt.

3.24.1 CD45-immunozytochemische Farbung auf dem Objekttrager

Der Probeninhalt von CTC-negativen Carfridges wurde mit dem Cytospin-Verfahren auf
Haftobjekitrdger UberfUhrt. Die Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte nach dem im
Methodenabschnitt  beschriebenen Verfahren. Die CD45-AntikGrper I1gG Maus
(Phycoerythrincyanin-670 nm) von Beckman Coulter und CD45 IgG Maus (Allophykocyanin)
aus dem CellSearchKit ergaben kein positives Immunfluoreszenzsignal der Leukozyten in dem
Cy5-Kanal des CellCelectors.

Der Antikérper anti-CD45 vom Klon MEM-28 zeigte mit der Konjugation Alexa Fluor 555 ein
storendes Signal im TRITC-Kanal, das mit der anti-CK-Detektion der CTCs interferieren
wirde. Allein mit dem anti-CD45 (35-Z6) Alexa Fluor® 647-AntikGrper zeigte sich ein positives
Immunfluoreszenzsignal der Leukozyten im Cyb-Kanal.

Zur Optimierung des Farbeergebnisses wurden unterschiedliche Verdinnungen des anti-
CD45 (35-76) Alexa Fluor® 647-Antikérpers und unterschiedliche Inkubationszeiten
verglichen (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Die Optimierung der Firbung von Leukozyten durch den anti-CD45 (35-26) Alexa Fluor®

647-Antikérper von Patientenproben. Es wurde eine Cariridge mit L eukozyten einer CTC-negativen
Apheresaiprobe verwendet. Testung der Fluoreszenzintensitat im Cyb-Kanal des CellCelectors bei
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einer Antikorper-Verdiunnung von 1:10 und 1:25 mit einer Inkubationszeit von 4 h und uber Nacht.
Darstellung der Farbeintensitat wund die erfolgreiche Defektion der Leukozyten ohne
Hintergrundfiuoreszenzen durch manuelles Setzen der Thresholds im Bereich der starksten
Farbintensitat im Cyb-Kanal CTC: zirkulierende Tumorzelle; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol; Cy5:
Cyanin 5; CD45: cluster of differentiation 45; pm: Mikrometer



Mit einer Verdinnung von 1:10 und 1:25 konnten die Thresholds in dem Kanal so definiert
werden, dass die Leukozyten im CellCelector detektiert werden konnten. Die Inkubation des
Antikdrpers Uber Nacht bewirkte ein minimal starkeres Fluoreszenzsignal der Leukozyten.

Zusatzlich zum CellCelector wurde die anti-CD45-Immunfluoreszenzfarbung der Leukozyten
auch mit dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2 beurteilt. Dort zeigten sich gut

darstellbare Signale fir DAPI und den anti-CD45-Antikérper (s. Abb. 28).

Verdinnung : 1:10 . Nacht : 1:25 . Nacht

Leukozyten

Fluoreszenzmikroskop Zelss Axloplan 2
0CTC

Cartridge ANt-CD45 (35-26) AleXa FIUorE 647 Antikorer

Abb. 28: Immunfiuoreszenzfirbungen von Leukozyten mit dem anti-CD45 (35-26) Alexa Fluor®
647 Antikérper in unferschiedlichen Verdiunnungen mit dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2.
leukozyten aus einer Apheresaiprobe wurden angefarbt Die Bilder zeigen die
Immunfiuoreszenzfarbung von DAPI (blau) und CD45 (rot) der Leukozyten. CTC: zirkulierende
Tumorzelle; CD45: cluster of differentiation 45

3.24.2 CD45-immunozytochemische Farbung in der CellSearch-Cartridge

Um bel der immunozytologischen Farbung der Leukozyten in einer Cariridge ein
Farbeprotokoll ohne hohen CTC-Verlust zu etablieren wurden SK-BR-3-Zellen des
CellSearch- Systems zu Patientenproben von Cartridges ohne detektierte CTCs gespiked. Zur
anti-CD45 Antikdrper Nachfarbung, wurde der anti-CD45 (35-Z6) Alexa Fluor® 647-Antikdrper
in einer Verdinnung von 120 verwendet.

In né&chsten Versuchen wurde der Einfluss des Blockingpuffers auf die Adhérenz der Zellen in
der Cartridge und die Auswirkung der Waschvorgange in der Carfridge auf den Zellverlust
getestet. Die Cartridge mit den zugesetzten SK-BR-3-Zellen wurden im CellSearch-System
gescannt, danach wurde die Farbung durchgefihnt und die Carfridge emeut im CellSearch-
System gescannt. Nach der Uberfthrung der Probe aus der Cartridge auf den
Magnetobjekitrager des CellCelectors, wurde diese dort wiederholt gescannt und danach

zusétzlich die leere Cariridge. Der Zellverlust wurde nach dem Farbevorgang und nach der
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Uberfiihrung des Probeninhalts der Cartridge auf den Magnetobjekttrager festgehalten. Durch
die Verwendung eines Blockingpuffers entstand ein Zellverlust von 75 %, nach der
DurchfUhrung von drei Waschvorg@ngen zeigte sich eine Verlustrate von 57 % und mit einer
Luick and Dirty™ Antikdrperfarbung konnte keine Differenzierung der einzelnen Zellen durch
einen starken Immunfluoreszenzhintergrund erfolgen.

Die Durchflhrung eines Waschgangs nach der Antikérperinkubation zeigte ein gutes anti-
CD45-Antikérper-Farbeergebnis im Immunfluoreszenzkanal mit einer Zellverlustrate von
nahezu 0 % und einer Wiederfindungsrate der SK-BR-3-Zellen auf dem Magnetadapter des
CellCelectors von 73 % (s. Abb. 29).

0 CTC Cartridge
+SK-BR-3 Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Kontrollzellen
ﬂ“dlnh"'lg’“b:rﬁ AK Inkubation ii.
Farbavariants Macht : Macht 1x Waschung 1x Waschung
3x Waschung 3x W ung
SK-BR-3 Zallan 157 Zallan 68 Zallan 120 Zallen 45 Zallan
Zellveriust an der Zallveriust bei der DAP! Signal vor der
Baurtailung sdoawand W " Farbung nicht intakt,
Cartridge aschung kein Verluzt von Zellan
Dietaktion
CallSaarch
Post Farbung 128 Zallan 120 Zallen
Zalivariust
- 28 Zellen 0 Zsllen
(Firbung)
Dietaktion
GCallCGalactor
Objekttriger 31 Zsllen 28 Zallan 33 Zallen
Lears Cartridge 65 Zallen 0 Zallen
Zalveriust a7 Zellan 0 Zellen 12 Zellen

Abb. 29: Die Darstellung des Zellverlustes bei der anti-CD45 Antikérper Nachfirbung in der
Cartridge in Abhingigkeit vom Firbeprotokoll. Bei der Probe 1 wurde ein Blockingpuffer benuizt,
der zu einer hohen Adharenz der Probe an die Cartridge fuhrte. Die Zellverlusirate der adharenten SK-
BR-3-7ellen betrug 68 %. Bei der Probe 2 wurden drei PBS Waschvorgange durchgefiihrt, die zu einer
Verlustrate der Zellen im Farbevorgang von 57 % gefithrit haben. Durch die Durchfihrung eines
Waschvorgangs und der Antikorperfarbung ohne Blockingpuffer konnfe nach dem Farbevorgang in der
Probe 3 eine Veriustrate von nahezu 0 % verzeichnet werden. Die Durchfithrung des gesamten
etablierten Farbeprotokolls mit der Probe 4 zeigte eine durchschnittliche Zellveriustrate von 26 %. CTC:
zirkulierende Tumorzelle; AK: Antikorper; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol

Zur Optimierung des Farbeergebnisses wurden Farbeversuche mit dem etablierten Protokoll
mit einer Inkubationszeit von 2 und 4 h und einer Inkubationszeit tber Nacht des anti-CD45
(35-Z6) Alexa Fluor® 647-Antikérpers durchgeflhit und mit Hilfe des . Threshold Mena”

beurteilt. Eine Inkubation von 2 h fihrte zu keinem ausreichenden Farbeergebnis im Cy5-
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Kanal. Die Inkubation des Antikérpers von 4 h zeigte bereits ein ausreichend gut

detektierbares Signal im Cy5-Kanal des CellCelectors (s. Abb. 30).

0 GTG Gartridge Probe 1 Probe 2 Probe 3
art . AK Inkubation 4 h AK Inkubation 4h AK Inkubation d. Macht
F " 1x PBS Wasachung 1x PBS Waschung 1x PBS Waschung

DAPI Signale barsite wor DAPI Signale bersite vor
Beaurteilung dar Firbung ausgeblichen der Firbung auegsblichen
und nicht intakt und nicht intakt

DAPI Signal nach der
Firbung ausgsblichen

DAF1
{pra Farbung)

DAP1
{post Farbung)

Cy3
{post Farbung)

Abb. 30: Die Intensitit der Immunfluoreszenzsignale in Abhingigkeit von der anti-CD45-
Antikérper-Inkubationszeit. Es wurden insgesamt drei Cartridges von Patientenblut ohne detektierte
CTCs nach dem Farbeprofokoll mit unterschiedlicher Antikorperinkubation miteinander verglichen.
Probe 1 und 2 zeigen das Farbeergebnis der Leukozyten nach einer Inkubationszeit von 4 h des
Antikorpers mit einem Waschvorgang. Es zeigte sich ein ausreichend detektierbares Farbeverhalten im
Cyb-Kanal Eine Inkubationszeit des Antikorpers uber Nacht der Probe 3 zeigte kein verbesseries
Farbeverhalten der L eukozyten. Auffallend waren die unterschiedlichen Probengualitaten der einzelnen
Patientinnen. CTC: zirkulierende Tumorzelle; AK: Antikorper; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol; Cy5:
Cyanin 5; PBS: Phosphatgepufferte Salzlosung; um: Mikrometer

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass das Farbeergebnis, trotz der Anwendung des
gleichen Farbeprotokolls, erheblich von der Qualitit der Probe vor der Farbung abhing. Bei
einigen Cartridges konnten vor dem Farbevorgang bereits nur noch ausgeblichene DAPI-
Signale dargestelit werden, andere zeigten den Verdacht auf eine Lyse der Zellen auf Grund
der netzartig verzogenen DAPI-Signalen und einige Proben wiesen bereits makroskopisch

Ablagerungen der Ferrofluidpartikel an der Cartridgewand auf.
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DAPI

Abb. 31: Die Diversitit der Patientenproben in der CellSearch-Cartridge vor dem Farbevorgang im
DAPI-Kanal des CellCelectors. A) Patientenprobe mit einer Vemetzung der DAPI Signale. B}
Patientenprobe mit einem ausgeblichenen DAPI-Signal. C) Patientenprobe mit Zellkonglumeraten im
DAPI-Kanal. DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; um: Mikrometer

3.3 Methodenentwicklung zur Einzelzellisolierung von Oberflachen

Durch die Aufarbeitung von Patientenproben mit der Anreicherung und Detektion von CTCs
durch das CellSearch-System konnten EpCAM-positive CTCs in die Cartridges isoliert
werden. Durch die Diversitdt der CTCs ist bereits bekannt, dass einige CTCs den
Oberflachenmarker EpCAM nicht exprimieren. Zur Detektion von CTCs, unabhingig der
Expression von Oberflachenmolekilen, aus dem Patientenblut wurden zwei Verfahren
(VyCap- und ISET-Filter) zur Filterung der CTCs mittels GroBenselektion benutzt. Diese
Verfahren wurden fir die Einzelzellisolierung mit dem CellCelector-System getestet und

Arbeitsprotokolle erstellt.

3.3.1 Einzelzellisolierung des VyCap-Filters

Zur Testung des Workflows wurde die Suspension des CellSearch Control Kits des CellSearch
Systems mit SK-BR-3-Zellen auf den VyCap-Filter aufgetragen. Diese Zellen sind bereits mit
DAPI und CK Immunfluoreszenzfarbstoffen gefarbt und im DAPI- und TRITC-Kanal des
CeliCelectors detektierbar.

Fir die Darstellung der SK-BR-3-Zellen in einer Fokusebene des Mikroskops im CellCelector
wurde der VyCap-Filter in eine Pertrischale geklebt und mit PBS befeuchtet. Zur Kalibrierung
der Isolierungsparameter wurde in ersten Versuchen die Aspirationshéhe und das
Aspirationsvolumen der Glaskapillare fir eine optimale Einzelzellisolierung definiert. Die Héhe
der Glaskapillare bei der Aspiration wurde bei den ersten Tesitversuchen genau auf die
Filtermembran und das Aspirationsvolumen mit 1 pl definiert. Durch die Kalibrierung der

Aspirationshéhe der Glaskapillare direkt Uber der Filtermembran wurde diese bei dem

26



Isolierungsvorgang durchstochen. Teilweise wurden die Zellen unter die Filtermembran
gedrickt und konnten nicht isoliert werden. Durch den Defekt der Filtermembran gingen
Teilbereiche mit anderen SK-BR-3-Zellen fir einen weiteren lsolierungsvorgang mit verloren
(s. Abb. 32).

A B)

Abb. 32: Der Isolierungsvorgang von SK-BR-3-Kontrolizellen auf dem VyCap-Filter im BF-Kanal
des CellCelectors. A) Darstellung der durchsfochenen Filtermembran des VyCap-Filters nach der
Zellisolierung durch die Glaskapillare des CellCelectors (Pfeile). B} SK-BR-3-Zellen nach frustranem
Isolierungsvorgang mit defektem Anteil der Filtermembran in der Fokusebene hinter dem VyCap-Filter
{Pfeil). pm: Mikrometer

Durch diese Einstellung konnten 50 % der ausgewdhiten SK-BR-3-Zellen isoliert und in
CupsStrips abgelegt werden. Durch die VergriBerung des Abstandes der Glaskapillare zum
VyCap-Filter (0,5 mm Cber der Membran) in der Phase der Aspiration blieb die Filtermembran
intakt, aber es konnten keinefwenige Zellen mit einem Aspiratonsvolumen von 1 pl isoliert
werden. Um eine Einzelzellisolierung, beil vergrdBertem Aspirationsabstand von 0,5 mm zur
Membran zu ermdglichen, wurde durch unterschiedliche Methoden versucht die Haftung der
SK-BR-3-Zellen an dem VyCap-Filter zu minimieren. Der Filter wurde nacheinander mit PBS,
Trypsin/EDTA und Accutase® eine MNacht inkubiert. Die Verwendung von Gemischen mit
proteolytischer und kollagenolytischer Enzymaktivitit zeigte keine WVerbesserung der
Isolierungsrate. Zur Testung des Einflusses eines erhdhtes Aspirationsvolumen auf die
Isolierungswahrscheinlichkeit  wurden  Einzelzellisolierungen mit  unterschiedlichen
Aspirationsvolumina 1-4 pl durchgeflihrt. Ab einem Asiprationsvolumen von 4 pl zeigte sich
eine erfolgreiche Einzelzellisolierung der SK-BR-3-Zellen und es konnte auch eine erfolgreiche

Ablage in die CupStrips erreicht werden (s. Abb. 33).
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Abb. 33: Der Isolierungsvorgang einer SK-BR-3-Zellen von dem VyCap-Filter im BF-Kanal mit
einem Aspirationsvolumen von 4 [l und einem Aspirationsabstand von 0,5 mm der Glaskapillare zu
dem Filter. A) SK-BR-3-Zelle vor dem Isolierungsvorgang. B) VyCap-Filter nach der Aspiration der SK-
BR-3-7Zelle ohne Defekt der Filtermembran. Es zeigt sich ein leichter kurzzeitiger Versatz der
Fokusebene der Filtermembran durch den Isolierungsvorgang. um: Mikrometer
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3.3.2 Einzelzellisolierung des ISET-Filters

Die Entwicklung einer Einzelzellisolierung von gefilterten CTCs des ISET-Filters durch den
CellCelector erfolgte mit der Zellinie SW620 eines Adenokarzinoms des Colons. Zur
Herstellung einer einheitlichen Fokusebene unter dem Mikroskop des CellCelectors wurden
verschiedene Fixiermedien getestet. Durch die Hydratation des ISET-Filters mit PBS und
sofortiger Applikation dieses auf den Glasobjekitriger zum Eintrocknen, anschlieBender
Hinzugabe von Methylcelullose 1 % und emeuter Rehydratation mit PBS, konnte eine stabile
Fokusebene erreicht werden.

Es erfolgte die Einstellung der Isolierungsparameter im CellCelector-System. Eine erfolgreiche
Isolierung der haftenden Zellen auf dem ISET-Filter zeigte sich bei einem Aspirationsvolumen
von 0,5 pl mit einer zusatzlichen  Seraping” Einstellung und einer Scrape-Distanz von 0,03 pm
des CellCelectors.

MNachher

Abb. 34: Die Einzelzellisolierung einer gefilterten Colonzelllinie auf dem ISET-Filter. Die
Darstellung einer Zelle vor und nach dem Isolierungsvorgang des CellCelectors im BF-Kanal. pm:
Mikrometer

Fir die Einzelzellisolierung von CTCs einer Blutprobe von dem ISET-Filter wurden zwei Spots
des |ISET-Filiers mit der Colonzellinie, nach der beschriebenen Methode Im
Material/Methoden Abschnitt, mit unterschiedlichen Immunfluoreszenzantikbrpern gefarbt.
Der Filter 1 wurde mit DAPI, C11-FITC und EpCAM-Alexa Fluor 594 und der Filter 2 mit DAPI,
C11-HITC, CD49%-Alexa Fluor 594 gefarbt. Durch die Farbemethodik zeigten sich im
Mikroskop des CellCelectors ein gut detektierbares Signal im DAPI-Kanal, aber eine eher
schwache Farbung im FITC-Kanal (s. Abb. 35).
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Abb. 35: Die Darstellung der Immunfluoreszenzfirbung einer gefilterten Colonzelllinie auf dem
ISET-Filter. Filter 1 wurde mit DAPI, C11-FITC und EpCAM-Alexa Fluor 584 gefarbt und Fifter 2 mit
DAPI, C11-FITC, CD49f-Alexa Fluor 594. BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; C11: pan-
Cyitokerafin Antikorper; FITC: Fluoresceinisothiocyanate; TRITC: Tetramethylrhodamine; CD49f:
Integrin a-6; EpCAM: Epitheliales Zell-Adhasions-Molekul; pm: Mikrometer
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3.4 Charakterisierung der Einzelzellen

Mach der Etablierung der Arbeitsschritte zur Einzelzellisolierung der EpCAM-positiven und -
negativen CTCs, wurde die immunzytochemische und die genetische Charakterisierung der

Einzelzellen angestrebt.

. PCRTubg — Genatiache
i Charakterizisrung
CallCalector Objektirigar Immunzytochemizche
Charakterisiarung

Abb. 36: Der Workflow zur Charakterisierung der Einzelzellen. Nach der Mikromanipulation durch
den CellCelector wurden die Einzelzellen in ein PCR Tube zur genetischen oder auf einen
Glasobjekttrager zur immunzytochemischen Charakterisierung abgelegt.

PCR: Polymerase-Kettenreaktion

3.41 Immunzytochemische Charakterisierung von CapG

CapG ist ein Protein, welches mit einer starken Invasivitat von Zellen assoziiert ist. Zur Analyse
des Expressionsprofils von GapG auf vereinzelten CTCs wurden zunéchst Vorversuche mit
Zellen der BT-20 Zelllinie auf Cytospins, die eine schwache Expression von CapG haben,
angefertigt. Die Cytospins wurden, wie im Materal/Methoden Abschnitt beschrieben, mit dem
Antikdrper CapG gefarbt. Bei einer Verdinnung von 1:300 des CapG-Antikdrpers konnte eine
ausreichend intensive Farbung im Fluoreszenzmikroskop des CellCelectors und dem Zeiss

Axioplan 2 dargestellt werden.
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Abb. 37: Die Darstellung der Immunfluoreszenzfirbung von CapG bei BT-20 Zellen. Cytospins der
Zelllinie wurde mit DAPI und CapG (1:300)-Alexa Fluor 647 angefarbt. Das Farbeergebnis wurde im
Zeiss Axioplan 2 (DAPI=blau, CapG=rot) und im CellCelector Fluoreszenzmikroskop (Cy5-Kanal)
betrachtet. In den Negativkonirollen konnte keine Autofluoreszenz dargestellt werden. DAPI: 476
Diamidin-2 phenylindol; Cy5: Cyanin 5; CapG: Macrophage Capping Protein; um: Mikrometer

Zur Bestimmung des Zellverlustes von abgelegten Einzelzellen auf dem Objekitrager nach
dem Farbevorgang wurden angefiarbte SK-BR-3-Zellen mit DAPI (Nucleus= N), PE
(Zytokeratin=CK)} aus dem CellSearch-System mit dem CellCelector vereinzelt und auf
Objekttrager abgelegt. Die Zellzahl auf dem Objekitrager wurde vor dem Farbevorgang notiert
und anschlieBend mit der detektierten Zellzahl nach dem Férbevorgang verglichen. Vor der
Farbung befanden sich 100 abgelegte SK-BR-3-Zellen isoliet auf wverschiedenen
Ablagekoordinaten von 4 Objekttrigem. Nach dem Farbevorgang konnten 93 gefarbte SK-
BR-3-Zellen auf den Objekttrigemn der Ablagekoordinaten emeut detektiert werden. Dies
entspricht einer Detektionsrate von 93 % nach der immunzytochemische Farbung (s. Abb. 38).
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Abb. 38: Der Zellverlust bei der immunzytochemischen Farbung von abgelegten SK-BR-3-Zellen
auf Glasobjekttragern mit dem CellCelector. A) Die Zellen wurden mit dem CellCelector vereinzelt und
auf bestimmte Koordinaten der Ablage vereinzelt. Die Anzahl der abgelegten Zellen wurde mit der
Anzahl der detektierten Zellen nach der Farbemethode verglichen. Es zeigte sich eine Zellverlustrate
von 7 %. B) Die Darstellung einer gefarbten SK-BR-3-Zelle im Zeiss Axioplan 2 (DAPI=blau, CapG=rot,
CK=griin) und CellCelector (BF-, DAPI-, Cy5- und TRITC-Kanal) Mikroskop. BF: Bright Field; DAPI: 4°,6
Diamidin-2 phenylindol; Cy5: Cyanin 5; TRITC: Tetramethylrhodamine; CapG: Macrophage Capping
Protein; CK: Zytokerafin

3.4.2 Molekulargenetische Charakterisierung von Einzelzellen

Als Downstream-Analyse kénnen die CTCs, in Bezug auf ihr Genom, mit der Whole Genome
Amplification (WGA) und durch die Sequenzierung charakterisiert werden. Durch Vorversuche
mit Zelllinien wurde der Einfluss der Zellfixierung durch das CellSearch-System und die
Mikromanipulation durch den CellCelector auf die DNA-Qualitat der Einzelzellen getestet.
Eine Blutprobe mit gespikien MCF/-Zellen wurde durch das CellSearch-System verarbeitet
und danach durch den CellCelector mit einem Puffervolumen von 1 pl in 15 mm Tubes
vereinzelt. Mit zwei der vereinzelten MCF 7-Einzelzellen wurde die WGA mit dem Amplil WGA-
Kit (Silicon Biosystems) nach dem angegebenen Protokoll durchgefChrt. Fir die
Positivkontrollen wurde aufgereinigte Zelllinien-DNA (1 pl gDNA MCFH/T47D (50 ng/pl)) und
die Megativkontrollen Wasser (1 pl Amplil™ QC H:0) bei allen aufgefUhrien Versuchen
mitgefihrt. AuBerdem wurde eine Kontrollprobe eines Isolierungsvorgangs ohne aspirierte
Zelle mitgefUhrt, um die Kontamination von freier DNA in dem Zellmedium und in der
Pufferlisung auszuschlieBen.
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Abb. 39: Die Qualititskontrolle der Whole Genome Amplification von MCF7-Einzelzellen. Eine
maximale Bandenzahl 4/4 spricht fur eine gute DNA-Qualitai. WGA: Whole Genome Amplification

Diese PCR-basierte Untersuchung der DNA-Integritit bestatigte bei der Amplifikation der DNA
einer MCF-7-Zelle das Vorhandensein von kurzen, mittleren und langen DNA-Fragmenten in
der WG A-Bibliothek durch die vier Banden (s. Abb. 39).



3.5 Anwendung der Verfahrensprotokolle an Patientenproben in
Suspension

3.5.1 Einzelzellisolierung EpCAM-positiver CTCs des CellSearch-Systems

Bereits zu Beqginn der ersten Scanvorgdnge der Cartridges mit Blutproben wvon
Mammakarzinom-Patientinnen zeigten sich unter dem Mikroskop des CellCelectors eine
groBe Variabilitdt in der Intensititsstirke der Immunfluoreszenzfarbung. Anhand der
Voruntersuchungen erschien das unterschiedliche Farbeverhalten der CTCs durch das
CellSearch-System und die Intensitdt der Fluoreszenziarbung im CellCelector-Mikroskop
durch die Diversitidt der Patientenproben bedingt zu sein. Auf Grund der eingeschrankien
weiteren Untersuchungsmdglichkeit mit den wervollen Patientenproben ergaben diese

Voruntersuchungen aber bereits ein vielversprechendes Ergebnis.

Merge/BF DAPI CK-PE/TRITC CD45-APC/Cy5
CellSearch u & -

—

d_- e

ﬂ-

Abb. 40: Vergleichbarkeit der Bildgebung des CellSearch-Systems zum CellCelector-System im
Hinblick auf die Morphologie und die Farbintensitat der Signale der Einzelzellen in den
Fluoreszenzkanalen. Die abgebildete detektierte CTC zeigte im CellSearch-System positive Signale im
Merge, DAPI (Zellkern), PE (CK) und ein negatives Signal im APC (CD45)-Immunfluoreszenzkanal
{oben). Die positiven Signale konnten im Bright field-, DAPI-, TRITC- und Cy5-Kanal mit dem Mikroskop
des CellCelectors reproduziert werden (unten). BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; CK:
Zytokeratin; PE: Phycoerythrin; TRITC: Tetramethylrhodamine; CD45: cluster of differentiation 45; APC:

Allophyeocyanin; Cy5: Cyanin 5

3.5.1.1 Detektionsrate von CTCs im CellSearch und CellCelector

Zur Uberprifung der Ubertragbarkeit der Detektionsrate der Spiking-Experimente mit Zelllinien
auf CTC-positive Patientenproben, wurden vier Patienten-Cartridges mit einer
unterschiedlichen Anzahl von detektierten CTCs im CellTRACKs-Analyzer anschlieBend mit

dem CellCelector gescannt. Die positiven Bildereignisse wurden nach den Krterien flr
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zirkulierende Tumorzellen (DAPlpos,CKpos,CD45neg) und anhand zusatzlicher Kriterien
(Zelldurchmesser, Morphologie, Intensitit der Farbung) verglichen und gezahit.

CTC-Detektionsrate CellSearch vs.
CellCelector

25

20

15

10

CTC-Anzahl

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

=g=ctektion CellSearch  =e=Detektion CellCelector

Abb. 41: Die Darstellung der Vergleichbarkeit der Detektionsrate von CTCs aus Patientenproben
nach dem Scanvorgang im CellTRACKs-Analyzer (blau) und CellCelector (orange). Es wurden vier
Cartridges mit Patientenproben jeweils in beiden Systemen auf die detektierte Anzahl der CTCs nach
dem Scanvorgang uberprift. In der Probe 1 konnfen alle 22 detektierten CTCs des CellTHACKSs-
Analyzers anschlieBend auch im CellCelector detektiert werden. Die Probe 4 verdeutlicht, dass bei einer
raren Anzahl von 3 CTCs in einer Cariridge, durch den CellCelector, 2 CTCs detektiert werden konnten.
Die Vergleichbarkeit konnte durchschnittlich durch eine 85 % CTC-Detektionsrate mit dem CellCelector
dargestellt werden. Abbildung modifiziert nach (16). CTC: zirkulierende Tumorzelle

Die Detektionsrate der CTCs von Cartridges mit Patientenproben durch den CellCelector
waren vergleichbar zu der des CellTRACKs-Analyzers. Durch die definierten
Detektionsparameter der Fluoreszenzkanile und die Kriterien zur Zellauswahl im
Bildverarbeitungsmodus konnten aus allen Proben 95 % der CTCs in den Patientenproben
durch den CellCelector wiedergefunden werden. Auch geringe Anzahlen an CTCs (z.B. 3
CTCs) konnten mit dem CellCelector detektiert werden. Anhand der Morphologie und der
individuellen Immunfluoreszenzfarbung konnten die einzelnen Bildaufmahmen spezifischen
Zellen in den beiden Scansystemen einander zugeordnet werden (s. Abb. 42) (16).

66



O AP CHAPEMRITC

Abb. 42: Die Vergleichbarkeit der CTCs einer Patientenprobe einer Cartridge mit 9 detektierten
CTCs im CeliSearch-System und auch jeweils 9 detektierten CTCs im CellCelector-Systemn. Darstellung
derselben detektierten CTCs im Merge-, DAPI-, CK-PE/TRITC- und CD-45/Cy-5-Kanal jeweils im
CellSearch- und CellCelector-System. Anhand der Morphologie und des Immunfluoreszenzmusters der
Zelle konnten die CTCs spezifisch einander zugeordnet werden. BFF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-
2 phenylindol; CK: Zytokeratin; PE: Phycoerythrin; TRITC: Tetramethylrhodamine; CD45: cluster of
differentiation 45; APC: Allophycoecyanin; Cy5: Cyanin 5
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3.5.1.2 Einzelzellisolierung von CTCs durch den CellCelector

Die etabliete Methodik zur Einzellzellisolierung von Zellen wurde anschlieBend mit einer
Patientenprobe mit 43 detektierten CTCs im CellSearch-System durchgefihrt. Es wurden 35
CTCs durch den CellCelector nach der ProbenlberfUhrung detektiert. 29 CTCs konnten
erfolgreich isoliert werden und 28 CTCs in die PCR Tubes vereinzelt abgelegt werden (s.
Abb._43 B).

Isolierungs-Ablage Isolierungs-Ablage
Verhaltnis Verhaltnis
(Aspirationsvolumen (Aspirationsvolumen
0,005 pl) 0,005 pl)

36 34 44 46 43
31 N ™
_ e 36 m Detektion
E = 31 2004 Ee:lskeﬁarch
20 Detekti m m Detekion
g2 mDetekton N 26 CellCelector
o:"\' mIsolierung = 21 m Isolierung
o 16 = Ablage E e
x5
o 11 Ablage
11
6 6
1 1
A) B)

Abb. 43: Die Darstellung des Verhiltnisses der isolierten Einzelzellen zur erfolgten Ablage in 15
mm PCR-Tubes mit einem Aspirationsvolumen von 0,005 pl. A} Versuchsdurchfihrung mit SK-BR-
3-Kontrollzellen. Von 34 detektierten SK-BR-3-Zellen konnten 33 Zellen isoliert und 20 auf der Ablage
wiedergefunden werden. B) Einzelzellisolierung von CTCs einer Cariridge mit 43 detektierten CTCs im
CellSearch-System. 81 % der CTCs konnten durch den CellCelector nach der Uberfuhrung detektiert
werden, davon konnten 83 % als Einzelzellen isofiert und 96 % von den Zellen auch in PCR Tubes als
Tropfen abgelegt werden. CTC: zirkulierende Tumorzelle; pi: Mikroliter
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3.5.2 Einzelzellisolierung von CTCs aus Patientenproben

Insgesamt stand ein Kollektiv von 32 Patientinnen aus der DETECT- und der AUGUSTA-
Studie zur Verfigung.

Fir alle diese Patientinnen konnten CTCs in jeweils verschiedener Anzahl mittels CellSearch-
Analyse nachgewiesen werden. Aus den Cariridges der CellSearch-Analysen dieser
Patientinnen konnten von 1038 detektieten CTCs im CellSearch-System 872 CTCs
erfolgreich in PCH Tubes oder auf Objekttrigern als Einzelzellen isoliert bzw. abgelegt
werden. Die Detektionsrate der CTCs mit dem CellCelector betrug durchschnittlich 84 %, die
Isolierungs- bzw. Ablagerate der detektierten Zellen nahezu 98 % (s. Abb. 44).

= Verlustrate = [solierung CellCelector n CTC = 872/1038

Abb. 44: Die Darstellung der isolierten Einzelzellen aus Patientenproben. Aus 32 Cartridges mit
unterschiedlicher Anzahl an CTCs, konnten 1038 CTCs durch das CellSearch-System delektiert
werden. Die Detektionswahrscheinlichkeit der CTCs des CellCelectors lag durchschnittlich bei 84 %
und es konnten 98 % der detektierten CTCs im CeliCelector-System in PCR Tubes oder auf
Objekttrager vereinzelt werden. Dies enispricht einer Gesamtzahl von 872 CTCs. CTC: zirkulierende
Tumorzelle; %: Prozent

Herausforderungen an das Verfahrensprotokoll bei der Aufarbeitung von Patientenproben

waren die niedrige CTC-Anzahl von 1-10 und die Variabilitdt der Probenqualitat der
Immunfluoreszenzfarbungen und Ferrofluidpartikel.
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Abb. 45: Die Aufarbeitung einer Cartridge mit Patientenblut und 4 detektierten CTCs durch das
CellSearch-System. Mit dem CellCelector-Systern wurden zwei CTCs wiedergefunden und erfolgreich
isoliert (linker Bildabschnitt). Zur Bestatigung der gelungenen Aspiration dieser Einzelzellen (rechter
Bildabschnitt) und der erfolgreichen Ablage erfolgte bei der ersten Zellisolierung eine mikroskopische
Ablagekonirolle im DAPI-Kanal BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; CK: Zytokeratin;
PE: Phycoerythrin; TRITC: Tetramethylrhodamine; CD45: cluster of differentiation 45; APC:
Allophyecocyanin; Cy5: Cyanin 5; um: Mikrometer

Cellsearch

CeliCelector =
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3.5.3 Einzelzellisolierung von CTCs aus Apheresatproben

Apheresatproben bieten die Madglichkeit, mit der gleichzeitigen Herausforderung einer
zusdtzlich hohen Anzahl an Leukozyten, ein hiheres Blutvolumen auf =zirkulierende

Tumorzellen zu untersuchen.

Apherasat 1
{2 CTC=)

Vaorher (TRITC)

Abb. 46: Die lllustration der Einzelzellisolierung von CTCs aus Apheresatproben des CellSearch-
Systems. In der Apheresatprobe 1 konnten 2/2 CTCs und in der Apheresatprobe 2 1/2 CTCs detektiert
und isoliert werden. Darstellung der Zellisolierung mit der Bilddokumentation vor und nach der
Einzelzellisolierung (Apheresatprobe 1). Darstellung der CTC aus der Apheresatprobe 2 im BF-, DAPI-
und TRITC-Kanal Zusatzliche bildliche Darstellung der mikroskopischen Ablagekontrolle im PCR
CupStrip im BF-Kanal CTC: zirkulierende Tumorzelle; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol; TRITC:
Tetramethylrhodamine; pm: Mikrometer

3.5.4 CD45-immunozytochemische Farbung von Patientenproben

Bei der Anwendung der etablierten immunzytochemischen Farbung auf Patientenproben
wurde eine Cartridge mit 37 detektierten CTCs durch das CellSearch-System mit oben
genanntem Farbeprotokoll aufgearbeitet. Es konnten 8 CTCs durch das CellCelector-System
detektiert und 7 davon isoliert werden. Dies entsprach einem Zellverlust der CTCs durch das
Farbeprotokoll von 78 %, einer Detektionsrate von 22 % und einer Isolierungsrate von 88 %.
Diese hohe Verlustrate der CTCs nach dem Farbevorgang ist am ehesten durch eine bereits
makroskopisch zu erkennende Ablagerung von Ferrofluidpartikeln an der Cartridgeinnenwand
mit der Adhasion von CTCs zu erklaren.
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Abb. 47: Die anti-CD45-Antikérper-Firbung einer Cartridge mit 37 CTCs.

A) Durch das CellSearch-System konnten 37 CTCs in der Cartridge detektiert werden. Nach der anti-
CD45-Farbung, gemal dem etablierten Protokoll, konnten 8 CTCs durch den CellCelector detektiert
und 7 CTCs isoliert werden. Dies entspricht einer Isolierungsrate von (7/37) 19 %. B) Wustration der 8
detektierten CTCs im CellCelector in den Fluoreszenzkanalen DAPI, TRITC und Cy5. Die DAPI-Signale
sind in der Bilddokumentation nicht gut darstellbar. CTC: zirkulierende Tumorzelle; DAPI: 47,6 Diamidin-
2 phenylindol; CK: Zyfokeratin; TRITC: Tetramethyirhodamine; CD45: cluster of differentiafion 45; Cyb:
Cyanin &5

CTC-Anzahl
- = B M
=T
@

[

Zur Bestimmung der durchschnittlichen Detektions- und Isolierungsraten nach dem
Farbeprotokoll von CTCs aus einem griBeren Patientenkollektiv mit unterschiedlicher
Probenqualitdt wurden 20 Cartridges verwendet. Von 312 detektierten CTCs im CellSearch-
System konnten 283 CTCs durch den CellCelector, nach dem Farbevorgang, detektiert
werden. Die Detektionswahrscheinlichkeit lag somit bei durchschnittlich 90,7 %. 150 CTCs
konnten erfolgreich in PCR Tubes oder auf Objektirager als Einzelzellen isoliert werden. Die
Isolierungswahrscheinlichkeit der detektierten Zellen lag bei 53 % (s. Abb. 48).
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Abb. 48: Die Darstellung der detektierten und isolierten Einzelzellen aus Cartridges mit
Patientenproben nach der anti-CD45-Antikérper-Firbung. Aus 20 Caririges konnten 312 CTCs
durch das CellSearch-System detektiert (blau) und 283 CTCs durch das CellCelector-System isoliert
{orange) werden. Nach einem Farbe- und Pipettierverlust der CTCs von 9 % konnten 53 % der
detektierten CTCs {(grau) im CellCelector-System in PCR Tubes oder auf Objekitrager vereinzelt
werden. Dies entspricht einer Gesamizah! von 150 CTCs. CTC: zirkulierende Tumorzelle

CTC-Anzahl

Grund fir die niedrigere Isolierungswahrscheinlichkeit war bei einigen Cartridges die Qualitat
der Patientenproben. Es zeigten sich bei 6/20 Cartridges bereits makroskopische Ablagerung
von Ferrofluidpartikeln an der Cartridgeinnenwand. Am ehesten ist die Adhésion von CTCs in
der Cartridge fur die niedrigere Detektionsrate im CellCelector nach dem Pipettiervorgang
verantwortlich. In solch einer makroskopisch auffalligen Carfridge konnten von 34 detektierten
CTCs im CellSearch-System 16 CTCs durch den CellCelector detektiert werden. Bei einigen
Probenaufarbeitungen kam es zu Schwierigkeiten des Bildverarbeitungssystems des
CellCelectors, sodass Patientenproben zwei Mal unter dem Mikroskop des CellCelectors
gescannt werden mussten. Diese zeitliche Verzigerung von der CTC-Detektion bis zur CTC-
Isolierung fUhrte zum Austrocknen der Patientenprobe mit einer verstérkten Adhision der
Zellen auf dem Objekttrager des Magnetadapters im CellCelector. Aus einer Cartridge konnten
daher von 73 detektierten CTCs im CellSearch-System, einer anschlieBenden Detektion von
64 CTCs im CellCelector, nur 10 CTCs i=soliert werden.
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3.6 Anwendung der Verfahrensprotokolle an Patientenproben v.
Oberflachen

3.6.1 Einzelzellisolierung EpCAM-negativer CTCs des VyCap-Filters

Zur Testung der Einstellungsparameter fir die Einzelzellisolierung von CTCs aus
Patientenproben auf dem VyCap-Filter wurde der SuspensionstUberstand einer
aufgearbeiteten Patientenprobe des CellSearch-Systems nach dem beschriebenen Filter- und
Farbeprotokoll aufgearbeitet. Die Farbung erfolgte mit DAPI, dem Pan-Zytokeratin-AntikGrper
(C11)-FITC und anti-CD45-Antikdrper-Alexa Fluor 647. Der VyCap-Filter wurde in eine
Pertrischale geklebt und mit PBS befeuchtet.

7.5ml CellSearch- CellSearch-
Patientenbiut  —* system T * _waste*zo4omiT ™ VyCap-Flitration

|

Immunfluoreszenziaroung

|
R e

CellCelector

Abb. 49: Der Workflow zur Einzelzellisolierung von EpCAM-negativen CTCs. 7,5 ml Patientenblut
wurden tber das CellSearch-System verarbeitet. Die Uberstandsprobe (,Waste®") von ca. 20-40 ml den
nicht angereicherten und isolierten Bluizellen wurde im CellSearch-System aufgefangen. Diese
Resiprobe wurde uber den VyCap-Filter filtriert und die isolierten Bluizellen auf dem Filter angefarbt.
Nach dem Scan des Filters mit dem Fluoreszenzmikroskop des CellCelectors und der Auswahl der
CTCs, erfolgte die Einzelzellisolierung und die Ablage der CTCs in CupSirips oder auf Objekttrager.

Bei der ersten Sichtung des Filterergebnisses des VyCap-Filters fiel im DAPI-Kanal eine
deutliche Hintergrundfluoreszenzfarbung auf, wodurch eine Detektion von Einzelzellen nicht
moglich war. Um den Einfluss mehrerer Waschvorginge mit PBS auf die
Hintergrundfluoreszenz zu testen wurde eine Uberstandsprobe einer Apheresatprobe des
CellSearch-Systems nach dem Protokoll mit dem VyCap-Filter gefitert und gefarbt. Der
VyCap-Filter wurde zunichst nach der Farbung ohne mehrfache PBS-Waschung unter dem
Mikroskop des CellCelectors betrachtet. Im DAPI-Kanal konnte eine deutliche undefinierte
Immunfluoreszenzfarbung dargestellt werden. Es erfolgten deshalb weitere Waschvorgange
des VyCap-Filters mit PBS und der Filter wurde in eine Pertrischale geklebt. Danach wurde
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das Farbeergebnis unter dem Mikroskop ohne und mit der Hinzugabe von PBS auf den Filter
beurteilt. Im BF-Kanal konnte der Filter mit dem Gebrauch von PBS klarer im Mikroskop
dargestellt werden und im DAPI Fluoreszenzkanal zeigte sich eine abgrenzbarere
Immunfluoreszenzfarbung der Zellen (s. Abb. 50).

Chne :
Waschung |

Ohne PBS

Mit PBS

Abb. 50: Der VyCap-Filter mit einer (filtrierten Apheresatprobe nach der
Immunfluoreszenzfarbung mit DAPI, anti-C11 und anti-CD45 im BF- und DAPI-Kanal des Mikroskops
im CellCelector. Vergleich der Sichiverhalinisse der Immunfluoreszenzfarbung ohne einen
Waschvorgang nach der Farbung, mit und ohne der Hinzugabe von PBS in die Petrischale. BF: Bright
Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; PBS: Phosphatgepufferte Salzlosung

Nach dem Scan der filtrierten und angefarbten Uberstandssuspension der Apheresatprobe auf
dem VyCap-Filter in dem CellCelector konnten 11/11 Zellen mit den erforderlichen CTC-
Kriterien (DAPIpos,FITCpos,Cybneq) durch die bereits etablierten Isolierungsparametern des
CellCelectors von dem VyCap-Filter isoliert und auf Objekttrager abgelegt werden (s. Abb. 51).
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Abb. 51: Bildliche Demonstration der Einzelzellisolierung von 2/11 EpCAM-negativen Zellen mit
den Zusatzkriterien DAPlpos,C11pos und CD45neg einer Uberstandsprobe des CellSearch-Systems.
Filterung und Anreicherung durch den VyCap-Filter. Die Zellisolierung erfoigte im FITC-Kanal des

CellCelector-Systems. Insgesamt konnten 11/11 CTCs isollert werden. CTC: zirkulierende Tumorzelle;
pm: Mikrometer

Bei der Ablagekontrolle konnten 9/11 Zellen auf dem Objekitriger wiedergefunden werden.
Dies entspricht einer Wiederfindungsrate von 82 % (s. Abb. 52).
DAPI FITC

Abb. 52: Beispiel einer Ablagekontrolle der isolierten EpCAM-negativen CTC von dem VyCap-
Filter einer Apheresatprobe auf einem Objekttrager durch den CellCelector. Die CTC ist im BF-, DAPI-
und FITC-Kanal mit einem positivern Signal dargestellt. Im Cy5-Kanal zeigte die Zelle keine Farbung
(CD45). BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; FITC: Fluoresceinisothiocyanate; Cyb:
Cyanin &5

76



3.6.2 Einzelzellisolierung von CTCs des ISET-Filters

10 mi EDTA-
Patentencit  — ™ [SET-System —  ISET-Fltler ——»

=&
CellCelector

Abb. 53: Der Workflow zur Einzelzellisolierung von gefilterten CTCs auf dem ISET-Filtersystem.
10 ml EDTA Palientenblut wurden mit einer Pufferlosung inkubiert und danach durch das
druckgesteuerte Filtrationssystem filtriert. Ein GroBfeil der Blutkorperchen wurden enifernt und die
groBeren CTCs auf dem Filter fixiert. Die 10 Spots des Filters wurden getrennt und die gefilterten CTCs
durch den CellCelector als Einzelzellen isoliert. EDTA: Ethylendiamintetraacetat

10 ml EDTA-Patientenblut einer Mammakarzinom-Patientin wurden mit dem ISET-Verfahren
aufgearbeitet und diese Filtermembran auf einen Objekitrager OberfChrt 13 gefilterte,
ungefarbte Zellen wurden im BF-Kanal isoliert und auf Objekttrager abgelegt.

MNachhar

Abb. 54: Die Einzelzellisolierung von méglichen CTCs einer Mammakarzinom-Patientin auf dem
ISET-Filter im BF-Kanal des CellCelectors. Die Zelle ist links vor der Isolierung dargestellt und rechts
zelgt das Bild die fehlende Zellen nach der Aspiration. pm: Mikrometer

Zur Kontrolle der erfolgreichen Ablage der Einzelzellen auf den Objekttrager wurde auf die
Ablagekoordinaten der Einzelzellen Vectashield zur Darstellung von DAPI (Zellkern) pipettiert.
Danach wurden die Ablagekoordinaten unter dem CellCelector-Mikroskop im DAPI- und BF-
Kanal betrachtet (s. Abb. 55).
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Abb. 55: Die Ablagekontrolle der isolierten Zellen einer gefilterten Blutprobe einer Mammakarzinom-
Patientin mit dem ISET-Filter auf dem Objektirager. Nach dem Auftragen von Vectashield mit DAPI
konnte der Zellkern der abgelegten Zellen unter dem CellCelector-Fluoreszenzmikroskop dargestellt
werden. BF: Bright Field; DAPI: 4°,6 Diamidin-2 phenylindol; pm: Mikrometer

Die 13 abgelegten Einzelzellen konnten durch das Anfarben des Zellkerns mit DAPI aus dem
Vectashield auf den Ablagekoordinaten des Objekitragers mit dem CellCelector-Mikroskop
wiedergefunden werden. Die abgelegten, ungefarbten Zellen auf dem Objekitriger wurden im
Anschluss immunzytochemisch nach dem Farbeprotokoll mit DAPI, C11-FITC und EpCAM-
Alexa Fluor 594 gefarbt. Hierbei zeigten sich 213 Zellen EpCAM-negativ und 1113 Zellen
EpCAM-positiv (s. Abb. 50).

EpCAM posltiv

cn EpCAM
FITG TRITG

"{I{] |;Jl'l'1

Abb. 56: Beispiel der Ablagekontrolle einer EpCAM-positiven isolierten Zellen des ISET-Filters
nach der immunzyfochemischen Farbung mit DAPI, C11-FITC und EpCAM-Alexa Fluor 594. EpCAM:
Epitheliales  Zell-Adhasions-Molekul; DAPI: 4°6 Diamidin-2 phenylindol; C11: pan-
Cyitokeratin Antikorper; FITC: Fluoresceinisothiocyanafte; TRITC: Tetramethyirhodamine; pm:

Mikrometer

Zur Testung der Isolierungsrate von CTCs eines Spots des ISET-Filters wurde dieser nach
beschriebenen Farbeprotokoll mit DAPI, C11-FITC und EpCAM-Alexa Fluor 594 gefarbt. Bei
der Betrachtung des angefarbten Filters unter dem Mikroskop des CellCelectors zeigten einige
epitheliale Zellen (FITCpos) sich =zusatzlich EpCAM-positiv (TRITCpos) und negativ
(TRITCneq).
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Abb. 57: Die Darstellung von angefirbten Zellen einer gefilferten Bluiprobe einer Mammakarzinom-
Patientin auf dem ISET-Filter. Es konnten sowohl EpCAM-positive als auch negative CTCs nach der
Immunfiuoreszenzfarbung im TRITC-Kanal des CellCelectors dargestellt werden. Die Zelle oben zeigt
sich fur DAPI, C11 und EpCAM positiv und die Zelle unten fir DAPI und C11 positiv und EpCAM-
negativ. EpCAM: Epitheliales Zell-Adhasions-Molekul; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol; C11: pan-
Cyitokeratin Antikorper; FITC: Fluoresceinisothiocyanafte; TRITC: Tetramethyirhodamine; pm:

Mikrometer

Mach der immunzytochemischen Farbung zur Darstellung der epithelialen Tumorzellen wurde
die Zellisolierung im CellCelector durchgeflhrt. Von dem Spot konnten insgesamt 3 EpCAM-
positive und 1 EpCAM-negative epitheliale Zelle isoliert und in Tubes abgelegt werden.

Bei einem weiteren immunzytochemisch gefarbten Spot des ISET-Filters konnten 12 DAPI-
und C11-positive Zellen detektiert werden. Davon zeigten 10 Zellen ein positives EpCAM-
Signal. Von den 12 deteklieten epithelialen Zellen konnten 10 Zellen mit dem
Mikromanipulator isoliert und wvereinzelt in PCH Tubes abgelegt werden. Bei zwel
Zellisolierungen wurden 2 Zellen auf Grund einer engen Lage zueinander zusammen aspiriert
(s. Abb. 58). In den PCR Tubes der Ablage konnten 9/10, sowie auch die genaue Anzahl der

dokumentierten aspirierten Zellen in der Bilddokumentation, wiedergefunden werden.
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Abb. 58: Die Einzelzellisolierung wvon epithelialen Zellen einer Blutprobe wvon einer
Mammakarzinom-Patientin. Die gefarbten Einzelzellen wurde durch Filfration des ISET-Filters und
Mikromanipulation durch den CellCelector in PCR Tubes isoliert. Es konnten 12 DAPlpos und C11pos
Zellen im CellCelector detektiert werden. 10 Zellen konnten erfolgreich unter der Sicht im DAPI-Kanal
isoliert werden. Bei zwei Zellisolierungen wurden bei der Aspiration 2 Zellen isoliert (B3, E3). um:

Mikrometer

80



3.7 Charakterisierung der CTCs als Einzelzellen

3.7.1 Immunzytochemische Charakterisierung von CapG

Zur Darstellung der CapG-Expression von EpCAM-positiven CTCs von Mammakarzinom-
Patientinnen wurden 16 Patientenproben aus Cartridges des CellSearch-Systems mit dem
etablierten Workflow der Zelllinie aufgearbeitet.

CapG Expression von CTCs
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Abb. 59: Die CapG-Expression von isolierten CTCs von Mammakarzinom-Patientinnen. Es
konnten 16 Cartriges (P1-18) des CellSearch-Systems mit dem CellCelector aufgearbeitet werden. Die
isolierten und abgelegiten CTCs als Einzelzellen wurden immunzytochemisch fur CapG gefarbt. Bei
86 % der CTCs konnte eine Expression von CapG immunzytochemisch nachgewiesen werden {blau).
CTC: zirkulierende Tumorzellen; CapG: Macrophage Capping Protein; P: Patientenprobe

Es wurden insgesamt 167 isoliete CTCs auf abgelegten Glasobjekitragemn durch die
Mikromanipulation des CellCelectors immunzytochemisch gefarbt. Die gesamte Anzahl an
CTCs konnte nach dem Farbevorgang auf dem Glasobjekttrager wiedergefunden werden. Bei
143 CTCs konnte eine CapG-Expression durch die Antikérperfarbung nachgewiesen werden.
24 CTCs zeigten keine immunzytochemisch nachweisbare Expression von CapG. 86 % der
isolierten CTCs exprimierten in den durchgefUhrten Versuchen das Protein CapG.
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Abb. 60: Die Darstellung von der immunzytochemischen Firbung von CapG bei vereinzelten
CTCs (DAPIpos,CKpos). Bei allen 10 isolierten und abgelegten CTCs einer Mammakarzinom-Patientin
(P 15) durch den CellCelector auf Objekfirager zeigte sich eine detektierbare CapG-Expression
{Cybpos). lllustration der CTCs im Mikroskop des CellCelectors (oben) und im Zeiss Axiplan 2 (unten).
BF: Bright Field; DAPI: 4°.6 Diamidin-2 phenylindol; C11: pan-Cyifokeratin Antikorper; FITC:
Fluoresceinisothiocyanate; CK: Zytokeratin; CapG: Macrophage Capping Protein; Cyb: Cyanin 5
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Abb. 61: Die Darstellung der isolierten CapG-positiven und -negativen CTCs (DAPIpos,CKpos)
der Patientenprobe P 16 einer Mammakarzinom-Patientin mit dem Zeiss Axioplan 2 (64x). CTC:

zirkulierende Tumorzelle; DAPI: 47,6 Diamidin-2 phenylindol; CK: Zyiokeratin; CapG: Macrophage
Capping Protein
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3.7.2 Molekulare Downstream-Analyse der CTCs

Zur Testung der DNA-Qualitit von CTCs aus Patientenproben wurden 8 isolierte CTCs einer
Patientenprobe verwendet. Die Durchflhrung der WGA-Qualitatskontrolle der abgelegten
CTCs wverdeuilichte die Diversitat der DNA-Qualitdt einzelner Zellen. In der WGA-
Qualitatskontrolle zeigten 3/8 CTCs > 3 Banden und somit eine gute DNA-Qualitat fir eine
migliche PCR-basierte Mutationsanalyse oder NGS.
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Abb. 62: Die Qualititskontrolle der Whole Genome Ampilification von CTCs. 2 CTCs zeigten in der
WGA-Qualitatskontrolle 4 Banden (Pat 5,6), 1 CTC zeigte 3 Banden (Pat 1), 1 CTC zeigte 2 Banden
(Pat 8), 2 CTCs zeigten 1 Bande (Pat 2,4) und 2 CTCs zeigten keine Bande {Pat 3, Pat 7) in der
Gelelektrophorese. Pat: Pafient; WGA: Whole Genome Amplification; ID: Nummer

Zur emeuten Darstellung der DNA-Qualitdt von CTCs aus Patientenproben der CellSearch-
Cartridges wurde eine WGA mit dem Amplil WGA-Kit (Silicon Biosystems) nach dem
angegebenen Protokoll durchgeflinrt.
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Abb. 63: Die Einzelzellen der Whole Genome Amplification. Drei Zellisolierungen des CellCelector-
Systems sind im DAPI-Kanal dargestellt. Es konnten 2/3 CTCs als Einzelzellen aus Patientenproben
des CellSearch-Systems isoliert und in Tubes abgelegt werden. Bei der Probe 7 wurde die Zelle nicht
aspiriert und isoliert. Diese Probe wurde als Negativkontrolle mitgefihrt. 5 Einzelzellen der Zelllinien
MCF7, T47D und SK-BR-3 wurden zur Uberprifung des Workflows mitgefuhrt. Pat: Patient; WGA:
Whole Genome Amplification: pm: Mikrometer

Fir das Verfahren der WGA wurden 7 Einzelzellen verwendet, denn bei einer Aspiration war
die CTC-lIsolierung erfolglos. Es wurden 2 CTCs aus Patientenproben der DETECT-Studie I
benutzt und 5 Einzelzellen stammten aus isolierten Zelllinien (MCF/7, T47D und SK-BR-3).
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Abb. 64: Die Qualititskontrolle der Whole Genome Amplification von CTCs. Die Gelelektrophorese
zeigte die Qualitatskontrolle nach der WGA der isollerten CTCs aus einer Cariridge mit Patientenblut
und den Einzelzellen der Zelllinien durch den CellCelector. 4/5 Zellen der Zelllinlen und 1/2 CTCs
Zeigten eine gute DNA-Qualitidt und erzeugten =3 PCR Banden im QC-Test (Pat DIl 7). Pat: Patient;
WGA: Whole Genome Amplification; PCR: Polymerase-Kettenreaktion; ID: Nummer

Die PCR-basierte Qualititsuntersuchung der DNA-Integritat bestatigt das Vorhandensein von
kurzen, mittleren und langen DNA-Fragmenten bei 3/4 der Zellen der Zelllinien in der WGA-
Bibliothek. Von den 2 isolierten CTCs wurde 1 Zelle mit einer guten DNA-Qualitit als
Ausgangsmaterial fir die WGA verwendet und erzeugte 4 PCR-Banden in dem QC-Test. Das
Probenmaterial mit der nicht erfolgten Aspiration einer Einzelzelle zeigte auch keine Banden
in dem Qualitatstest. Die WGA-Produkte der Zelllinien hatten bei 4/5 Zellen eine gute Qualitat
(s. Abb. 62). Eine Patientenprobe (Pat DIl 7) und 4 Einzelzellen der Zelllinien waren fir die
genomweite Analysen wie NGS oder Array-CGH geeignet.

Mach der Anreicherung wvon Patientenproben mit dem CellSearch-System und der
anschlieBenden Einzelzellisolierung von CTCs durch das CellCelector-System konnten bisher
32 Patientenproben zur genetischen Analyse verwendet werden. 872 CTCs konnten als
Einzelzellen auf unterschiedliche Ablagemedien vereinzelt werden und 95 CTCs wurden fir
die Durchfihrung der Whole Genome Amplification genutzt. Insgesamt zeigten die WGA-
Produkie der isolierien CTCs eine hohe Vanabilitat in ihrer Qualitat. In den Qualititskontrollen
mit dem Ampli1-WGA-Kit (silicon biosystems) hatten 24 % der entstandenen Amplifikationen
eine sehr gute DNA-Qualitit und zeigten > 3 Banden. Mit diesen WGA-Produkten war es
mdglich ein .Next-Generation-Sequencing” im Anschluss durchzufUhren. 76 % der Produkte
wiesen eine weniger gute Qualitdt auf und zeigten < 2 Banden in dem QC-Test. Es war
dennoch mdglich diese Amplifikationen fir die Durchfthrung wvon PCR-basierte

Mutationsanalysen zu nutzen.
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4 Diskussion

4.1 Vorbemerkung

Bis heute konnte der Mechanismus der Metastasenbildung von Primartumoren nicht
vollstandig geklart werden. Der Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut
bei Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs stellt ein groBes Potential zum Verstandnis
der Tumorbiologie dar. In den letzten Jahren konnte, durch die klinische Anwendung der CTC-
Bestimmung, die biologische Bedeutung der CTCs im Hinblick auf ihre prognostische
Aussagekraft (45), das therapeutische Ansprechen und der individualisierten Therapie (46),
weiter verstanden werden. Nach der Etablierung eines Verfahrens zur Anreicherung und
Detektion der CTCs mit dem CellSearch-System der Firma Menarini Silicon Biosystems,
wurde die Bedeutung dieser Zellpopulation durch zahlreiche Studien belegt. Bereits ein
Nachweis von = 5 CTCs/7,5 ml Blut korreliert mit einem niedrigeren Gesamtiberleben der
Patientinnen im metastasierten Status (1). Es konnte gezeigt werden, dass diese
nachgewiesenen Tumorzellen im Blut in der Behandlung einer Mammakarzinom-Patientin, als
sogenannte _liquid biopsy”, genutzt werden und das Therapieansprechen widerspiegeln (36).
Bidard FC et al. beschrieben auch im nicht metastasierten Setting den Nachweis von CTCs
als unabhingigen und quantitativen prognostischen Faktor bei Brustkrebs-Patientinnen im
Frihstadium unter der Behandlung einer neoadjuvanten Chemotherapie (47). Neben dem
bereits belegten prognostischen Aussagewert der CTCs beim metastasierten und nicht
metastasierten Mammakarzinom ist die Frage, ob CTCs auch als pradiktive Marker genutzt
werden kinnen. Durch die histologische Sicherung der Metastasen bei Brustkrebspatientinnen
ist bekannt, dass sich diese durchaus in ihrem Phanotyp von dem Prim&rtumor unterscheiden
und sich dadurch auch der pradiktive Marker &ndert (48). So berichteten Simmons et al. bereits
auf dem _San Antonio Breast cancer Symposium” (SABCS) im Jahre 2007, dass eine Biopsie
der Metastasen bei 20 % der Patientinnen zu einer Anderung des bisherigen Therapieregimes
fUhren kann. Die adjuvante Therapie bei bestehender minimaler Tumorresterkrankung richtet
sich als medikamentiser Ansatz aber aktuell immer noch gegen die pradiktiven Marker
(Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, HER2/neu) des Primartumors, sodass im Verlauf
einiger Jahre, Metastasen oder Rezidive auftreten. Durch diese Erkenntnis lieBe sich das
Versagen einer hormonellen und antikérperbasierten Tumorbekémpfung erklaren und es
kénnten neue Therapieansitze entstehen. Die aktuell laufenden DETECT-Studien (l1I-V) sind
erste Studien, die auf der Grundlage von CTC-Phanotypisierungen neue Therapieoptionen
begrinden und nutzen.

Durch die genaue Analyse der CTCs kann das Phanomen der Metastasierung von malignen

Brusttumoren besser verstanden werden. Die Expressionsprofile, die fir die Invasivitat der
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CTCs wverantwortlich sind, kénnen nachgewiesen werden und Angriffspunkt neuer
Therapieregime werden. In einer Studie von De Luca et al. wurden Blutproben von vier
Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs mit dem CellSearch-System angereichert und
dem DEPArray vereinzelt. Die einzelnen CTCs wurden, nach der WGA, mittels NGS auf 50
krebsrelevante Gene untersucht und ein Unterschied zwischen dem Mutationsprofil des
Primartumors und der CTCs nachgewiesen (49). Diese Studie verdeutlicht, dass durch die
Charakterisierung der CTCs auf der Einzelzellebene die heterogene Zellpopulation analysiert
und die Verteilung der Expressionsprofile mit dem Potential der Metastasierung korreliert
werden kann. Therapieresistente CTCs kinnen durch die Analyse der Transkriptionsprofile
erkannt werden und zielgerichtet, individuell therapiert werden. Die Detektion der CTCs stelit
bereits eine groBe Herausforderung dar. Somit ist die Einzelzellisolierung dieser wenigen
Zellen im Patientenblut ein schwierig umzusetzendes Ziel und bis jetzt konnte keine getestete
Methodik die Stabilitat und Zuverlassigkeit fir eine klinische Anwendung erflilen. Um dem
Schiritt zur individualisierten Therapie von Mammakarzinom-Patientinnen ndher zu kommen,
wurde in der vorliegenden Arbeit ein gesamter diagnostischer Arbeitsablauf von der CTC-
Detektion, ihrer Einzelzellisolierung bis hin zur immunzytochemischen und molekularen
Charakterisierung etabliert und optimiert (16).

4.2 EpCAM-abhangige Einzelzellisolierung von CTCs

Fir das Verstandnis der Pathogenese von malignen Tumoren sollte eine Verbesserung der
technologischen Mittel zur Einzelzellisolierung von CTCs und der MNutzen ihres vollen
Potentials angestrebt werden. Es konnten bereits einige Methoden zur Einzelzellisolierung mit
Hife der Durchflusszytometrie und anschlieBender Einzelzell-Genexpressionsmessung
etabliert werden. Die Analyse der Genexpressionsprofile der Einzelzellen bewies eine hohe
Zell-zu-Zell-Variabilitdt  (50). Blassl et al entwickelten einen Arbeitsablauf zur
Charakterisierung einzelner CTCs des Owarialkarzinoms, bestehend aus einer
Dichtegradienten-abhangigen Anreicherung fir kemhaltige Zellen, einer Depletion von CD45-
positiven Zellen hamatopoetischen Ursprungs und einer immunfluoreszierenden Markierung
mit EpCAM und Muc-1 der CTCs mit anschlieBender Mikromanipulation und einem Panel-
Genexpressionsprofiling. Die ausgewerteten Daten deuteten auf eine heterogene Expression

von EMT- und Stammzell-assoziierten Transkripten in CTCs des Ovarialkarzinoms hin (51).
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421 Detektionsrate von CTCs

In dieser Arbeit wurde flr die Anreicherung der CTCs in Vollblutproben von Mammakarzinom-
Patientinnen das FDA gepriite CellSearch-System verwendet. Der Vorteil des Systems ist die
hohe Sensitivitét in der Detektion EpCAM-positiver CTCs. Das bedeutet, dass <5 CTCs aus
7.5 ml Patientenblut in die Cartridges UberfUhrt und anschlieBend detektiert werden kiinnen.
Das System bietet gleichzeitig, nach der automatischen Fluoreszenzfarbung der Zellen, die
Maglichkeit zur Fluoreszenzanalyse der CTCs. In dieser vorliegenden Arbeit konnten beide
optischen Einheiten der Systeme so aufeinander abgestimmt werden, dass 95-99 % der vorher
durch das CellSearch-System bestimmten CTC-Anzahl durch das CellCelector-System,
anhand der definierten Kriterien mit einer stabilen Fluoreszenzfarbung und durch die
Optimierung der Scanparameter, detektiert wurden. Im Vergleich dazu kombinieren andere
immunomagnetische Verfahren eine Antikirper-basierte magnetische Kopplung der Zellen mit
der Durchflusszytometrie (52). Im IsoFlux-System erfolgt, durch die Bindung wvon
Oberflachenmarkemn, eine negative Selektion von Blutzellen und die Separation der CTCs.
Machteil dieses Verfahrens ist die Beobachtung von unspezifischen Zellbindungen mit dem
Verlust von CTCs und die Verunreinigung der isolierten CTCs durch andere Blutzellen (53).

Viele bereits verdffentlichte Verfahren zur Einzelzellisolierung mussten einen hohen Zellverlust
bei der Vorbereitung der Proben fir die Isolierung der Zellen aus der Suspension verzeichnen.
Chen et al. entwickelten einen speziellen Draht in Anlehnung an den CellCollector, einem
medizinischen Draht der mit Antikérperm gegen EpCAM beschichtet ist. Zu anderen Verfahren
der Zellisolierung bietet die Methodik eine héhere Ausbeute an CTCs, auf Grund der gréBeren
Zu untersuchenden Volumenmenge. In einem Spiking-Experiment wurden ex-vivo-isolierte,
am Draht gebundene HT-29-Zellen aus peripherem Blut durch eine Fluoreszenzfarbung
markiert, unter dem Mikroskop sichtbar gemacht und anschlieBend durch eine enzymatische
Behandlung abgeldst. Dabei konnte eine Abldsungsrate zwischen 50-90 2% erreicht werden.
Die Wiederfindungsrate der Zellen auf dem Objekitrager des Fluoreszenzmikroskops nach
dem Abldsungsverfahren lag, in Abhangigkeit von der Zelllinie, nur bei < 10 2% bis < 50 %. In
der in dieser Arbeit beschriebenen Entwicklung der Einzelzellisolierung aus der Kombination
des CellSearch-Systems und dem CellCelector wurde der Zellverlust hauptsachlich durch den
Transfer der Patientenprobe aus der Cartridge auf den Magnetobjektirager verursacht. Die
Transfereffizienz war abhangig von der Anzahl der CTCs in der Cartridge und betrug im Mittel
86-99 %. Der Zellverlust war zusétzlich abhaéngig von der Qualitdt der Cariridge von
Patientinnen. Ein altersabhingiger Qualitdtsverlust konnte in den durchgefihrien
Einzelexperimenten nicht dargestellt werden. In manchen Cariridges konnten stark adhérente
Ferrofluidpartikel an der Wand beobachtet werden oder bei der Fluoreszenzmikroskopie
Zellcluster, welche die Detektion, den Zelltransfer und anschlieBend die Einzelzellisolierung
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der CTCs erschwerten. In einigen Patientenproben konnte bereits vor dem ersten Scan im
CellCelector eine schwache Immunfluoreszenz festgestellt werden oder das DAPI-Signal
(Zellkern) zeigte sich nicht mehr rund und strahlend sondem sternféirmig ausgezogen,
verwaschen. Durch die Steigerung der Sensitivitat der Detektionsparameter im CellCelector,
Zz.B. der Schwellenwerte zur Erkennung der Immunfluoreszenzfarbung ( Thresholds), konnte
die Detektionsrate gesteigert werden. So konnte individuell auf die Gegebenheiten der
Cartridges eingegangen und das Optimum der Zelldetektion erreicht werden. Die Recovery
Rate fur den hier entwickelten Workflow entspricht etwa der bereits bei anderen Verfahren
beschriebenen. Polzer ef al. beschrieben im Vergleich dazu eine Transfereffizienz von 85 %
bei der UberfCthrung der Zell-Suspension aus der CellSearch-Cartridge in die DEPArray-
Kassette und eine Isolierungseffizienz von 94 % (54).

Der Zellverlust in dieser Arbeit bei der UberfChrung der Probe aus der CellSearch-Cartridge
auf den Magnetadapter des CellCelectors war abhangig von der vorher im CellSearch-System
detektierten Zahl der CTCs. Im Gegensatz zu einer Effizienz von 94 % bei Cartridges mit >
10 CTCs konnte bei der Verarbeitung von CellSearch-Cariridges mit < 10 CTCs ein
Verlustanteil von 10-50 % festgestellt werden. Im Durchschnitt lag die Detektionsrate der CTCs
bei der Aufarbeitung von Patientenproben bei 90,7 %. Fir die klinische Anwendung ist bereits
bekannt, dass die CTCs in einer Carfridge des CellSearch-Systems rar sind und die Anzahl in
63 % < 2 CTCs/Cartridge liegt (17).

4.2.2 Einzelzellisolierung von CTCs

Shaw et al. verdffentlichten eine Arbeit zur Untersuchung der Mutationsprofile von 50 Genen
EpCAM-positiver CTCs als Einzelzelle im Vergleich zur cfDNA bel den gleichen
Patientenproben von Mammakarzinom-Patientinnen. Die Einzelzellisolierung erfolgte durch
die Anreicherung der Patientenproben mit dem CellSearch-System und anschlieBender
Isolierung EpCAM-positiver CTCs mit Hife des DEPAmray-Systems. Es  wurden
Patientenproben mit hoher CTC-Anzahl (= 100 CTCs in 7.5 ml Blut) genutzt (55). Die bereits
veriffentlichten Methoden zur Einzelzellisolierung und anschlieBender Mutationsanalyse
erscheinen sehr aufwendig und fordermn stabile Arbeitsablaufe. Zudem korreliert die
erfolgreiche Einzelzellisolierung mit der steigenden Zahl an CTCs in Patientenproben. Es ist
bekannt, dass die CTCs als eine rare Zellpopulation im peripheren Blut von Mammakarzinom-
Patientinnen nachzuweisen sind. Die Anwendung dieses verdffentlichten Arbeitsverfahrens
von Shaw et al. muss daher fir eine abschlieBende Validierung an die Anforderungen des
Machweises von < 100 CTCs getestet werden. Ein Verfahren, welches nur bei einem Nachweis
von = 100 CTCs in den Patientenproben verwendet werden kann, hat fir den klinischen Alltag
bei oft weniger detektierten CTCs, wenig Verwendung. Im Vergleich dazu konnte durch die in

90



dieser Arbeit durchgefihrie Mikromanipulation des CellCelector-Systems auch bei
Patientenproben < 5 nachgewiesenen CTCs eine erfolgreiche Einzelzellisolierung erreicht
werden. Das etablierte Verfahren kann den Ansprichen der in Studien nachgewiesenen
durchschnittlichen CTC-Zahl in Patientenproben gerecht werden. In der Arbeit von Shaw et al.
konnten von > 100 detektieten CTCs aus 5 Patientenproben im CellSearch-System im
Anschluss mit dem Workflow 2-17 CTCs, abhéngig von der Probe, als Einzelzellen isoliert und
genetisch analysiert werden. Bei dieser Methode kommt es zu einem hohen Zellverlust bei der
Einzelzellizolierung, den auch andere Verfahrensprotokolle verzeichnen (55). Da in 7.5 ml
Patientenblut aber haufig < 100 CTCs nachgewiesen werden sollte ein Zellverlust bei der
Methode zur Einzelzellizolierung minimiert werden.

Im Gegensatz zu den genannten Methoden der Einzelzellisolierung bietet der in dieser Arbeit
verwendete CellCelector die Mdglichkeit zur automatischen Erkennung, Bildanalyse und
Isolierung von Partikeln bzw. adhirenten Zellkolonien und Einzelzellen. Im Vergleich zu
anderen Zellisolierungsmethoden (Durchflusszytometrie) erfolgt die Isolierung der Zellen
schonend und unter Sicht. Mit Hilfe des Immunfluoreszenzmikroskops des CellCelectors ist es
mdglich, die Einzelzellen anhand ihrer Immunfluoreszenzfarbung und Morphologie nach dem
Scan manuell auszuwahlen und so einen Zellverlust bei der Einzelzellisolierung zu vermeiden.
Zusatzlich kdénnen nicht erfolgreiche Aspirationen von CTCs wiederholt und an
unterschiedliche Gegebenheiten (durch Anderung der Aspirationshéhe, Aspirationsvolumen)
angepasst werden, um eine maximale lsolierungsrate zu erreichen. In dem Detektions- und
Isolierungsschritt konnte die immunomagnetische Anreicherung der CTCs durch die spezielle
Entwicklung des Magnetadapters fir den CellCelector ausgenutzt werden. Die
Ferrofluidpartikel richteten sich in der Mitte des Objekttragers im Magnetfeld aus und dadurch
war es mdglich die Zellen, trotz der Bewegungen des Kreuztisches, magnetisch fir den Scan
und die Zellisolierung zu fixieren.

Die lsolierungsparameter konnten so eingestellt werden, dass eine Aspiration mit einem
Puffervolumen von 1 pl erreicht wurde. Fir weitere Analysen der CTCs, mit der Notwendigkeit
eines geringen Probenvolumens, stellte dieses Verfahren sich als ginstig dar. Durch die
Optimierung der Isolierungsparameter, der Minimierung des Abstandes der Glaskapillare zum
Objekttrager und der gesenkten Aspirationsgeschwindigkeit, konnte eine Einzelzellisolierung
bis zu einem Zellabstand von 100 pm ermdglicht werden. In vielen experimentellen Studien
wurde bereits der Nachweis von Tumorzellaggregaten beschrieben. CTC-Clusiterscheinen bei
der Metastasierung von Brustkrebs einen wegweisenden Einfluss zu haben (56). Um ihre
Entstehung, ihr Potenzial der Metastasierung und ihre klinische Helevanz weiter untersuchen
Zu kinnen, bedarf es Verfahren zur Einzelzellisolierung, die es ermdglichen diese
Zellaggregate zu selektieren. Durch die benutzerdefinierte Bestimmung der physikalischen
Isolierungsparameter des in dieser Arbeit verwendeten CellCelectors ist es mdglich auf
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unterschiedliche CTC-Formationen und die Qualitdten der Patientenproben individuell zu
reagieren um eine groBere Ausbeute an Einzelzellisolierungen zu ermdglichen. Bei der
Testung der Isolierungswahrscheinlichkeit von SK-BR-3-Zellen in  unterschiedlicher
Verdinnung dieser Arbeit zeigte sich bei Cartridges mit < 50 CTCs eine niedrigere
Detektionswahrscheinlichkeit bei einer hiheren Isolierungswahrscheinlichkeit der Zellen.

In 87 % konnten die ausgewahlten Zellen als Einzelzellen durch die Mikromanipulation isoliert
werden. In 10 % der Falle wurde auf Grund der nahen Lage der CTCs zueinander = 1 Zelle
aspiriert und bel 2-3 % konnte die Einzelzellisolierung nicht erfolgen. Ursache flr die nicht
geqglickte Einzelzellisolierung war eine verstarkte Adhdrenz der CTCs, durch z.B. ein
Austrocknen der Probe in einem verléngerten Detektionsvorgang des CellCelectors bei hoher
CTC-Anzahl, oder das Vorliegen von CTCs in Ferrofluidclustern. Insgesamt konnten mit dem
hier etablierten Workflow aus 32 Cartridges von 1038 im CellSearch-System detekiierten
CTCs nach dem Transfer der Probe 893 CTCs mit dem CellCelector wiedergefunden und 872
CTCs, also 98 %, isoliert werden. In einem etablierten CellSearch®DEPArray™-Workflow
konnte im Vergleich bei einem Spiking-Experiment von einer A549-Zelllinie und peripheren
mononukledren Blutzellen in Blutproben von gesunden Probanden dhnliche Isolierungs- bzw.
Wiederfindungsraten erreicht werden (57). Bei der automatischen Einzelzellisolierung muss
die Reinheit, durch die Bestimmung von Oberflachenmolekllen anderer Blutzellen, der
isolierten Zellen anschlieBend Uberprift werden. Die gezielte Isolierung einer bestimmten Zelle
unter dem Mikroskop des CellCelectors in der vorliegenden Arbeit stellt einen der
Hauptvorteile dieser Technologie dar. Im Live-Modus des Mikroskops des CellCelectors ist es
mdglich den Aspirationsvorgang der Zelle als Benutzer zu verfolgen und die erfolgreiche
Isolierung als Bild zu dokumentieren. Die Ablage kann spater einer genauen
Bilddokumentation zugeordnet werden. Dies ermdglicht eine Absicherung, dass die
ausgewahlte Zelle tatsachlich durch die Glaskapillare aspiriert wurde und es zu keiner
Kontamination durch andere Blutzellen gekommen ist. Gleichzeitig kann die erfolgreiche
Ablage der Einzelzellen in die Tubes und auf den ObjekitrAger unter dem
Fluoreszenzmikroskop kontrolliert werden. Die Bilddokumentationen, zur Beurteilung der
Morphologie der CTCs, konnten anschlieBend mit dem Ergebnis der Zellcharakterisierung
verglichen werden. Durch unterschiedliche Mdéglichkeiten der Ablageoptionen (Objektirager,
Tubes oder x-Wellplatten) von Einzelzellen sind die Analysen im Anschluss variabel. In der
Testung des Arbeitsablaufes konnte eine Ablagewahrscheinlichkeit der Einzelzellen in dieser
Arbeit von 96 % erreicht werden.

Fir die Zellsortierung und das damit wverbundene Extrahieren wvon bestimmten
Zellpopulationen existieren auch fluoreszenzaktivierte Anreicherungsverfahren (FACS).
Machteil der Zellsortierung durch die fluoreszenzaktiven Antikérper ist die Notwendigkeit von

groBen Probenvolumina und eine mdgliche zellulre Verdnderung durch den
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Separationsprozess. Kriterien fir die klinische Anwendung des in dieser Arbeit entwickelten
Protokolls an einem griBeren Patientenkollektiv ist eine gute Wiederfindungsrate mit geringem
Zellverlust der CTCs bei dem Transfer eines Systems bis hin zur Mikromanipulation. Zudem
ist der mégliche Durchsatz der Einzelzellisolierung im zeitlichen Aspekt wichtig. Im Vergleich
Zzu anderen Methoden der Einzelzellisolierung ist die Mikromanipulation ein Verfahren mit der
eine hohe Rate an Zellisolierungen aus Patientenprobe mit unterschiedlicher Qualitat (98 26)
erreicht werden kann, aber mit einem erhdhten zeitlichen Aufwand verbunden ist.

In der Gegeniberstellung anderer Technologien zur Einzelzellisolierung stellt dieses
Verfahren mit den bisher erhobenen Effizienzdaten eine geeignete Methodik mit groBem
Potenzial fir Verbesserungen dar. Eine Einschrankung des etablierten Workflows stelit die
markerabhangige (EpCAM) immunomagnetische Anreicherung der CTCs des CellSearch-
Systems, eine eingeschrinkie Sensitivitat gegenitiber CTCs der EMT, dar.

4.2.3 Herausforderung an die Methodenentwicklung

In einem in dieser Arbeit durchgefUhrten Einzelexperiment einer Cartridge mit einer CTC-Zahl
von = 100 in einer Patientenprobe kam es innerhalb des Scan- und Auswahlschrittes der CTCs
im CellCelector zu einem Austrocknen der Probe auf dem Objekitrager im Magnetadapter.
Dies erschwerte die Isolierung der Einzelzellen auf Grund der Zunahme der Adhérenz der
Zellen auf dem Objekitrager. Die emeute Hydratation der Probe flhrte zu einer Veranderung
der gespeicherten Koordinaten der CTCs fir den Isolierungsvorgang. Zu prifen wéare, ob es
sich bei der Beobachtung um einen Einzelfall handelte oder grundsétzlich bel einer Zell-
Suspension von = 100 detektieten CTCs im CellSearch-System das Detektions- und
Isolierungsverfahren im CellCelector in zwei Schritten durchgeflhrt werden sollte. Bereits in
durchgefihrien experimentellen Studien wurden CTC-Zahlen mit dem CellSearch-System von
0 bis 2289 mit einem Median von 3 CTCs beschrieben und auch in dieser Arbeit waren
Cartridges mit einer CTC-Anzahl von = 100 CTCs sehr rar, weshalb diese Fragestellung mit
den vorhandenen Patientenproben nicht abschlieBend geklart werden konnte.

Ein Vorteil der halbautomatischen Mikromanipulation mit dem CellCelector ist die Anpassung
der Parameter zur Einzelzellizolierung auf die Gegebenheiten einer Patientenprobe und die
Bilddokumentation der Aspiration mit einer méglichen manuellen Ablagekontrolle der CTC. Fir
die Anwendung dieses Verfahrens in einem hdheren Patientenkollektiv, mit einem erhdhten
Durchsatz, ist es notwendig diese Arbeitsschritte weiter zu automatisieren. Die rein manuelle
Aufarbeitung einer Patientenprobe zeigt eine hohe Effektivitat, ist aber zeitaufwiandig. Dabei
nimmt der Scan der Patientenprobe in den Fluoreszenzkandlen und die anschlieBende
Auswahl der Zellen mit den erfllten CTC-Kriterien die meiste Zeit in Anspruch. Da bereits
gezeigt wurde, dass Carfridges des CellSearch-Systems meist eine CTC Anzahl von <2 CTCs
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beinhalten ist der zeitliche Aspekt bei einigen Patientenproben nahezu vemachlassigbar.
Zudem ist auch die mikroskopische Kontrolle der CTCs auf dem Ablagemedium mit einem
hohen zeitlichen Aufwand verbunden. Es gibt neue Ansétze in denen das Transfervolumen
der Glaskapillare bis zum Zielort zusétzlich automatisch beobachtet wird. Es wird bereits an
der Verbesserung der Ablageprifung von Einzelzellen mit neuen Videosystemen und
Bildverarbeitungsalgonthmen gearbeitet (58).

Auffallend zeigte sich in der Aufarbeitung von Patientenproben aus den Cartridges die hohe
Variabilitdt der Qualitidt der Fluoreszenzfarbung, der Morphologie der Zellen und der
Kontamination mit anderen Bluizellen. Die Qualitit beeinflusste in dieser Arbeit die
Isolierungswahrscheinlichkeit der CTCs. Daher musste bei einigen Cartridges auf Grund der
schwach detektierbaren anti-CD45-Farbung des CellSearch-Systems durch das CellCelector-
System eine Nachfarbung durchgefihrt werden, um die CTCs von den weiBen Blutkdrperchen
Zu unterscheiden. Die Nachfarbung konnte in der Carfridge erfolgen, fUhrte aber durch den
Farbevorgang zu einem vermehrten Zellverlust. Es waren viele Testverfahren bei der Suche
des optimalen Antikérpers und zur Minimierung des Zellverlustes bei der Farbemethode
notwendig. Bei der notwendigen anti-CD45-Nachfarbung in der Cartridge zeigte sich

anschlieBend eine Transfereffizienz von 74-91 %.

4.3 EpCAM-unabhangige Einzelzellisolierung von CTCs

Die meisten entwickelten Workflows zur CTC-Einzelzellizolierung beruhen auf der Markierung
von Oberflachenmolekilen, wie EpCAM (51). Vielen Studien zufolge ist die EMT fir die
Gewinnung wvon stammzelldhnlichen Eigenschaften der CTCs wverantwortlich und daher
durchaus fir die Entwicklung von neuen Therapieregimen klinisch relevant (59). Die
Erkenntnis, dass genau diese Zellpopulation im Zusammenhang mit der Resistenz gegentber
der Chemo- und Antikérpertherapie steht, beschleunigte die WVerfahren zum nicht
affinitdtsbasierten CTC-MNachweis (60, 61). Unter dem Gesichtspunkt der nachgewiesenen
EMT won Tumorzellen kinnen CTCs nicht-epithelialen Ursprungs mit diesen
Detektionsprozessen nicht nachgewiesen werden und im Anschluss auch nicht als
Einzelzellen isoliert werden (28). Anzustreben ist ein mdglicher Vergleich EpCAM-positiver
und -negativer CTCs in einer Patientenprobe, da gerade den CTCs mit den phanotypischen
Merkmalen der EMT eine bedeutende Rolle in der Metastasierung und der Ausbildung eines
Rezidivs in experimentellen Studien zugewiesen wird. Durch die Sortierung der Blutzellen
nach ihren morphologischen Eigenschaften, wvor allem auf der Grundlage des
GriBenunterschiedes zu CTCs, ist es mdglich durch Filtersysteme auch EpCAM-negative
CTCs zu isolieren. Das Verfahren der Einzelzellisolierung muss folglich an diese Marker-

unabhéngigen Technologien zur Anreicherung und Detektion EpCAM-negativer CTCs
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angepasst werden. Viele Arbeitsablaufe sind enorm zeitaufwandig, bendtigen hohe
Probenvolumina oder verzeichnen eine hohe Zellverlustrate. Eine Herausforderung stellt
besonders die Einzelzellisolierung von gefilterten CTCs auf der Fitermembran dar.

Durch die Verwendung der in dieser Arbeit etablierten Protokolle zur Anreicherung von CTCs
des ISET- und VyCap-Filters, der Verwendung eines Lysepuffers und der anschlieBenden
benutzerdefinierten Mikromanipulation (Scraping Funktion) durch den CellCelector zeigt sich
eine nahezu 100 % Einzelzellisolierungsrate. Im Vergleich zu anderen Methoden ist die
erreichte Einzelzellisolierungsrate deutlich hiher, aber mit einem hdheren Zeitaufwand
verbunden. Dies ist durch die benutzerdefinierten und angepassten Isolierungsparameter
jeder Aspiration einer CTC bedingt. Der ISET-Filter bietet die Mdglichkeit von 12 gleichzeitigen
Filtrationen auf einem Objekitrager. Diese Spots kinnen anschlieBend getrennt werden und
die dort separierten CTCs unterschiedlich aufgearbeitet werden. Die gewonnenen CTCs einer
Patientenprobe kénnen demnach, je nach wissenschaftlicher Fragestellung, unterschiedlich
analysiert werden. Physikalische Verfahren zur Separation von EpCAM-negativen CTCs
haben den MNachteil der Kontamination wvon anderen Bluibestandteilen mit einer
Hintergrundimmunfluoreszenz nach anschlieBender Immunfluoreszenzfarbung.
Kontaminationen von z.B. tumorassoziierien Fibroblasten werden aber durchaus auch bei
EpCAM-basierten Nachweisverfahren von CTCs beschrieben. In weiteren Untersuchungen
Zeigten sich Hinweise auf eine tumorbiologische Aussagekraft dieser Zellpopulation (62). In
der vorliegenden Arbeit konnte die Kontamination und Hintergrundimmunfluoreszenz nach
den beschriebenen Waschvorgangen auf dem VyCap-Filter deutlich minimiert werden und
EpCAM-negative CTCs isoliet werden. Die isolieten Zellen konnten anschlieBend
mikroskopisch auf der Ablage wiedergefunden werden. Durch das Verfahrensprotokoll
konnten CTCs der Uberstandssuspension des CellSearch-Systems von Mammakarzinom-
Patientinnen als Einzelzellen isoliert werden. Beide Verfahren zur Einzelzellisolierung der
Filtermembranen sind zeitaufwandig und fordem spezielle Kenntnisse. Die routinemaBige
Anwendung der Methodiken in einem griBeren Patientenkollektiv ist daher zu diesem
Zeitpunkt der Entwicklung noch nicht méglich.

Problem der gréBenbasierten Anreicherung von CTCs durch Filtersysteme stellt die Balance
Zzwischen der Adhasion der Zellen auf der Filtertechnologie und der anschlieBenden Lisung
dieser Zellen fir die Einzelzellisolierung dar. Durch die Verwendung des Parsortix™ Systems,
zur Marker-unabhéngigen Zellisolierung, kdnnen Zellen durch ihre GriBe und Verformbarkeit
angereichert, automatisch getarbt,detektiert und isoliert werden. Hvichia et al. beschrieben bei
den Testversuchen von Zelllinien eine Detektionswahrscheinlichkeit der Zellen von 42-70 %.
Die Isolierungsrate lag bei 54-59 %% mit 99 9% vitaler Zellen fir die molekulargenetischen
Untersuchungen (63). Dieses Verfahren nimmt einen hohen Zellverlust fir die Lebensfahigkeit
der Zellen und die Reinheit der isolierten Probe, also die Bereinigung von Leukozyten (Proben
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n= 6, 200-6000 Leukozyten), in Kauf In dieser Arbeit wird die hohe Reinheit der
Isolierungsprobe des VyCap- und ISET-Filters durch gezielte Aspiration der CTC unter
mikroskopischer Sicht des CellCelectors erreicht.

Die ermittelten ZellgroBen von CTCs variieren, sodass bei der Verwendung eines
Filtersystems die optimale PorengréBe gewahlt werden muss um einen Verlust der CTCs und
eine niedrige Kontaminationsrate von anderen Blutzellen zu erreichen. Im Vordergrund der
physikalisch basierten Isolierungsverfahren steht die Verbesserung ihrer Effizienz. Dazu
untersuchte eine Studie die Detektionsrate von Kontrollkrebszellen in gesunden Blutproben
des Parsortix™ Systems. Beschrieben wurde eine Erfassungsrate der Zellen von etwas mehr
als 50 %. Zum Vergleich dieser Methodik mit dem Isoflux- und CellSearch-System erfolgte
anschlieBend die CTC-Detektion aus Blutproben von Prostatakarzinom-Patienten und es
konnten aus 7,5 ml der Blutproben von 10 Prostatakarzinom-Patienten eine vergleichbare
Anzahl von CK-positiven CTCs gewonnen werden (Durchschnitt 33,8) (64). In einer weiteren
Arbeit wurden EpCAM-positive und -negative CTCs in Blutproben von Mammakarzinom-
Patientinnen als Einzelzellen isoliert und analysiert. Das EpCAM-abgereicherte Blut des
CellSearch-Systems wurde mit dem Parsortix™-System weiterverarbeitet und die detektierten
CTCs anschlieBend mit dem CellCelector als Einzelzellen isoliert. In einem Spiking-
Experiment mit der MCF-7-Brustkrebszelllinie konnte eine durchschnittliche Erfassungsrate
fir MCF-7-Zellen, nach dem Transfer der Probe aus den Parsortix™-Kasetten, von 63 = 17,8
% und eine Hate fir die Einzelzellizolierung von 72 = 29,6 % erreicht werden (53). FOr den
Vergleich der in dieser Arbeit etablieten Methoden zur Einzelzellisolierung won
Filtermembranen zu anderen Isolierungsverfahren bedarf es noch weiteren experimentellen
Studien. Eine Aussage zur Effizienz kann daher akiuell noch nicht abschlieBend getroffen
werden.

Meben den Verfahren zur EpCAM-unabhangigen Isolierung von CTCs, anhand ihrer
morphologischen Eigenschaften, verwenden andere Methoden weitere Krebszellmarker zur
Anreicherung dieser Zellpopulation. Schneck ef al. entwickelten eine EpCAM-unabhangige
Anreicherung von CTCs mit immunomagnetischen Beads gegen CD459f und Trop2. Die
angereicherte und gefarbte Probenfraktion aus dem EpCAM-depletierten Patientenblut von
Mammakarzinom-Patientinnen wurde mit dem CellCelector auf CKpos/CD45neg-Ereignisse
untersucht und diese als Einzelzellen isoliert (65). In dieser Arbeit wurden anschlieBend die
magnetischen Beads von den CTCs abgeldst und eine aCGH der Einzelzellen durchgefihrt.
Vorteil dieser Methodik ist der im Vergleich zu anderen Verfahren niedrigere Kostenaufwand.
Es ist aber bereits bekannt, dass durch die Anwendung von Trypsin in hiherer Konzentration
die Oberflachenmarker der Zellmembran und eine mdgliche Detektion dieser durch die
Immunzytochemie nicht mehr mdglich ist. Dies kann zu veranderten Ergebnissen in den
untersuchten Expressionsprofilen der CTCs flhren (66). Weitere Antikdrper-basierte CTC-
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Isolierungen verwenden das rekombinierte Malariaprotein (rVAR2) zur Anreicherung von
CTCs. Das rVARZ2 bindet an onkofetales Chondroitinsulfat, welches auf epithelialen und
mesenchymalen Krebszellen exprimiert wird und sich in seiner Expression wahrend der EMT
nicht andert (67). In einer Arbeit zur Optimierung der Isolierung von Krebszellen durch rYyAR2-
beschichtete magnetische Beads mittels der Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden,
dass die Effizienz der Zellisolierung maBgeblich von der Art der Anreicherungsmethode, dem
Protein-Bead-Verhaltnis und der Zellsuspension (Puffer oder Blut) abhangt. Die gefarbten
Zellen einer Zelllinie wurden vorher unter dem Mikroskop manuell gezahit und anschlieBend,
nach Anreicherung der Beads, mit der durch die Durchflusszytometrie ermittelte Zellzahl
verglichen. Es konnte durch die Verfahrensoptimierung in den Spiking-Experimenten eine
Wiederfindungsrate von 98 % der Zellen erreicht werden (68). Diese vielversprechenden
Daten missen in weiteren experimentellen Studien, im Hinblick auf ihre klinische Helevanz,
geprift und optimiert werden. Um die Wiederfindungsrate von CTCs in der vorliegenden Arbeit
ermitteln zu kénnen bedarf es weiteren Spiking-Experimenten, mit dem Vergleich der
Detektionsrate von CTCs in der Suspension vor der Filtration und der Detektionsrate nach der
Filtration auf der Fitermembran. AnschlieBend kann diese Technologie bereits etablierten
Isolierungsmethoden gegeniibergestellt werden.

Insgesamt zeigte sich, dass der manuelle und serielle Prozess der entwickelten Technologie
zur Gewinnung der einzelnen Zellen im Vergleich zur Durchflusszytometrie zu einer
Einschrankung des Gesamtdurchsatzes flhrt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
durch die Verwendung von Apheresatproben von Mammakarzinom-Patientinnen héhere
Zahlen an CTCs, mit dem Nachteil einer verstarkien Kontamination anderer Bluizellen,
detektiert und isoliert werden kinnen. Die Vollblutprobe beinhaltet im Durchschnitt weniger
CTCs mit einer geringeren Kontamination wvon anderen Blutzellen. In zukinftigen
Untersuchungen muss daher der Gesamtvorteil einer Probenart fir die Filtration
herausgefunden werden. Mit der Kombination von Filtersystemen zur Isolierung von CTCs
durch die GréBenselektion und der Mikromanipulation des CellCelector-Systems war es in
Einzelversuchen in dieser Arbeit moglich EpCAM-positive und -negative CTCs als Einzelzellen
Zu isolieren. Es konnte eine geeignete Verknipfung der Filtersysteme, der
Immunfluoreszenzfarbung und des Isolierungsvorgangs des CellCelectors entwickelt werden,
um eine griBere lsolierungsrate der CTCs im Vergleich zu anderen Technologien zu
erreichen. Limitierend in dieser Arbeit war die eingeschrinkte Verfigbarkeit von wertvollen
Blutproben wvon Mammakarzinom-Patientinnen. Fir die Reproduzierbarkeit, die
Effizienzanalyse der entwickelten Methoden zur Einzelzellisolierung aus Cartridges des
CellSearch-Systems und der Filterung des Suspensionsiberstands durch den VyCap- und
ISET-Filter fir eine mdgliche klinische Anwendung, ist die Aufarbeitung von hbéheren
Fallzahlen an Patientenproben notwendig.
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4.4 Immunzytochemische Charakterisierung von CapG

Es werden immer mehr Verfahren zur Charakterisierung von CTCs als Einzelzellen etabliert.
Grund hierflr ist die nachgewiesene Diversitat der einzelnen disseminierten Tumorzellen. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression des Cytoskeletti-Modulators macrophage
capping protein (CapG) mit der Invasivitdt von Tumorzellen korrelierte (44). Es wére also
denkbar, dass die Tumorzellen, die in das periphere Blut von Mammakarzinom-Patientinnen
disseminieren und nachweisbar sind, auch CapG exprimieren. Durch den CellCelector auf
Haftobjekitriger abgelegte, vereinzelte CTCs aus Patientenproben des CellSearch-Systems
wurden, nach etablietem Protokoll, immunzytochemisch mit dem Antikérper CapG gefarbt.
Durch die Waschvorgange der Immunfluoreszenzfarbung auf dem Objekttrager wurde mit der
Fixierung des CellSearch-Systems ein Zellverlust von 7 9% verzeichnet. Bei den 124
abgelegten und gefarbten CTCs aus 14 Cartridges konnten bei 86 % der Zellen eine CapG-
Expression durch die Antikirperfarbung nachgewiesen werden. In 9/16 Cartridges von
Patientinnen konnten nur CTCs mit einem CapG-positiven Signal dargestellt werden. In 7/16
Cartridges von Mammakarzinom-Patientinnen zeigte sich eine Vanabilitit der CapG-negativen
Zellen von 1040 %. Die Untersuchungen erfolgten bei Proben von Patientinnen mit einer
metastasierten Brustkrebserkrankung in denen eine hihere CTC-Ausbeute zu verzeichnen ist.
Interessant wére die vergleichende Analyse der CapG-positiven und -negativen CTCs bei
Patientenproben mit einer lokalen Erkrankung. Diese Untersuchung bietet eine
vielversprechende Aussicht auf die Vanabilitit einer CapG-Expression im Hinblick auf das
Tumorstadium. Kann ein erhihtes invasives Potential der CTCs mit der Expression von CapG
korreliert werden? Fir gezielte Aussagen dieses denkbaren Zusammenhangs sind
Untersuchungen an mehreren Patientinnen notwendig, denn diese kleine Stichprobe spiegelt
nur einen Teil der CTC-Expressionsprofile wider und kinnte verzerrt sein. Klinische Daten der
Patientinnen kinnten mit dem immunzytochemischen Expressionsprofii und anderen
Oberflachenmarkern der vereinzelten CTCs wverglichen werden. Kann das
Expressionsmerkmal CapG bereits schon frih ein Hisiko fir eine Metastasierung
vorhersagen?

Es konnte bei den meisten CTCs ein vergleichbar starkes Immunfluoreszenzsignal zu der BT-
20-Zellinie dargestellt werden. Nur wenige CTCs zeigten eine schwichere detektierie
Immunfluoreszenzfarbung. Kritisch zu bewerten ist die fehlende systematische
Unterscheidung der Intensitdtsstirken der Fluoreszenzfarbung. Mit einem entwickelten
Farbscore kénnte in zukinftigen Untersuchungen die Expressionsauspragung von CapG
anhand der Intensitdt der Immunfluoreszenzfarbung analysiert werden. Eine klinische
Relevanz dieser Unterscheidung und die Korrelation zum Invasivitatspotential mit der

Ausbildung von Metastasen ware denkbar. Zudem wére es interessant auch EpCAM-negative
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CTCs auf ihre CapG-Expression zu untersuchen. In dieser Arbeit wurden lediglich EpCAM-
positive CTCs aus Patientenproben der Cartridges des CellSearch-Systems fir den Marker
CapG angefarbt. Vielleicht wirde sich die CapG-Expression von den EpCAM-negativen CTCs,
die im Zusammenhang mit einer Therapieresistenz stehen, von der der EpCAM-positiven
CTCs unterscheiden. Durch die immunzytochemische Charakterisierung kénnen EMT- oder
CSC-Merkmale von CTCs der Filtersysteme, mit unbekanntem Phanotyp, dargestellt werden.
Die Anreicherung dieser Zellpopulation ist jedoch, wie in dieser Arbeit bereits beschrieben,
deutlich schwieriger. Die CapG-Expression der CTCs in einer Patientenprobe kénnte zudem
mit weiteren Expressionprofilen durch die Immunfluoreszenzfarbung verglichen oder mit einer

molekularen Analyse von den CTCs bewertet werden.

4.5 Molekulare Downstream-Analyse von CTCs als Einzelzellen

Stoecklein und Klein ef al. konnten bereits einen genetischen Unterschied von Primartumoren,
CTCs und Metastasen nachweisen (69). Da die Metastasen fir eine Biopsie nicht immer
zugénglich sind, kinnten die CTCs diese als Flissigkeitsbiopsie erganzen. Man geht davon
aus, dass sich auch das Expressionsprofil der CTCs von dem des Primartumors unterscheidet
und dadurch neue Angrifispunkie flr die Krebstherapie enthlllt werden kinnen. Einige Studien
beschrieben die Expression von unterschiedlichen krebsspezifischen Antigenen von CTCs
und des Primartumors (70). Durch die bereits nachgewiesene Heterogenitdt der CTCs kann
vermutet werden, dass sich die CTCs in ihrer Bedeutung fir die Metastasierung
unterscheiden. Vielleicht sind einige Subpopulationen der CTCs irrelevant fir die Entwicklung
von Tumorgewebe an anderen Lokalisationen und nur ein bestimmter CTC-Typ hat das
Potential Metastasen zu bilden. Wichtig herauszufinden ist, ob die spat vom Primartumor
disseminierenden CTCs, mit einer Ahnlichkeit zum Primartumor, oder die CTCs mit dem
genetischen Unterschied zum Primartumor fir die Metastasenbildung verantwortlich sind. Es
existieren bereits klinische Studien basierend auf diesem Ansatzpunkt, z.B. die DETECT V-
Studie. Die Studie untersucht die Effektivitit einer anti-HER2/neu-zielgerichteten Therapie bei
Patientinnen mit HER2/neu-positiven, zirkulierenden Tumorzellen. Fir die Zukunft kdnnten
auch genetische Mutationen der CTCs bedeutend fir die Therapieentscheidung sein. Fir die
genomische Analyse der CTCs als Einzelzellen missen diese zunichst detektiert, isoliert und
vereinzelt werden. AnschlieBend muss die DNA dieser Zellen mit einer hohen Qualitat
amplifiziert werden kinnen. Es ist wichtig, dass die Qualitat der DNA der Zellen erhalten bleibt
und diese nicht durch die Zellfixierung und der Immunfluoreszenzfarbung beeintrachtigt wird.
Zunachst wurden die WGA isolierter Zellen des CellSearch- und CellCelector-Systems von
Zellinien aus gesundem Patientenproben und hinterher von isolieten CTCs aus

Patientenproben von Mammakarzinom-Patientinnen durchgefihrt. Es konnte in dieser Arbeit
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gezeigt werden, dass es mdglich war eine gute und ausreichende Qualitit der DNA von
isolierten Einzelzellen einer Zelllinie, sowie der CTCs aus Patientenproben zu erreichen. In
den durchgefUhrien Qualitidtskontrollen des Amplil™ WGA-Kits konnten bei den WGA-
Produkten in der Gelelektrophorese 4/4 Banden dargestellt werden. Dieses Bandenprofil
spricht fir eine gute Qualitat der DNA der Einzelzellen. Durch die entwickelte Technologie zur
Einzelzellisolierung wurde die DNA-Qualitit der Einzelzellen nicht beeinflusst. Mit dem
Nachweis einer guten Qualitat in der QC-Testung ist es mdglich ein Nexi-Generation-
Sequencing”im Anschluss durchzufthren. Polzer ef al. konnten bei der molekulargenetischen
Einzelzellanalyse mit Hilfe des CellSearch-Systems zur Detektion der CTCs, der DEPArray™-
Technologie (Silicon Biosystems SpA) zur Einzelzellisolierung und dem Ampli1 ™ WGA-Kit zur
DurchfUhrung der WGA demonstrieren, dass die DNA-Qualitit der Einzelzellen variabel war
(54). Diese Beobachtung konnte in den in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen
bestatigt werden. Durch die bildmorphologische Beurteilung der Zellen vor dem
Isolierungsvorgang im CellCelector konnte diese in den Einzelversuchen zu der WGA-Qualitat
korreliert werden. In den Versuchen dieser Arbeit korrelierie eine gute WGA-Qualitat mit einer
bildmorphologisch guten Darstellung der CTCs. Eine intensiv immunfluoreszierende, runde,
groBe CTC zeigte in hoher Wahrscheinlichkeit eine gute Qualitat im QC-Test nach der WGA
(s. Abb. 63/64, Pat DIll 7). Grund flr eine erschwerte genomische Analyse von CTCs kinnten
bereits nachgewiesene DNA-Strangbriche, ohne den Nachweis eines kinstlichen Einflusses,
bei apoptotischen CTCs sein (71). Im Vergleich zu anderen Arbeiten fiel auf, dass in manchen
Verdffentlichungen der Cut-Off der Bandenzahl (2 Banden) fir den Ausdruck einer guten
WGA-Qualitidt in der QC-Testung heruntergesetzt wurde (54). Eine Vergleichbarkeit von
Ergebnissen zu anderen Publikationen ist daher erschwert. Allgemein schwanken die Daten
der Qualititsangaben fir hochwertige WGA-Produkien der CTCs.

Auch in dieser Aufarbeitung von Patientenproben mit dem Workflow zur Einzelzellisolierung
und anschlieBender WGA, zeigte sich eine hohe Diversitat der DNA-Qualitit der Einzelzellen.
Bei der Auswertung von 32 Patientenproben, wurde bei 95 CTCs eine WGA durchgefthrt. Die
Bewertung eines hochwertigen WGA-Produktes wurde in dieser Arbeit bel = 3 Banden in der
Gelelektophorese der Qualititskontrolle belassen. 24 % der WGA-Produkte der CTCs konnten
eine gute Qualitit aufweisen und zeigten = 3 Banden in der QC-Testung. Dieses Ergebnis ist
vergleichbar oder sogar besser als in bereits beschriebenen Verdffentlichungen. Mit dieser
Ausbeute ist die Gewinnung wvon hochwertigen DNA-Amplifikationen dennoch bei
Patientenproben <5 CTCs erschwert. 76 % der WGA-Produkte zeigten <3 Banden in der QC-
Testung und somit eine niedrigere DNA-Integritat. Es ist aber mdglich die WGA-Produkte von
CTCs mit niedriger DNA-Qualitat flr gezielte PCRH-basierte Mutationsanalysen zu verwenden.
Interessant ware es, den PIK3CA-Mutations-Status der vereinzelten CTCs und die

Mutationsfrequenz von CTCs einer Patientenprobe zu analysieren. Es wurde bereits ein
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Zusammenhang zwischen der Resistenz gegeniber einer anti-HER2/neu-Therapie und der
Mutation im PI3KCA-Gen beschrieben (72) (73). Der Vorteil der Verwendung des Ampli1™
WGA-Kits ist die Mdglichkeit der Analyse von Amplifikationen mit geringer DNA-Qualitat, die
die Hot-Spot-Regionen von PIK3CA Exon 9 und Exon 20 beinhalten.

Durch die molekularbiologische Analyse der CTCs auf der Einzelzellebene kénnen, im
Vergleich zu der Amplifikation von CTC-Fraktionen mit dem Hintergrund anderer Blutzellen
(38), zellulare Mutationen gezielt untersucht werden. Auf Grund der kleinen StichprobengréBe
sind weitere Downstream-Analysen mit den isolierten Einzelzellen durch das in dieser Arbeit
etabliete Verfahren notwendig um die Qualitdt der DMNA-Produkte abschlieBend mit

Ergebnissen anderer Publikationen vergleichen zu kéinnen.
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4.6 Wissenschaftlicher Mehrwert der etablierten Methode

4.6.1 Zusammenfassung

75mi CellSearch- CeliSearch- 10 ml EDTA-
Patlentenbiut _Waste® 20-40 mi Patientenbiut
Magnetadapter
(entwickelt von VyCap-Flitration ISET-System
UKD und ALS) l l
VyCap - ISET-Alter

- |mumm[eszemm
CeliCelector J

L;. ""E =

Einzelzellisolierung
aer CTC Im

FaS

l l

Genetische Immunzytochemische
Charakiertsierung Charakterislerung

Abb. 65: Schematische Darstellung der Methodenentwicklung zur Einzelzellisolierung EpCAM-
positiver CTCs in Suspensionen und/oder negativer CTCs von Oberflachen. CTC: zirkulierende
Tumaorzelle; EDTA: Ethylendiamintetraacetat; PCH: Polymerase-Kettenreakfion

Die Protokolle zur Anreicherung, Detektion und Einzelzellisolierung von CTCs haben, je nach
wissenschaftlicher Fragestellung, thre Vor- und Nachteile. Das CellSearch-System ist durch
klinische Studien validiert und von der FDA zugelassen, hingegen kann die aggressive
mesenchymale CTC-Population nicht detektiert werden. Das VyCap- und ISET-Filtersystem
bietet eine hohe Flexibilitat gegentber Studienprotokollen, besitzt aber noch keine Zulassung
fir klinische Studien auf Grund einer fehlenden Validierung. Die Ergebnisse dieser Arbeit
Zeigen, dass die Methodenentwicklung als Grundlage fir weitere Optimierungsarbeiten zur

Einzelzellizolierung von CTCs verwendet werden kann.
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4.6.2 Aktuelle Anwendung der etablierten Methode zur Einzelzellisolierung

Da die hier vorliegende Arbeit im Jahr 2014 begonnen wurde, ist es mdglich ihren
technologischen und wissenschaftlichen Mehrwert zu prifen. Die entwickelte Methode, aus
der Kombination des CellSearch- und CellCelector-Systems zur Einzelzellisolierung von
EpCAM-positiven CTCs, konnte in einer multiparametrischen Studie zum Nachweis von
klinisch relevanten Mutationen der CTCs durch die WES (Whole Exome Seguencing) von
amplifizierter DNA in einer Arbeit von A. Franken et al. Anwendung finden. Es konnten bei
allen in der Arbeit eingeschlossenen Patientinnen Mutationen der CTCs detektiert werden, flr
die bereits eine zielgerichtete Therapieoption besteht und die sich von dem Primartumor
unterscheiden (74).

Die Herausforderung der CTC-Detektion durch den VyCap-Filter, im Wergleich zum
CellSearch-System, wurde auch in einer Arbeit von M. Tamminga et al. gezeigt. Die Produkte
der diagnostischen Leukapherese wvon NSCLC-Patienten wurden durch die VyCAP-
microsieves gefiltert und anschlieBend mit den detektierten CTCs im CellSearch-System
verglichen. Die Detektionsrate von CTCs war im CellSearch-System signifikant héher
(P=0,05). Ahnlich wie in dieser Methodenentwicklung zeigten sich Verunreinigungen und
Verstopfungen der Filtermembran, welche die Detektion der CTCs einschriankten (75). Im
Gegensatz dazu konnten Kitz et al. in ihrer Verdffentlichung eine Uberlegenheit der EMT-
unabhéngigen CTC-Detektion mit dem VyCap-Filter nachweisen. Die Detektionsrate der
mesenchymalen und epithelialen CTCs in einem Spiking-Experiment von MDA-MB-468-
Brustkrebszellen (epithelialer Ursprung) und humane PGC-3-Prostatakrebszellen
{(mesenchymaler Ursprung) in Mauseblut war mit dem VyCap-Filter im Vergleich zu dem
CellSearch-System signifikant hdher. Dieses Ergebnis konnte in einem anschlieBenden
praklinischen Mausmodell validiert werden (76).
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4.7 Schlussbetrachtung: Die Bedeutung der CTC-Einzelzellanalyse

Die Bedeutung der CTCs fir die Tumorbiologie und die Zukunft der personalisierten Therapie
spiegelt sich in der Forschung an neuen Technologien zur Einzelzellisolierung und
Charakterisierung dieser Tumorzellen wider (77). Die Verfahren missen im Hinblick auf die
geforderten Anspriche einer hohen Wiederfindungs- und Isolierungsrate, der Reinheit der
isolierten Probe und einer ausreichenden Qualitat der Einzelzellen fir weitere
Analyseverfahren entwickelt werden. Mit der Etablierung von neuen Verfahren zur
Einzelzellizolierung missen zukinftig die verschiedenen lsolierungsmethoden, anhand ihrer
Sensitivitat und Spezifitidt, miteinander verglichen werden. Im Gegensatz zu der bereits
validierten CellSearch-Methode missen die Arbeitsablaufe der Detektion von CTCs durch die
Filtersysteme zukinftig noch weiter optimiert werden. Sie bieten ein hohes Potential fir weitere
Forschungen durch ihre EMT-unabhangige Isolierung von CTCs und ihrer hohen Flexibilitat
fir molekulare Analysen. Dabei ist es wichtig die Methodik nicht nur mit Zelllinien zu prifen,
denn die Aufarbeitung von Patientenproben kann das Verfahren mit ihrer Variabilitit vor neue
Problematiken stellen.

Es ist bereits mdglich die minimal-invasive _liquid biopsy”, den Nachweis und die Zahlung der
CTCs einer Mammakarzinom-Patientin, fir eine Uberwachung des Tumorprogresses zu
nutzen (39). Durch die CTC-Bestimmung kénnen Aussagen Uber eine mdgliche
Metastasierung, eine Tumorprogression oder das Rezidivrisiko und gleichzeitig das
Ansprechen einer Krebstherapie getroffen werden. Die randomisierte, klinische STIC-CTC-
Studie untersucht einen modglichen Nutzen zur Festlegung der Erstlinienbehandlung bei
Hormonrezeptor-positivem und HER2/neu-negativem metastasieriem Brustkrebs auf der
Grundlage des MNachweises wvon zirkulierenden Tumorzellen im Vergleich zur
Therapieentscheidung durch den behandelnden Arzt/Arztin. Aktuell veréffentlichte Ergebnisse
von Bidard et al. auf dem Jahrestreffen der . American Society of Clinical Oncology” (ASCQO)
2022 deuten nach einer Nachbeobachtungszeit von finf Jahren auf ein besseres
Gesamtiberleben der Patientinnen durch die Erstlinientherapie, basierend auf dem Nachweis
von CTCs, hin. Als Biomarker kann die Bestimmung der CTC-Anzahl die
Therapieentscheidung zwischen einer endokrinen Therapie und einer Chemotherapie
beeinflussen (3). In Zukunft kdnnen die ersteliten molekularen Profile der heterogenen
Subpopulationen von CTCs durch die Einzelzellisolierung mit der Anzahl der detektierten
CTCs in einer Blutprobe verglichen werden und eine noch gezieltere Vorhersage der
Tumorprogression getroffen werden. Durch die Erstellung von Genexpressionsprofilen der
Einzelzellen kinnen Zellsubtypen (Klone) mit bestimmten Genmutationen erkannt werden, die
hauptsachlich fir die Invasivitit, den Tumorprogress und fir eine mdgliche Resistenz

gegeniber einer Tumortherapie verantwortlich sind (78). Durch verschiedene neu etablierte
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Sequenziermethoden kann das gesamte Genom einer einzigen CTC amplifiziet und
analysiert werden (79). Fir die Zukunft kdnnen mit der Entwicklung der Einzelzellisolierung
EpCAM-positiver und -negativer CTCs aus einer Patientenprobe die Subpopulationen gezahit
und die Expressionsprofile erforscht und verglichen werden. Das Expressionsprofil der CTCs
kann dann mit dem Status der Krebserkrankung und dem Expressionsprofil des Primartumors
korreliert werden. Vielleicht ist es sogar irgendwann méglich, dass die _liquid biopsy” die
Metastasen-Biopsie ersetzt oder als wirkungsvoller eingestuft wird. Denn diese
Flissigkeitsbiopsie ist immer verfigbar und auch bel einer technisch unmdglichen
Metastasen-Biopsie  durchfChrbar. Herausfordernd ist  die  Anpassung  der
Einzelzelltechnologien an Patientenproben mit einer geringen Anzahl von CTCs und ihre
klinische Praktikabilitat. Nitzlich kénnte dieser Fortschritt im klinischen Alltag flr eine mbgliche
Horsorgeuntersuchung” bei Risikopatientinnen sein. Fir diese Anwendung muss es durch
das Verfahren mdglich sein einen hohen Durchsatz von Patientenproben fir die Gewinnung
von CTCs anreichern, isolieren und analysieren zu kinnen. Vielleicht ist es mdglich bereits
eine geringe Anzahl an CTCs bei asymptomatischen Patientinnen nachzuweisen und anhand
ihrer Einzelzellcharakterisierung ein Tumorgeschehen und das Risiko fir einen Progress oder
eines Rezidivs der Erkrankung zu beurteilen. Der sensitive Nachweis und die Isolierung von
einer sehr geringen Anzahl von CTCs im Patientenblut steht daher im Fokus aktueller
Forschung (80).
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