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Meinen Eltern



Zusammenfassung

In Deutschland ist das Mammakarzinom mit 69.000 Neuerkrankungen jahrlich die
haufigste Krebserkrankung der Frau. Nach aktuellen Inzidenzraten erkrankt eine
von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Dabei sind 90 % der
Todesfalle auf eine Metastasierung und weniger auf den Primartumor
zurlckzufuhren. Wahrend des Metastasierungsprozesses gelangen Tumorzellen
durch Intravasation in nahegelegene Blutgefalle. Diese zirkulierenden Tumorzellen
(circulating tumor cells, CTCs) konnen durch Extravasation Metastasen in
entfernten Geweben bilden. CTCs sind ein unabhangiger Prognosefaktor fur ein
progressionsfreies Uberleben sowie fiir das Gesamtiiberleben. CTCs sind sehr
selten und werden Ublicherweise mittels Antikorper angereichert, welche sich gegen
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) richten. Diese Anreicherungsmethode ist
jedoch durch die epitheliale-mesenchymale Transition und dem damit
einhergehenden Verlust von epithelialen Markern limitiert. Agerbaek et al. konnten
erstmals zeigen, dass mittels eines rekombinanten Malariaproteins und dessen
Bindung an onkofetales Chondroitinsulfat (ofCS) eine Anreicherung
mesenchymaler und epithelialer Tumorzellen maoglich ist. Das rekombinante
Malariaprotein rVAR2 (recombinant Variant Surface antigen 2) konnte bereits zur
Anreicherung von CTCs von Leber-, Lungen-, Pankreas-, Prostatakarzinom- und
Glioblastom-Patienten verwendet werden.

Ziel dieser Arbeit ist das Etablieren eines Workflows fur eine EpCAM-unabhangige
Anreicherung von CTCs aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen.

Zunachst wurde die Bindung des rVAR2 an Tumorzellen von
Brustkrebszelllinienzellen verschiedener Subtypen und CTCs gepruft. Weiterhin
wurden verschiedene Einflussfaktoren auf eine stabile rVAR2-ofCS Bindung
untersucht. Daraufhin wurde ein Workflow erarbeitet, um Tumorzellen mittels rVAR2
anzureichern. Es konnte eine indirekte Anreicherungsmethode etabliert werden,
welche auf einer magnetischen Anreicherung mittels des KingFishers basiert.

Es konnte gezeigt werden, dass rVAR2 an Brustkrebszelllinienzellen unabhangig
von deren Subtyp bindet, jedoch keine Bindung mit peripheren Blutzellen eingeht.
Eine Anfarbung mittels rVAR2 identifiziert CTCs von metastasierten
Mammakarzinompatientinnen. Anhand des neuen Workflows konnten mittels
rVAR2 Zelllinienzellen verschiedener Brustkrebssubtypen mit Wiederfindungsraten
von 42% + 3,63% bei SK-BR-3 Zelllinienzellen und 73,5% % 7,67% bei MDA-MB-
231 Zelllinienzellen angereichert werden. Letztere exprimieren EpCAM gering und
konnen daher nur schwer mittels EpCAM-abhangigen Methoden angereichert
werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass rVAR2 das Potential hat eine gro3ere Population an
CTCs in Mammakarzinompatientinnen anzureichern als die etablierten EpCAM-
abhangigen Verfahren. Somit kdnnen zusatzliche molekulare Information tGber den
Tumor gewonnen werden, welche wiederum essenziell fir eine personalisierte
Therapie sind.



Summary

Breast cancer is the most common cancer among women in Germany with up to
69.000 new cases annually. According to current incidence rates, one in eight
women will develop breast cancer during her lifetime. However, 90 % of cancer-
related deaths are caused by metastases and not the primary mammarian cancer
itself. During metastasis, tumor cells gain the ability to enter nearby blood vessels
via intravasation. Through extravasation, these circulating tumor cells (CTCs) can
then form metastases in distant tissues.

Importantly, CTCs can serve as an independent prognostic factor for progression-
free survival as well as overall survival. As CTCs are lowly abundant, screening for
them relies on enrichment by antibodies directed against epithelial cell adhesion
molecule (EpCAM). However, the EpCAM enrichment method is limited by
epithelial-mesenchymal transition of CTCs and the associated loss of epithelial
markers. Agerbeek et al. demonstrated a novel enrichment method for mesenchymal
and epithelial tumor cells using a recombinant malarial protein, recombinant Variant
Surface antigen 2 (r'VAR2), utilising its ability to bind to oncofetal chondroitin sulfate
(ofCS). rVAR2 has already been used to enrich CTCs from patients with liver, lung,
pancreatic and prostate cancer, and glioblastoma.

The aim of this work is to establish a workflow for EpCAM-independent enrichment
of CTCs from breast cancer patient-derived blood to overcome the limitations of
EpCAM. Initially, the binding of rVAR2 to tumor cells independent of their subtypes
was confirmed using various breast cancer cell lines of different subtypes and
patient-derived CTCs. Furthermore, the stability of rVAR2-ofCS was investigated
under different conditions various factors influencing a stable rVAR2-ofCS binding
were investigated. Finally, a workflow for rVAR2-dependent tumor cell enrichment
was developed. Ultimately, this established an indirect recovery method based on
magnetic enrichment using the KingFisher device.

The work shows specific rVAR2 binding to breast cancer cells independent of their
subtype without unspecific binding to peripheral blood cells. Furthermore, rVAR2
staining successfully identified CTCs from metastatic breast cancer patients. The
novel workflow of rVAR2-based enrichment leads to a recovery rate of 42% + 3,63%
from SK-BR-3 cell line derived cells and 73,5% + 7,67% from MDA-MB-231 cell line
derived cells. Importantly, EpCAM-based enrichment of MDA-MB-231 cells is not
applicable due to their low EpCAM expression levels.

Overall, the results suggest that rVAR2 can enrich larger subsets of CTCs in breast
cancer patients compared to currently used EpCAM-dependent methods. Thus,
rVAR2-based CTC screening might facilitate obtaining further molecular information
about the tumor to improve prognosis and personalized cancer therapy.
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1 Einleitung

1.1 Krebserkrankung

Im Jahr 2018 erkrankten 18.078.957 Menschen laut Weltgesundheitsorganisation
(World Health Organisation, WHO) neu an Krebs. Von diesen starben 9.555.027 an
ihrer Erkrankung [1]. Damit gehort Krebs nach wie vor zu einer der relevantesten
Erkrankungen der Menschheit. In Deutschland erkranken nach Robert Koch-Institut
schatzungsweise 500.000 Menschen, bei einer Bevdlkerung von ungefahr 82
Millionen, jedes Jahr neu an Krebs [2]. Die demografische Entwicklung kénnte dazu
beitragen, dass in dem Zeitraum 2015 bis 2030 in Deutschland ein Anstieg der

Krebsneuerkrankungen um 23 % zu erwarten ist [2].

Die tendenziell steigenden Inzidenzen sowie die hohe Sterblichkeit zeigen die
Notwendigkeit auf dem Gebiet der Krebserkrankungen weiter zu forschen, neue

Risikofaktoren zu identifizieren und neue Therapiemethoden zu etablieren.

Der Begriff Tumor umfasst zwei Kategorien an Tumoren: Zum einen die malignen
Tumore, welche unkontrollierbar und aggressiv wachsen, sich sowohl lokal als auch
in entfernten Geweben ausbreiten und so Metastasen, sogenannte
Tumorabsiedelungen, formen und zum anderen die benignen Tumore, die lokal
begrenzt wachsen und Probleme eher durch die Verdrangung vitaler Organe und
Gewebe verursachen [3]. Maligne Tumore breiten sich meist schnell aus und
brauchen zeitnahe Therapie, um weitere Ausbreitung zu verhindern. Die Mehrheit
der auf maligne Tumore zurlckzufihrenden Todesfalle basiert auf deren

Metastasierung [3].

Tumorzellen sind als eine Ansammlung von UbermaRig proliferierenden, in der
Funktion nicht dem Ursprungsgewebe entsprechenden Zellen definiert, die
bestimmte Eigenschaften erflllen [4]. Diese Eigenschaften wurden von Hanahan
und Weinberg als die sogenannten ,Hallmarks of cancer postuliert. Tumorzellen
kénnen sich durch Eigenproduktion von Wachstumsfaktoren selbst erhalten, sie
sind nicht sensibel gegenuber Wachstumsinhibitoren, sie kbnnen programmierten
Zelltod umgehen, sie besitzen unlimitiertes Replikationspotential, sie konnen
fortlaufend Angiogenese betreiben und besitzen die Fahigkeit zur Invasion und
Metastasierung [4]. Aufgrund des grofden Fortschritts in der Tumorforschung

wurden 2011 die oben beschrieben ,Hallmarks® erganzt. Als weitere Charakteristika
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werden die Fahigkeiten genannt den Zellmetabolismus zu modifizieren oder neu zu
programmieren, um neoplastische Proliferation am effektivsten zu unterstitzen und
die Fahigkeit der Tumorzellen sich einer immunologischen Zerstérung durch T- und
B-Lymphozyten, Makrophagen und naturlichen Killerzellen zu entziehen [5]. Um
diese acht Eigenschaften der Tumorzellen zu ermdglichen, kommen die
sogenannten ,enabling characteristics hinzu: Zum einen die genomische
Instabilitat und Mutation, welche zu genetischen Veranderungen der Tumorzellen
fuhren, die die Tumorprogression vorantreiben und zum anderen die
tumorbegunstigende Entzindungsreaktion, die von Zellen des angeborenen
Immunsystems eigentlich zur Bekampfung von Infektionen und Heilen von Wunden
hervorgerufen wird [5]. Im Jahr 2022 wurden von Hanahan zu den bereits
beschriebenen ,Hallmarks of cancer” zwei weitere Eigenschaften vorgestellt, die die
phanotypische Plastizitat und die Zellseneszenz umfassen. Weitere befahigende
Eigenschaften, die dies ermoglichen, betreffen die nicht-mutationsbedingte

epigenetischen Umprogrammierung und das Mikrobiom [6].

In den letzten Jahren zeigten viele Studien eine intratumoralen Heterogenitat, was
bedeutet, dass Subpopulationen an Tumorzellen mit verschiedenen genetischen
und phanotypischen Charakteristika in einem Primartumor koexistieren [7-9]. Auch
die ,Driver-Mutation“ kann sowohl innerhalb des Primartumors als auch zwischen
Primartumor, Metastase und zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells,
CTCs) variieren [7]. Diese Diversitat kann genetischen und epigenetischen Faktoren
genauso wie Adaptationsprozessen und Fluktuationen in Signalwegen geschuldet
sein [7]. Die Theorien, die die Tumorheterogenitat beschreiben, sind zum einen die
Krebsstammzell-Hypothese und zum anderen das klonale Evolutionsmodell.
Einblicke in diese Mechanismen und Konsequenzen der intratumoralen
Heterogenitat sind essenziell fir die Verbesserung und Individualisierung der
Therapie [7].

1.2 Metastasierung

Unter Metastasierung versteht man die Dissemination von Tumorzellen eines
Primartumors in das Gewebe entfernter Organe. Trotz signifikanter Verbesserung
in Diagnostik und Therapie ist die Mehrheit der Patienten mit einer unheilbaren,

letalen Erkrankung konfrontiert [10].



Wie in den ,Hallmarks of cancer’ bereits beschrieben, ist die Invasion in
umliegendes Gewebe sowie die Metastasierung in entfernteres Gewebe eine
wichtige Eigenschaft von Tumorzellen [4]. Tumorzellen, die aus Epithelgewebe
entstehen, erlangen die Fahigkeit sich aus dem Zellverband mittels Matrix
degradierender Enzyme herauszulosen und erhalten somit eine gesteigerte
Motilitat [5]. Eine wichtige Rolle spielt hierbei der Verlust des Adhasionsproteins E-
Cadherin. Mit dem Verlust der Adharenz-Kontakte zu benachbarten Zellen und der
Basalmembran gehen auch morphologische Veranderungen einher. Die Tumorzelle
konvertiert von einem vormals epithelialen Phanotyp zu einem spindelzellig
anmutenden, fibroblastischen Phanotyp. Dieser Prozess ist bekannt als epitheliale-
mesenchymale-Transition (EMT) [5]. Die gewonnene Motilitdt bietet den
Tumorzellen die Moglichkeit zur lokalen Invasion, gefolgt von einer Intravasation in
nahegelegene BlutgefaRe und lymphatische GefalRe. Uber das GefaRsystem
kénnen die CTCs vom Primartumor weit entfernte Gewebe erreichen. Durch
Extravasation aus dem Gefall in das Parenchym koénnen die Zellen kleine
Mikrometastasen im entfernten Gewebe bilden, die schlielllich zu einem
makroskopischen Sekundartumor heranwachsen konnen [5]. Die EMT ist auch in
anderen Kontexten bekannt. Physiologisch ist sie auf der einen Seite mit
Implantation, Embryogenese und Organentwicklung, aber auch mit
Geweberegeneration und Fibrose nach inflammatorischen Ereignissen

assoziiert [11].

Die Kolonisation im entfernten Gewebe ist ein ineffizienter Prozess, da die meisten
Zellen des Primartumors nach der Extravasation in Apoptose gehen [12]. Die
Uberlebenden Tumorzellen im entfernten Gewebe konnen sich in drei Stadien
befinden: in einem nicht proliferativen Stadium, als Mikrometastase oder als eine
aktiv wachsende metastatische Lasion [12]. Die Zellen, die sich im sogenannten
,2Dormancy” Stadium befinden, werden vermutlich erst Monate oder Jahre spater zu
einem Fortschreiten des Metastasierungsprogress fuhren [12]. Konventionelle
Chemotherapien, die vor allem proliferierende Zellen angreifen, haben einen
geringen Einfluss auf diese Zellen und es besteht die Gefahr, dass Residuen
verbleiben [12]. Patienten kdnnen auch ohne manifeste Metastasen eine
systemische, adjuvante oder neoadjuvante Therapie erhalten, um minimale
Residuen zu bekampfen. Diese Therapie zieht meist nicht die molekularen

Charakteristika der disseminierten Tumorzellen in Betracht [13]. Daher ist eine
3



Anreicherung, Isolation und weitere Charakterisierung dieser Zellen von grofRer

Bedeutung fur die weiteren Therapieschritte.

1.3 Mammakarzinom

1.3.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

In Deutschland ist das Mammakarzinom mit 69.000 Neuerkrankungen jahrlich die
haufigste Krebserkrankung der Frau [2]. Nach aktuellen Inzidenzraten erkrankt eine
von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Fast drei von zehn
betroffenen Frauen sind bei Diagnosestellung junger als 55 Jahre alt [2]. Es handelt
sich also bei weitem nicht nur um ein Karzinom des hohen Alters. Nach Einflhrung
des Mammografie-Screenings zwischen 2005 und 2009 kam es aufgrund der
verbesserten Friherkennung erwartungsgemal® zu einem Anstieg der
Neuerkrankungsrate und danach zu einem langsamen Ruckgang [2]. Durch die
Einflhrung des Screenings und die somit fruhe Detektion des Tumors konnte die
Sterberate gesenkt werden. Die relative 5-Jahrestiberlebensrate bei Frauen betrug
2016/2017 87 % [2].

Am haufigsten ist das Mammakarzinom mit Umwelt-, hormonellen und
Lebensstilfaktoren assoziiert [14]. Hormonelle Faktoren, wie eine frihe erste und
eine spate letzte Regelblutung, Kinderlosigkeit oder erhdhtes Alter bei der ersten
Geburt gelten als Risikofaktor. Auch eine Hormontherapie wahrend der Menopause
sowie Lebensstilfaktoren wie Ubergewicht, Bewegungsmangel, Alkohol und
Rauchen zahlen als Risikofaktoren [14]. Eine familiare Belastung fir das
Mammakarzinom weisen in Deutschland ungefahr 30 % der Frauen mit
Mammakarzinom auf, wovon ungefahr 10 % auf eine genetische Ursache

zurtckzufuhren sind [16].

1.3.2 Einteilung

Das Mammakarzinom vom nicht-spezifischen Typ (NST-Typ) ist der haufigste
invasive Tumor der Brust [15]. Das Duktalkarzinom in situ hingegen ist nicht invasiv,
gilt aber als Risikolasion. Die Invasivitat ist definiert anhand des Penetrierens der
abnormal proliferierenden Zellen durch die Wand des Milchgangs in umliegende
Gewebe [16]. Die histologische Differenzierung der Karzinome hilft anhand
Kernpolymorphismen und Mitoserate die Prognose und Malignitat abzuschatzen.
Das meistgenutzte Grading-System basiert auf dem Bloom-Richardson-Grading,

modifiziert von Elston und Ellis. Das Staging erfolgt nach dem TNM-System,
4



welches sowohl klinische als auch pathologische Informationen wie die Tumorgrofie
(T), den regionaren Lymphknotenstatus (N) und Metastasierung (M)
berucksichtigt [17].

Es gibt weiterhin verschiedene Subtypen des Mammakarzinoms, definiert anhand
ihrer Expression von Ostrogenrezeptoren (estrogen receptor, ER),
Progesteronrezeptoren (progesterone receptor, PR) und Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2 (HER2) -Onkogen. Insgesamt treten die ER-positiven Tumore
am haufigsten auf [18]. Vor allem ER- und PR-positive Tumore weisen eine
Koinzidenz mit hormonellen Risikofaktoren auf [19]. Hormonrezeptor-positive
(hormone receptor, HR) - Tumore lassen sich in die Subgruppen Luminal A und B
unterteilen. Die HR-negativen Tumore unterteilen sich in HER2-positive Tumore,
den basal-like Subtyp sowie den normal-like Subtyp [18]. Sowohl HER2 als auch
der basal-like Subtyp gehen klinisch mit einer schlechteren Prognose einher und
prasentieren sich bei Diagnosestellung meist schon in einem fortgeschrittenen
Stadium. Das HER2-Onkogen wird in ungefahr 20 % der Brusttumoren
uberexprimiert. Tumore, die weder ER, PR oder HER2 exprimieren, werden triple-
negativ (triple negative breast cancer, TNBC) genannt und machen ungefahr 15 %
der Tumore aus. Die Inzidenz des TNBC-Subtyps ist héher in jungen Frauen und
Patientinnen mit BRCA7-Mutation. Auch dieser Subtyp ist assoziiert mit

aggressivem Wachstum und schlechter Prognose [18].

1.4 Zirkulierende Tumorzellen

1.4.1 Eigenschaften

Bereits in frthen Stadium des Tumorwachstums wandern Tumorzellen vom
Primartumor in die BlutgefaRe und zirkulieren so im BlutgefalRsystem. Das wahre
metastatische Potential ist noch unklar [20]. Die Fahigkeit CTCs verlasslich zu
detektieren und analysieren bietet ein groRes Potential. Die Ziele der Forschung an
CTCs sind Prognosen treffen zu kdnnen Uber ein Wiederauftreten von Metastasen
bzw. einem Fortschreiten der Metastasierung, sofortiges Therapieansprechen zu
uberwachen, molekulare Therapieziele zZu identifizieren sowie
Tumorresistenzmechanismen zu analysieren und ein tiefer gehendes Verstandnis

des Metastasierungsprozesses zu erlangen [21].

Die Anreicherung und Detektion stellen bis heute eine gro3e Herausforderung dar.

Es wird angenommen, dass im peripheren Blut metastasierter Patienten CTCs mit
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einer Haufigkeit von einer CTC pro 10°-107 peripheren mononukleéren Zellen
(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) auftreten [22]. Eine weitere
Schwierigkeit stellt die Anreicherung und Detektion einer solchen seltenen
Tumorzelle vor dem Hintergrund einer Vielzahl von anderen Zellen dar [22, 23].
Auch die limitierte Probenmenge und Artefakte aufgrund der Probenzubereitung
stellen eine Herausforderung dar [24]. Anreicherungs- und Detektionsmethoden
erfordern also eine hohe Sensitivitat sowie Spezifitat, um sie im klinischen Alltag
praktikabel und verlasslich zu machen. Um die zirkulierenden Tumorzellen vor
einem hohen Hintergrund an Blutzellen zu isolieren, mussen die Unterschiede
zwischen epithelialen Tumorzellen und Zellen hamatopoetischen Ursprungs
herausgearbeitet werden. Dies gestaltet sich aufgrund der tumoreigenen
Heterogenitat und genetischen Instabilitat schwierig [22]. Anreicherungsmarker
mussen weiterhin unabhangig des Tumorsubtyps auftreten und sich nicht auf
benignen Zellen wiederfinden. Ebenfalls muss berlcksichtigt werden, dass es durch
die EMT zu einer verminderten Expression epithelialer Marker wie dem Epithelial
Cell Adhesion Molecule (EpCAM) kommt [25]. Es wird vermutet, dass die
Tumorzellen, die bereits den Prozess der EMT durchlaufen haben, mit einer
schlechteren Prognose einhergehen [25-27]. Dies zeigt die Dringlichkeit auf, einen
CTC-Marker zu identifizieren, welcher auch unabhangig phanotypischer

Eigenschaften auf den Tumorzellen exprimiert wird.

1.4.2 Liquid Biopsy

Die Liquid Biopsy stellt als Blutabnahme eine minimalinvasive und einfach
wiederholbare Mdglichkeit dar, Informationen Uber den Primartumor, Metastasen
und auch das Therapieansprechen zu erhalten [28]. Klinisch kann die Liquid Biopsy
verwendet werden fir die frihe Detektion von Karzinomen bei Verwendung eines
hohen Blutvolumens, Staging und Monitoring von Patienten mit lokalem Karzinom,
zur Vorhersage eines Progresses und um das Therapieansprechen zu
Uuberwachen [28]. Blutproben der Mammakarzinompatientinnen kénnen nicht nur
zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) und RNA-Fragmente enthalten, welche von
Primartumor oder Metastasen abgegeben werden, sondern auch intakte CTCs [29].
Daher kénnten in heterogenen Tumoren onkogene Mutationen und Amplifikationen
sogar effektiver detektiert werden als in Gewebebiopsien, die nur ein

eingeschranktes Tumorareal umfassen [29].



Die Schwierigkeit der Liquid Biopsy besteht in der Seltenheit der CTCs und der
somit begrenzten Aussagekraft einer geringen Menge analysierten Blutes. Die
diagnostische Leukapherese (DLA) bietet eine Madglichkeit dieses Problem zu
I6sen [30]. Das Prinzip beruht darauf, dass CTCs und mononukleare Zellen eine
ahnlich Dichte aufweisen und somit bei der Leukapherese mit extrahiert werden
kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass die DLA zu einem signifikanten Anstieg
der detektierten CTCs in Mammakarzinompatientinnen flhrt. Ebenso konnte die

Anzahl an CTC-negativ getesteten Patientinnen verringert werden [30].

1.4.3 Klinische Rolle

Zirkulierende Tumorzellen lassen sich sowohl im metastasierten als auch nicht-
metastasierten Stadium nachweisen [31, 32]. Eine grol3e Anzahl an Studien konnte
bereits zeigen, dass CTCs einen unabhangigen Prognosefaktor fur einen erneuten

Ruickfall der Erkrankung und das Uberleben darstellen [33].

CTCs treten vor allem bei Patientinnen im metastasierten Stadium auf und sind im
nicht-metastasiertem Stadium eher selten. In der adjuvanten, nicht metastasierten
Situation bedeutet der Nachweis von CTCs ein hohes Risiko einer systemischen
Progression [31]. Es wird davon ausgegangen, dass diese, durch Systemtherapie
selektierten, CTCs aggressivere Eigenschaften haben, die mdglicherweise eine
ausgedehntere, intensivierte adjuvante Therapie n6tig machen, um ein erneutes

Auftreten des Tumors sowie Metastasen zu verhindern [20].

Das metastasiete Mammakarzinom gilt als unheilbar, sodass dessen
therapeutische Ansatze auf ein verbessertes progressionsfreies und verlangertes
Gesamtliberleben zielen. Cristofanilli et al. zeigten, dass sowohl das
progressionsfreie Uberleben als auch das Gesamtiiberleben negativ mit einer
erhohten pratherapeutischen CTC-Zahl von 25 CTCs in 7,5 mL Blut korrelieren [32,
34]. Weiterhin zeigt die Persistenz von CTCs nach der Therapie ein geringeres

Therapieansprechen [31].

1.4.4 Klinische Studien zur Beurteilung des Stellenwerts der Liquid Biopsy

In der SWOG S0500 Studie konnten CTCs als Prognosefaktor fir das
Gesamtuberleben in Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom, welche
eine Erstlinientherapie erhielten, bestatigt werden. Fur Patientinnen mit anhaltend
hoher CTC-Anzahl (25 CTCs) uber 21 Tage nach Erhalt der Erstlinientherapie

korrelierte eine Therapiedanderung zu einer alternativen zytotoxischen Therapie
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nicht mit einem verlangerten Gesamtuberleben. Es konnte geschlussfolgert werden,
dass diese Patientinnen anstelle einer Zweit- oder Drittlinienchemotherapie
madglicherweise eher von einer zielgerichteteren Therapie profitieren wirden [35].
Weiterhin konnte die STIC CTC Studie zeigen, dass eine Therapieentscheidung
bezuglich der Erstlinientherapie (Chemotherapie oder endokrine Therapie), bei HR-
positivem, HER2-negativem metastasiertem Mammakarzinom, basierend auf der
Anzahl an CTCs, eher zu einem verlangerten Gesamtiberleben und
progressionsfreiem Uberleben fiihren kann als die arztliche Entscheidung basierend

auf klinischen Parametern [36].

Heutzutage stltzt sich die Therapieentscheidung nach wie vor weitgehend auf an
Gewebebiopsien  bestimmten  molekularen Markern [37]. Durch den
Metastasierungsprozess und die klonale Selektion der Tumorzellen kann es
kontinuierlich zu molekularen Veranderungen kommen. Dies kann zu einem Verlust
der Therapiewirksamkeit fuhren. Des Weiteren bestehen Tumore meist aus sehr
heterogenen Zellpopulationen, denen eine einmalige, punktuell durchgefuhrt
Biopsie nicht immer gerecht werden kann [37-39]. Riethdorf et al. zeigten, dass in
ungefahr 20 % der Mammakarzinompatientinnen bei HER2-negativem Primartumor
CTCs mit einer starken HER2-Expression gefunden werden konnten [40]. Dies lasst
vermuten, dass solche Patientinnen auch von einer gegen HER2 gerichteten

Therapie profitieren konnten.

Bei der CirCe T-DM1 Studie handelt es sich um eine prospektive Phase 2 Studie,
die die Effektivitdat von Trastuzumab-Emtansin, welches sich gegen HER2-
amplifizierte Tumorzellen in HER2-negativem metastasiertem Mammakarzinom
richtet, bei Patientinnen mit HER2-positiven CTCs untersucht. Es war lediglich ein
begrenztes Therapieansprechen in einer Patientin zu verzeichnen. Limitationen
dieser Studie stellen sicherlich die geringe Anzahl an Patientinnen mit HER2-
amplifizierten CTCs bei HER2-negativem metastasiertem Mammakarzinom
dar [41].

In der multizentrischen Studie DETECT-IIl wurde die Uberlegung aufgegriffen die
CTC-Eigenschaften in das Therapiekonzept miteinzubeziehen. Es wurde
untersucht, ob Patientinnen mit einem HER2-negativen, metastasierten
Mammakarzinom — bestimmt anhand einer Gewebebiopsie - und HER2-positiven
CTCs zusatzlich zur Standardtherapie von einer Anti-HER2-gerichteten Therapie

8



mit dem Tyrosinkinasehemmer Lapatinib profitieren konnen. Die Effizienz der
Behandlung mit Lapatinib wurde an der CTC-Anzahl, dem progressionsfreien
Uberleben und dem Gesamtiiberleben gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Therapie mit Lapatinib einen positiven Einfluss auf das Gesamtuberleben der
Patientinnen mit initial HER2-negativem Tumor, aber HERZ2-positiven CTCs,
darstellt [42]. CTCs stellen somit nicht nur wertvolle pradiktive und prognostische
Marker dar, sondern bieten einen neuen Ansatz fur individuelle Therapieregime. So
konnen aus der Liquid Biopsy erworbene CTCs anhand ihrer Anzahl, ihrer Differenz
zum Primartumor und ihrer Expression von Biomarkern eine zusatzliche

Therapiegrundlage darstellen [43].

1.4.5 Anreicherungs- und Detektionsmethoden

Die Methoden, CTCs aus dem Blut anzureichern, sind so vielfaltig wie die CTCs
selbst. Teilt man die Methoden nach ihren zwei Hauptunterscheidungskriterien ein,
so ergeben sich zum einen die Anreicherungsmethoden, die auf die physikalischen
Eigenschaften der Zellen abzielen, und zum anderen die Anreicherungsmethoden,

die sich auf die biologischen Eigenschaften konzentrieren [21].

Unter physikalischen Anreicherungsmethoden versteht man eine Selektion nach
Grolle, Dichte, elektrischer Ladungen und  Deformierbarkeit [44].
Membranfiltersysteme filtern die Zellen nach Grdole. Hierbei steht die Idee im
Vordergrund, dass CTCs groler als periphere Blutzellen sind, die den zellularen
Hauptbestandteil des Blutes ausmachen [44]. In einer Vergleichsstudie konnten
mittels der von Vona und Paterlini-Brechot et al. entwickelten Methode ,/solation by
size of epithelial tumor cells* (ISET) gute Ergebnisse bei der CTC-Anreicherung
erzielt werden [45, 46]. Durch die Geschwindigkeit und einfache Anwendung der
Mikrofiltration kann ein hohes Blutvolumen prozessiert werden. Ein grol3er
limitierender Faktor des Systems ist der hohe Hintergrund, vor dem Tumorzellen
schwer zu differenzieren sind [44]. Weitere Systeme, die auf physikalischen
Eigenschaften beruhen, sind die Dichtezentrifugation mittels Ficoll-Paque, ein
synthetisches Polysaccharid, welches mononukleare Zellen von Erythrozyten
trennt. Zentrifugation ist weit verbreitet flr die CTC-Anreicherung, wobei auch hier
die Schwierigkeit in der Kontamination der Probe mit peripheren Blutzellen
besteht [44]. Mikrofluidische Systeme erlauben eine Anreicherung basierend auf

GrofRe und Deformierbarkeit [47]. Diese Anreicherungsmethode zeigt zumeist einen
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geringeren Hintergrund an peripheren Blutzellen. Die Schwierigkeit liegt hier in der
Prozessierung grofRerer Mengen an Blut [47]. Ein grof3er Vorteil der sogenannten
Labelfree-Anreicherungsmethode besteht darin, dass nicht durch Antikérper gegen
auf CTC vermuteten Antigenen eine Vorselektion stattfindet und somit CTC-

Subpopulationen gar nicht erst angereichert werden.

Die am haufigsten genutzte Anreicherungsmethode ist die immunomagnetische
Anreicherung [21]. Hierbei kann zwischen positiver Selektion, mit Antikrpern gegen
tumorassoziierte Antigene, und negativer Selektion, mit Antikorpern gegen
Leukozytenantigene wie Cluster of differentiation 45 (CD45), unterschieden werden.
Bei Letzterem besteht die Anreicherung der Tumorzellen aus einer Depletion der
CD45-positiven Leukozyten. Die Antikorper kdnnen an magnetische Beads
gebunden werden und ermoglichen so anhand der Antigen-Antikérper-Bindung und
eines Magneten eine Anreicherung. Das am haufigsten zur Tumorzellanreicherung

verwendete Oberflachenantigen ist EpCAM [21].

Viele Systeme kombinieren diese immunomagnetische Anreicherung. Der
AdnaTest (Qiagen, Hilden, Deutschland) bietet die weitere Mdglichkeit mittels
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) Gentranskripte der
EpCAM-positiven Zellen darzustellen [48]. Auch der IsoFlux (Fluxion Biosciences,
Almeda, USA) kombiniert  mikrofluidische = und  immunomagnetische
Anreicherungsmethoden. Ein Vorteil besteht darin, dass die Zellen, anders als bei
anderen mikrofluidischen Systemen, nicht von der Kartusche abgel6st werden
mussen und so ihre Viabilitat erhalten werden kann [49]. Aulderdem bietet dieses
System mehr Flexibilitdt, da magnetische Streptavidin-konjugierte Beads das

Spektrum an zu bindenden Epitopen erweitert [49].

Eine Ubersicht der genannten Anreicherungsmethoden ist in Abbildung 1

dargestellt.
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Abb. 1: Verschiedene Ansiatze der CTC-Anreicherung

Dargestellt sind eine Auswahl verschiedener Ansatze CTCs anzureichern. Die erste Gruppe basiert
auf einer Anreicherung nach physikalischen Eigenschaften wie GréRe, Dichte und elektrischer
Ladung. Die zweite Gruppe zeigt eine immunomagnetische Anreicherungsmethode. Hier ist zu
unterscheiden zwischen positiver Selektion mit Antikbrpern, welche sich gegen spezifische Antigene
auf den CTC richten, und negativer Selektion mit Antikdrpern, welche sich gegen Antigene richten,
die nur auf PBMCs zu finden sind. Die dritte Gruppe reprasentiert die mikrofluidischen
Anreicherungsmethoden, die haufig GroRen-basierte und Antikdrper-basierte
Anreicherungsmethoden vereinen. CTCs = circulating tumor cells, PBMCs = peripheral blood
mononuclear cells. Die Abbildung ist modifiziert nach Correnti et al. [50].

Ebenfalls immunomagnetisch lassen sich Zellen mittels KingFisher Duo Prime
Purification System (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) anreichern. Hier
bietet sich erneut der Vorteil mit verschiedenen Antikorpern oder Proteinen, welche
an Beads gekoppelt werden, das Spektrum der anzureichernden Zellen zu

erweitern [51].

In vielen Studien wurden diese Anreicherungsmethoden mit dem Goldstandard der
CTC-Anreicherung, dem CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, Bologna, Italien)
verglichen [48, 52]. Cristofanilli et al. konnten zeigen, dass mithilfe des CellSearch

Systems angereicherte CTCs signifikante prognostische Informationen fur
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Patientinnen mit metastasietem Mammakarzinom darstellen [32, 34]. Der
CellSearch ist ein von der United States Food and Drug Administration
zugelassenes System fur den klinischen Routinegebrauch bei Patientinnen mit

metastasiertem Mammakarzinom [53].

Der CellSearch bietet ein automatisiertes Anreicherungs- und
immunozytochemisches Detektionssystem fur CTCs. Das System besteht aus den
CellSave Probenrohrchen, dem CellSearch Circulating Tumor Cell Kit, einem
automatisierten Instrument, um die Reagenzien der Zellprobe zuzuflhren, diese zu
waschen und einem semiautomatisierten Fluoreszenzmikroskop zum Scannen und
Auswerten der angereicherte Zellen — dem CellTracks Analyzer Il (alles Menarini

Silicon Biosystems, Bologna, Italien) [53].

Der CellSearch bietet so die Mdglichkeit eine 7,5 mL Blutprobe auf 300 pyL mit
angereicherten Tumorzellen zu reduzieren [54]. Es werden Ferrofluide mit anti-
EpCAM Antikérpern zur immunomagnetischen Anreicherung genutzt. Nach dem
Anreicherungsschritt werden die Zellen mit 4¢,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) fr
ihren Zellkern, fluoreszierende anti-CD45 Antikorper zur Differenzierung von
Leukozyten und fur die Zytokeratine (Cytokeratin, CK) 8, 18 und 19, welche
spezifisch fur Epithelzellen sind, gefarbt. Die Analyse der so aufbereiteten Zellen
wird vom CellTracks Analyzer |l durchgefuhrt, welcher die CTCs nach
morphologischen Kriterien (rund oder oval und mit einem sichtbar angefarbten
Zellkern innerhalb des Zytoplasmas) sowie CK positiv, DAPI positiv und CD45
negativ identifiziert [23, 53]. CTCs lassen sich also als CK positiv, CD45 negativ und
DAPI positive Zellen definieren [54].

1.5 rVAR2

Die gangigen Anreicherungsmethoden benutzen epitheliale Marker wie EpCAM
[21]. Da die Tumorzellen wahrend ihrer Migration in die BlutgefaRe der EMT
unterliegen, ergibt sich das Problem eine grolde Subpopulation an CTCs nicht zu
detektieren, namlich diese, die nach EMT keine epithelialen Antigene mehr tragen.
Diese Subpopulation wird haufig als die aggressivste beschrieben. Es wird also ein
Marker gebraucht, welcher sowohl vor als auch nach der EMT auf den Zellen

exprimiert wird und weiterhin nicht auf peripheren Blutzellen vorhanden ist [21, 55].
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Bereits 1996 stellten M. Fried et al. fest, dass mit Plasmodium falciparum, dem
Erreger der Malaria tropica, infizierte Erythrozyten ausschlielBlich an
Chondroitinsulfat A (CSA) binden, welches auf den Zellen der Plazenta zu finden
ist. Dies lasst vermuten, dass ein bestimmter Chondroitinsulfat-Subtyp nur in der
Plazenta exprimiert wird [56]. Chondroitinsulfate sind Polysaccharide, die sich als
Modifikation auf Proteoglykanen befinden. Sie unterscheiden sich nach Stellung der
Sulfatgruppe und der Abfolge der Disaccharideinheiten. Obwohl die Funktion des
Plazenta-spezifischen Chondroitinsulfat nicht vollstandig bekannt ist, wird
angenommen, dass es mit der Fahigkeit der Trophoblasten assoziiert ist uterines
Gewebe zu infiltrieren und schnelles Zellwachstum zu férdern [57, 58]. Im Jahr 2004
entdeckten Salanti et al., dass ein Ankerprotein mit dem Namen Variant surface
antigen 2 chondroitin sulfate A (VAR2CSA) fur die Bindung der infizierten
Erythrozyten an den Synzytiotrophoblasten der Plazenta verantwortlich ist [59]. Da
Proliferation und Invasion gleichermalen Fahigkeiten von Tumorzellen sind, wurde
die Hypothese aufgestellt, dass Tumorzellen einen ahnlichen Typ Chondroitinsulfat
exprimieren wie Plazentazellen. Zur Bestatigung dieser These wurde ein
rekombinantes VAR2CSA entworfen, das recombinant Variant Surface antigen 2
(rVAR2) [60]. Es konnte gezeigt werden, dass rVAR2 nur an planzentadhnliches
Chondroitinsulfat bindet und nicht an gesunde Zellen verschiedener Gewebe. Des
Weiteren konnte die Hypothese bestatigt werden, dass rVAR2 an
Tumorzelllinienzellen epithelialer und mesenchymaler Herkunft bindet. Die
Chondroitinsulfat-Glycoaminoglykan Ketten, welche auf den Proteoglykanen der
extrazellular Matrix vieler Tumorentitaten exprimiert werden, werden onkofetales
Chondroitinsulfat genannt (ofCS) [60]. Clausen et al. konnten weiterhin zeigen, dass
onkofetale Chondroitinsulfatglykosaminoglykane eine entscheidende Rolle in der
Tumorzellmotilitat, durch Beeinflussung des Integrin-Signalwegs, spielen. ofCS
kann auf Uber 30 verschiedenen Proteoglykanen nachgewiesen werden und ist
nicht abhangig von der Expression eines einzelnen Proteins [60]. Auf dieser
Grundlage konnten Salanti et al. bereits zeigen, dass die Bindung von rVAR2 an
spezifische Chondroitinsulfate es ermdglicht tumortoxische Reagenzien spezifisch
zu ofCS exprimierenden Tumorzellen zu bringen, welche diese dann internalisieren
[57]. Die genannten Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, dass die rVAR2-ofCS
Bindung nicht nur als Therapieziel, sondern auch eine Madglichkeit der

Tumorzellanreicherung aus Patientenblut darstellt. Agerbaek et al. zeigten die
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Anreicherung von CTCs verschiedener Tumorentitaten wie Leber, Lunge, Pankreas
und Prostata [61]. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass ofCS sowohl auf
epithelialen als auch mesenchymalen Tumorzellen vorhanden ist und nach der EMT
erhalten bleibt. Die Anzahl der CTCs korrelierte mit dem Tumorstadium. Somit
konnte gezeigt werden, dass rVAR2 ein weiteres Spektrum an CTCs binden kann
als eine anti-EpCAM Antikdrper-basierte Anreicherung. Das Protein rVAR2 stellt
eine vielversprechende Mdoglichkeit dar, der Heterogenitat der CTCs gerecht zu
werden und ofCS ist eine hochspezifische Zielstruktur fur die CTC-Anreicherung.
Im Vergleich zu einer anti-EpCAM Antikorper-basierten Anreicherung konnten
mittels r'VAR2-ofCS Bindung mehr CTCs angereichert werden, darunter auch
EpCAM-negative CTCs [61].
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1.6 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist das Etablieren eines Workflows fir eine EpCAM-

unabhangige Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen aus dem Blut von

Mammakarzinompatientinnen. In Kooperation mit dem Zentrum fur medizinische

Parasitologie, der Abteilung fir Immunologie und Mikrobiologie der Universitat in

Kopenhagen sollte fir das Labor der Frauenheilkunde der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf ein reproduzierbarer Workflow mittels der rVAR2-ofCS

Bindung etabliert werden. Es sollte die Grundlage geschaffen werden, um in

weiteren Schritten ein breiteres Spektrum an Patienten-CTCs anreichern und

isolieren zu konnen.

Im Rahmen dessen wurden flur diese Doktorarbeit folgende Ziele definiert:

1.

Bestimmung der Bindeaffinitat von rVAR2 an Brustkrebszellen unabhangig
von deren Subtyp

Darstellung  der Bindeaffinitit von rVAR2 an CTCs von
Mammakarzinompatientinnen

Etablierung einer Anreicherungsmethode von Brustkrebszellen aus
Blutproben mit der héchsten Wiederfindungsrate

Anreicherung von Brustkrebszellen unterschiedlichen Subtyps mittels

etablierter Anreicherungsmethode

15



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Material

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Materialien

Hersteller Ort
IsoFlux™ Fluxion Biosciences Almeda, USA
disc Magnet Fluxion Biosciences Almeda, USA
KingFisher® Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
CyAn™ ADP Analyzer Beckmann Coulter Brea, USA
Axioplan 2 imaging Meta Systems Heidelberg,

CellCelector®

DM IRB

Neubauer Zahlkammer

Centrifuge 5430 R

Megafuge 16R

Rotofix 32A

CellSearch ®

CellTracks Analyzer lI®

Thermocycler, peqSTAR

ChemiDoc ™
Systems

Thriller

Imaging

ALS

Leica Microsystems

Paul Marienfeld GmbH & Co.

KG

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific

Hettich

Menarini Silicon Biosystems

Menarini Silicon Biosystems

PEQLAB
GmbH

Bio-Rad Laboratories, Inc.

PEQLAB
GmbH

Biotechnologie

Biotechnologie

Deutschland

Jena,
Deutschland

Wetzlar,
Deutschland

Lauda-
Kdnigshofen,
Deutschland

Hamburg,
Deutschland

Waltham, USA

Tuttlingen,
Deutschland

Bologna, ltalien
Bologna, ltalien

Erlangen,
Deutschland

Hercules, USA

Erlangen,
Deutschland



Stuart Rotator SB3

Pipetten

Shaker

Protein LoBind Tubes

Objekttrager

3-well slides

Mikrotitrierplatte

KingFisher
Mikrotitrierplatte

Teflon Slide

Kryo-Roéhrchen

Stuart

Eppendorf

Kottermann

Eppendorf

Paul Marienfeld GmbH &

Co.KG

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

ALS

Greiner

Staffordshire,
Vereinigtes
Konigreich

Hamburg,
Deutschland

Uetze,
Deutschland

Hamburg,
Deutschland

Lauda-
Kdénigshofen,
Deutschland
Waltham, USA
Waltham USA
Waltham USA
Jena,

Deutschland

Solingen,
Deutschland

CELLection ™ Biotin Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Binder Dynabeads ®
Dynabeads ™ Biotin Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Binder
Dynabeads ™ M-450 Epoxy Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
2.1.2 Puffer, Reagenzien und Kits
Tabelle 2: Verwendete Puffer, Reagenzien und Kits
Hersteller/ Ort
Zusammensetzung
BSA A7030 Merck Darmstadt,
Deutschland
Saponin Merck Darmstadt,

Deutschland
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Bovines Serumalbumin

EDTA

EDTA-R6hrchen

CellSave
Tubes

Preservative

Ampli1™ WGA Kit

Ampli1™ QC Kit

PBS (Dulbecco’s
phosphate-buffered
saline)

Erythrozyten- Lyse-Puffer
1 mL enthalt:
Ammoniumchlorid 8,29 mg
Kaliumhydrogencarbonat

1,0 mg
Na-EDTA 0,0375 mg
sonstige Inhaltsstoffe:

Wasser fur Injektionszwecke

0.1M sodium phosphate
Buffer (E1)

E2

E3

BB

PBS2
Buffer 1

Pierce ™ Protein free

blocking buffer

PF10

Sigma-Aldrich
Merck
Becton Dickinson

Menarini Silicon Biosystems

Menarini Silicon Biosystems
Menarini Silicon Biosystems

Thermo Fisher Scientific

Zentralapotheke

Sigma Alderich

PBS mit 0.1% BSA und 2mM

EDTA (pH 7.4)

E1 mit 0,6% BSA

0,5% BSA + 2mM EDTA in

PBS (pH 7.4)

2% FCS in PBS

0,1% BSA in PBS
Thermo Fisher Scientific

10%
buffer in PBS

Protein free blocking

Saint Louis, USA
Darmstadt,
Deutschland
Franklin Lakes,
USA

Bologna, Italien
Bologna, Italien

Bologna, Italien

Waltham, USA

Dusseldorf,
Deutschland

Saint Louis, USA

Waltham, USA
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2.1.3 Zellkultur

Tabelle 3: Verwendete Materialien fiir die Zellkultur und Zelllinien

Hersteller Ort
CELLSTAR Greiner Bio-One Kremsmunster,
Zellkulturflasche, 250mL, International GmbH Osterreich
75cm?
Falcon ™ konische Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Zentrifugenrohrchen
RPMI Medium 1640 (1x) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
+ 1% Penicillin-
Streptomycin
Fetal Bovine Serum Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Cell Dissociation Buffer, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
enzyme-free, PBS-based
StemPro™ Accutase™ Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Cell Dissociation
Reagent
Trypsin Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
MCF7 ATCC (Cat.No. HTB-22) Manassas, USA
MDA-MB-231 ATCC (Cat.No. HTB-26) Manassas, USA
A549 ATCC (Cat.No. CCL-185) Manassas, USA
BT-474 ATCC (Cat.No. HTB-20) Manassas, USA
SK-BR-3 ATCC (Cat.No. HTB-30) Manassas, USA

2.1.4 Immunfluoreszenzfarbung

Tabelle 4: Verwendete Materialien zur Immunfluorezenzfarbung

Hersteller Ort
Dako Fluorescence Mounting Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Medium Inc.
CellTracker ™ Green CMFDA Thermo Fisher  Waltham, USA
Dye Scientific
Dako Antibody Dilution Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Inc.
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Dako Wash Buffer 10x Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Inc.

Dako Protein Block, Serum-Free Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Inc.

Super PAP Pen Liquid Blocker Daido Sangyo Co., LtD.  Tokyo, Japan

NucBlue™ Live Cell Stain Thermo Fisher Waltham, USA
ReadyProbes™ (Verdunnung Scientific

1:10)

Anti-penta His Alexa Fluor 488 Qiagen Hilden,
Antikorper (Verdiinnung Deutschland

1:500, Verdiinnung 1:333,4)

DAPI (Verdiinnung 1:13,3) Roche Diagnostics Indiana, USA
GmbH

Anti-CD45 (35-Z6) Alexa Fluor Santa Cruz Dallas, USA

647 Antikorper (Verdiinnung Biotechnology

1:16,7)

Anti- PanCytokeratin AcZon S.r.| Bolonga, Italien

(1,3,4,5,6,8,10,13,14,15,16,18,19)

Antikorper, Mausklone

C11/AE1/AE3 (Verdiinnung

1:133,4)

21.5 rVAR2

Die hier verwendeten Chargen des rekombinanten Proteins rVAR2 wurden vom
Zentrum fur Parasitologie, Immunologie und Mikrobiologie der Universitat
Kopenhagen zur Verfugung gestellt. rVAR2 wird aus Escherichia coli gewonnen, die
eine Proteinfaltung mittels Disulfidbriicken madglich machen [62]. Die Epitop-
Bindedomane des VAR2CSA, DBL1-ID2a (rVAR2), mit unter anderem einem C-
terminalen penta-His Tag als Antikorper-Bindestelle, wurde in ein Plasmid inseriert,
welches in die Escherichia coli eschBakterien transformiert wurde. Das Protein
wurde im Folgenden mittels Chromatographie aufgereinigt und nach Gréle sortiert.
Die Qualitatskontrolle erfolgte mittels Elektrophorese und Western Blot [61]. Das
rekombinante Protein besitzt ein 12-amino-acids Peptid (SpyTag), welches eine
kovalente Bindung zu dem sogenannten biotinyliertem SpyCatcher Protein (SpyC)
eingehen kann. Durch dieses Verbindungsprotein kann rVAR2 an Biotin-bindende,

magnetische Beads binden. Es wurden unterschiedliche Chargen des Proteins
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rVAR2 durch die Kooperationspartner hergestellt. Aufgrund der Haltbarkeit und des
Materialverbrauches wurden innerhalb dieser Doktorarbeit verschiedene Chargen
des Proteins rVAR2 verwendet, wobei darauf geachtet wurde, dass innerhalb der

Wiederholungen eines Experiments zur besseren Reproduzierbarkeit dieselbe

Charge verwendet wurde.

Tabelle 5: Verwendete rVAR2 und SpyCatcher Proteine

Protein ID GroRe Konzentration Hersteller Ort
(kDa) (mg/mL)
rVAR2 MP3242 121 3,8 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP2870 121 1,1 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP2923 121 0,67 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP3017 121 1,7 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP3425 71 2,43 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP3352 121 1,62 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP3643 121 1,9 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
rVAR2 MP3051 121 3 Var2 Pharma- Kopenhagen,
ceuticals Danemark
Spy MP3168 13 0,5 Var2 Pharma- Kopenhagen,
Catcher ceuticals Danemark
Spy MP2977 13 1,9 Var2 Pharma- Kopenhagen,
Catcher ceuticals Danemark
Spy MP3298 13 0,52 Var2 Pharma- Kopenhagen,
Catcher ceuticals Danemark

Legende: ID = Identifikationsnummer. kDA = Kilodalton. mg = Milligramm. mL = Milliliter
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2.1.6 Software

Tabelle 6: Verwendete Software

Hersteller Ort
ZEN 2 core Zeiss Jena, Deutschland
Summit ™ Software Beckman Coulter Brea, USA
System
GraphPad Prism GraphPad Software,Inc. San Diego, USA

2.2 Methoden
2.2.1 Patientenproben

Die verwendeten Patientenzellen stammen aus der AUGUSTA-Studie der
Frauenklinik der Universitatsklinik Ddusseldorf. Die Studie ist durch die
Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat genehmigt (Studiennummer 3430).
Die Anonymitat der Patientinnen ist gewahrt worden und der Datenschutz
eingehalten. Die Patientinnen wurden Uber die Teilnahme an der Studie aufgeklart.
In die Studie eingeschlossen wurden volljahrige Patientinnen der Frauenklinik der
Universitatsklinik mit metastasiertem Mammakarzinom. Die Blutentnahmen wurden
von geschultem Personal durchgefihrt und die Proben bei Entnahme in EDTA und
CellSave Rohrchen uUberfuhrt. In dieser Arbeit wurden Proben von funf
Mammakarzinompatientinnen verwendet. Die Patientinnen waren zwischen 35 und
77 Jahre alt (Mittelwert: 51 Jahre und Median: 52 Jahre).

2.2.2 Zelllinien

Die Brustkrebszelllinien MDA-MB-231, SK-BR-3, MCF7 und BT-474 sowie die
Lungenkrebszellline A549 wurden von der American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA) erworben. MDA-MB-231 Zelllinienzellen wurden aus
einem triple-negativen Adenokarzinom einer 51-jahrigen kaukasischen Frau
gewonnen [63]. SK-BR-3 Zelllinienzellen stammen von dem Adenokarzinom einer
43-jahrigen kaukasischen Frau und exprimieren vermehrt HER2 [63]. MCF7
Zelllinienzellen wurden aus dem Adenokarzinom einer 69-jahrigen Frau isoliert und
entsprechen dem Subtyp Luminal A [63]. BT-474 Zellen wurden aus einem duktalen
Karzinom einer 60-jahrigen kaukasischen Frau gewonnen und entsprechen dem

Subtyp Luminal B [63]. Die Zellinienzellen A549 wurden isoliert aus der Lunge eines
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58 Jahre alten kaukasischem Mann [63]. Diese Zelllinie dient als Referenzzellinie,
da diese bereits durch die Kooperationspartner in Kopenhagen verwendet wurde
und sich als gut rVAR2-bindend herausgestellt hat [64].

2.2.3 Kulturbedingungen

MDA-MB-231, SK-BR-3, MCF7 und BT-474 wurden in dem Zellkulturmedium RPMI
1640 L-glutamin mit 1% Penicillin-Streptomycin und zusatzlich 10 % fetalem
Kalberserum (fetal calf serum, FCS) kultiviert. Die Zelllinie A549 wurde in RPMI
1640 L-glutamin mit 1% Penicillin-Streptomycin kultiviert mit 15 % FCS. Alle
Zelllinien wurden bei 37°C in befeuchteter Luft mit 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2)

inkubiert.

2.2.4 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zelllinien

Die Zellen werden in Einfrier-Medium, bestehend aus 50 % Zellkulturmedium, 40 %
FCS und 10 % Dimethylsulfoxid, konserviert. Das Zellpellet wird im Einfrier-Medium
resuspendiert und in ein 2 mL Kryo-Rohrchen Uberfuhrt. Zum langsamen Einfrieren
werden die Zellen zunachst flr 24 h in einem mit Isopropanol gefillten Einfriergefald
bei - 80°C gelagert. Danach wird das Kryoréhrchen in einem Stickstofftank bei
- 152°C gelagert.

Um eingefrorene Zelllinien zu rekultivieren wurden die Kryo-Rdhrchen im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut. AnschlieRend wird die Zellsuspension in 15 mL-
Falcon Rohrchen Uberfuhrt und unter Schwenken tropfenweise 2 mL Medium
hinzugegeben. Die Medium-Zellsuspension wird mit Medium auf ein
Gesamtvolumen von 6 mL verdinnt. Das Falcon Roéhrchen mit der Medium-
Zellsuspension wird in der Zentrifuge 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert. Daraufhin
kann der Uberstand abgenommen, das Pellet in 12 mL Medium resuspendiert und

in eine Zellkulturflasche tGberfihrt werden.

2.2.5 Kultivieren, Ablosen und Auszidhlen von Zellen

Fir das Ablésen von Zellen wurde zuerst das Kulturmedium, der in Kultur
genommenen  adharenten  Zelllinienzellen, abgenommen, mit  5mL
phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, das
PBS abgenommen und daraufhin mit 2 mL Cell Dissociation Buffer vom Boden der
Zellkulturflasche 15 min bei Raumtemperatur (RT) abgelost. Zum Ablésen der
Zellen mit anderen Zelldissoziationsreagenzien werden unter anderem 2 mL

Accutase (Inkubation fur 5 min bei 37°C) und 2 mL Trypsin (Inkubation fur 5 min bei
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37°C) verwendet. Kulturmedium, bestehend aus RPMI 1640 mit L-glutamin mit 1 %
Penicillin-Streptomycin sowie 10 % oder 15 % FCS je nach Zelllinie, wurde in die
Zellkulturflasche Uberflhrt, die Zellen resuspendiert und so viele mL Zellsuspension
wie bendtigt in 50 mL-Falcon Rohrchen pipettiert. Das Falcon Réhrchen wurde bei
1100 rpm fur 5 min zentrifugiert und der Medium- und Cell Dissociation Buffer-
Uberstand abgenommen und in PBS zur weiteren Verwendung resuspendiert. Die
in der Zellkulturflasche verbleibende Zellsuspension wurde erneut mit Kulturmedium
auf 12 mL aufgefullt. Zur Auszahlung mittels Neubauer Zahlkammer werden 8 pL
der Zellsuspension verwendet. Die Zahlkammer besteht aus zwei Zahlnetzen flr
zwei mdgliche Proben. Jedes Zahlnetz besteht aus vier Quadraten, die jeweils in 16
Quadrate unterteilt sind. Alle Zellen in den 64 kleinen Quadraten wurden
ausgezahlt. Um herauszufinden wie viel yL Zellsuspension einer bestimmten
Anzahl an Zellen entspricht, wurde folgende Rechnung aufgestellt wobei x definiert

ist als das notige Volumen in mL.

ausgezihite Zellen » 10* _ gewiinschte Zellzahlx 10~*x 10*

4 yx 104

2.2.6 Fluoreszenzmarkierung

Um die Bindung des Proteins rVAR2 an die Tumorzelllinienzellen mikroskopisch
darzustellen sowie mittels Durchflusszytometrie zu quantifizieren, werden die
Zelllinienzellen, welche rVAR2 gebunden haben, mittels fluoreszierendem
Antikérper gefarbt. Das Protokoll zur Fluoreszenzfarbung wurde in Anlehnung an
Agerbaek et al. und Sand et al. erstellt [61, 64].

Die bendtigten Zelllinienzellen wurden bis zu einer Dichte von circa 80 % im
jeweiligen Medium kultiviert und mittels Cell Dissociation Buffer nach oben
beschriebenem Prinzip (2.2.5) abgeldst. Ungefahr 200.000 Zellen wurden jeweils
mit unterschiedlicher Konzentration rVAR2 (12,5 nM bis 400 nM) fur die
Durchflusszytometrie sowie mit 400 nM rVAR?2 fir die Mikroskopie in PBS mit 2 %
FCS (PBS2) fiir 30 min bei 4°C und 300 rpm auf dem Thriller inkubiert. Nachfolgend
zweier Waschschritte mittels PBS2 wurden die Zellen erneut bei 4°C fur 30 min auf
dem Thriller bei 300 rpm mit 100 uL eines verdinnten anti-penta His Alexa Fluor
488 Antikorper (1:500 verdunnt in PBS2) inkubiert. Erneut folgen zwei
Waschschritte mit PBS2, um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Zuletzt

werden die gefarbten Zellen in 100 yL PBS2 resuspendiert.
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Zur Mikroskopie wurden die in Suspension gefarbten Zellen auf Objekttrager
transferiert. Mittels Zytozentrifuge wurde der Uberstand abzentrifugiert und die
Zellen auf den Objekttragern gehalten. Zuletzt wurden neun Tropfen Mounting
Medium und ein Tropfen NucBlue mittels Pipette gemischt und 50 pL zu jedem
Objekttrager hinzugefugt. Durch das NucBlue konnte so der Zellkern in der

Fluoreszenzmikroskopie sichtbar werden.

2.2.7 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnte die Bindeaffinitdt des Proteins rVAR2 unter
verschiedenen Bedingungen getestet werden. rVAR2, dass sich an die
Zelllinienzellen und Patienten-CTCs bindet, besitzt einen penta-His Tag an den ein
anti-penta His Antikorper binden kann (2.2.6). Somit kann die Bindung des rVAR2
an die Tumorzellen quantifiziert werden. Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden
mittels Durchflusszytometer analysiert. Abbildung 2 und 3 stellen ein

exemplarisches Gating dar.
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Abb. 2: Gating der Experimente der Durchflusszytometrie (ungefarbt)

Exemplarisches Gating fir ungefarbte Zellen. R1 umfasst die zu analysierenden Zellen. Die x-Achse
zeigt das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter Linear scale, FS Lin) und die y-Achse das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter Linear scale, SS Lin). R2 umfasst die Einzelzellen. Die x-Achse
zeigt hier das Seitwartsstreulicht und y-Achse die Pulsweite (Pulse width). R7 und R8 umfassen die
analysierten Zellen und zeigen deren Farbintensitdt. Die x-Achse zeigt den Marker auf einer
logarithmischen Skalierung, welcher mit dem fluoreszierenden Antikdrper Alexa Fluor 488 angefarbt
wurde (V2 Alexa488 Log) und die y-Achse zeigt die Zellzahl (Counts).
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Abb. 3: Gating der Experimente der Durchflusszytometrie (gefarbt)

Exemplarisches Gating fir gefarbte Zellen. R1 umfasst die zu analysierenden Zellen. Die x-Achse
zeigt das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter Linear scale, FS Lin) und die y-Achse das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter Linear scale, SS Lin). R2 umfasst die Einzelzellen. Die x-Achse
zeigt hier das Seitwartsstreulicht und y-Achse die Pulsweite (Pulse width). R7 und R8 umfassen die
analysierten Zellen und zeigen deren Farbintensitat. Die x-Achse zeigt den Marker auf einer
logarithmischen Skalierung, welcher mit dem fluoreszierenden Antikdrper Alexa Fluor 488 angefarbt
wurde (V2 Alexa488 Log) und die y-Achse zeigt die Zellzahl (Counts).

2.2.8 Einfluss von CellSave

Da die CellSave Rohrchen die Blutgerinnung verhindern sowie durch das enthaltene
Fixans die Zellmorphologie und Zelloberflache erhalten, werden sie bevorzugt zur
Blutabnahme und spater Versendung von CTCs genutzt [65]. Um den Einfluss des
CellSave auf die rVAR2-Bindung zu bestimmen, wurden A549 Zelllinienzellen
jeweils fur 1 h sowie 24 h in den CellSave Rdhrchen belassen und die Affinitat des

rVAR2 an die Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.

Die in Kultur genommenen adharenten A549 Zelllinienzellen wurden, wie
beschrieben, mittels Cell Dissociation Buffer abgeldst und die 10 mL Medium-
Zellsuspension in 15 mL-Falcon Rohrchen pipettiert. 8 yL  der Medium-
Zellsuspension wurden zur Auszahlung mittels Neubauer Zahlkammer verwendet.
Ungefahr 400 x 10* Zellen pro mL wurden in zwei neuen Zellkulturflaschen
ausgesat, die Zellkulturflasche auf insgesamt 12 mL Medium-Zellsuspension mit

Kulturmedium aufgeflllt und fur 24 h kultiviert.

Nach 24 h in Kultur wurden die Zellen aus beiden Zellkulturflaschen nach

genanntem Prinzip geerntet. Die Zellen einer Zellkulturflasche wurden nach der
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Ernte in ein 15 mL-Falcon Rdhrchen pipettiert, das Rohrchen bei 1100 rpm fur 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 9 mL PBS
resuspendiert. Die PBS-Zellsuspension wurde dann zum weiteren Verbleib flr 24 h
in ein CellSave Rohrchen uberfuhrt. Die Zellen der anderen Kulturflasche wurden
erneut gezahlt und ungefahr 400 x 10* Zellen pro mL wurden in zwei neue

Zellkulturflaschen ausgesat.

Nach 24 h wurden die Zellen der verbleibenden beiden Zellkulturflaschen nach
genanntem Prinzip geerntet. Die Zellen einer Kulturflasche wurden nach
Zentrifugation und Resuspension fur eine Stunde in ein CellSave Roéhrchen
Uberfuhrt. Die Zellen der anderen Kulturflasche wurden ebenfalls zentrifugiert,

resuspendiert und direkt weiterverwendet.

Es wurden je 200.000 A549 Zellen der unterschiedlichen Bedingungen
fluoreszenzmarkiert und das Bindeverhalten von rVARZ2 an die unterschiedlich

gelagerten Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert (2.2.6, 2.2.7).

2.2.9 Einfluss verschiedener Ablosepuffer
Es wurden drei verschiedene Zelldissoziationspuffer getestet und die Affinitat des
rVAR2 an die verschieden abgelosten Zellen mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.

Drei Zellkulturflaschen mit kultivierten A549 Zelllinienzellen wurden verwendet und
nach dem oben beschrieben Prinzip mittels der drei verwendeten Abldsepuffer
geldst. Verwendet wurden Cell Dissociation Buffer, Accutase und Trypsin. Zum
Ablésen der Zellen mittels Accutase und 0,05% Trypsin mussen die

Zellkulturflaschen flr 5 min bei 37°C inkubiert werden.

Es wurden je 200.000 A549 Zellen wie oben beschrieben fluoreszenzmarkiert und
das Bindeverhalten von rVAR2 an die unterschiedlich abgelosten Zellen mittels
Durchflusszytometrie analysiert (2.2.6,2.2.7).

2.2.10 Bindung der Beads an Tumorzellen
Zunachst soll gezeigt werden, dass die Beads, welche zur Anreicherung verwendet

werden, keine unspezifisch Bindung ohne rVAR2 mit den Tumorzellen eingehen.

Kultivierte A549 Zellen werden geerntet und in ein 15 mL-Falcon Rohrchen

Uberfuhrt. 8 uL der Medium-Zellsuspension wurden zur Auszahlung mittels
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Neubauer Zahlkammer verwendet und ungefahr 5.000 A549 Zellen in 100 L
Medium-Zellsuspension in sechs Wells einer 96-Well Mikrotitrierplatte pipettiert.
Danach wird die Mikrotitrierplatte flr 24 h bei 37°C Grad in befeuchteter Luft mit5 %

CO:z2 inkubiert, sodass die Zellen anwachsen konnen.

Es werden zwei Protein LoBind Tubes mit je 25 yL Dynabeads M-450 Epoxy
angesetzt. Mittels eines gehaltenen Magneten werden die Beads am Rand des
Gefalles gesammelt und die FlUissigkeit abgenommen. Die Beads werden zwei Mal
in 1 mL E1 Puffer resuspendiert und gewaschen. Daraufhin wird 30 yL einer rVAR2
in E1 Verdinnung im Verhaltnis 3 ug rVAR2 in 30 yL E1 angesetzt. Anschlie3end
an den letzten Waschschritt der Beads wird der E1 Puffer abgenommen und bei
einem der beiden Reaktionsgefalle 25 uL der rVAR2-Suspension zu den Beads
pipettiert. Zu dem anderen Gefald werden lediglich 25 uL E1 Puffer pipettiert. Nach
15 min werden 5 uL E3 Puffer hinzupipettiert. Die in den zwei Reaktionsgefalien
angesetzten Beads werden anschliefiend bei RT Uber 1 h inkubiert. Damit die
Beads sich nicht am Boden des Mikroreaktionsgefales absetzen, werden sie durch
leichtes Tippen alle 5 min aufgewirbelt. Nach der einstindigen Inkubationszeit
schliefen sich drei Waschschritte an, in denen die Beads mittels Magneten erneut
am Rand des MikroreaktionsgefaRes gesammelt werden und der Uberstand
abpipettiert und die Beads mit 25 yL E2 Puffer resuspendiert werden. Nach jeweils

5 min Inkubationszeit werden die Beads erneut gewaschen.

Das Medium wird aus den sechs Wells abgenommen und mit frischem 100 yL 10 %
FCS-haltigen Kulturmedium ersetzen. Die 96-Well Mikrotitrierplatte wird flr 20 min
bei 37°C in befeuchteter Luft mit 5 % CO2 inkubiert. Danach wird der Uberstand in
allen sechs Wells abgenommen. 1 yL der Beads, die mit E1 inkubiert wurden,
werden nun in 100 pL Kulturmedium verdunnt und in Well A1, A2 und A3 gegeben.
1 UL der Beads, die mit rVAR2 inkubiert wurden, werden nun in 100 uL Medium
verdunnt und in Well B1, B2 und B3 gegeben. Die 96-Well Mikrotitrierplatte wird fur
30 min bei 37°C in befeuchteter Luft mit 5 % CO2 inkubiert. AnschlieRend werden
die Wells gewaschen, indem der Uberstand abgenommen und jedes Well mit
100 pL Kulturmedium aufgefullt wird. Die 96-Well Mikrotitrierplatte wird fir 3 min auf
eine Shaker gestellt. Der beschriebene Waschschritt wird wiederholt. Nach dem

letzten Waschschritt werden 1 mL Medium mit einem Tropfen NucBlue angesetzt,
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gemischt und 100 pL zu jedem der 6 Wells hinzugegeben. Die Auswertung erfolgt

mittels CellCelector.

2.2.11 Vorbereitung der Beads zur Anreicherung
Fur die Anreicherung von Tumorzelllinienzellen wurden Beads mit

unterschiedlichen Eigenschaften getestet.

Die Dynabeads M-450 Epoxy sind 4,5 pm grof3e magnetische Mikrokugeln, die mit
Epoxidgruppen beschichtet sind. An die Oberflache der Beads kdnnen Antikdrper
oder Proteine zur Anreicherung nach Inkubation kovalent gebunden werden [66].
Die CELLection Biotin Binder Dynabeads sind 4,5 um grof3e, hydrophile
magnetische Mikrokugeln, die mit rekombinantem Streptavidin beschichtet sind.
Biotinylierte Antikorper oder Proteine kénnen so an die Oberflache der Beads
binden [67]. Die Dynabeads Biotin Binder sind 2,8 um grofe, hydrophobe
magnetische Kugelchen, die biotinylierte Liganden binden und ebenfalls mit
Streptavidin beschichtet sind [68].

Die Methodik zur Aufbereitung und Beschichtung der Beads mit dem Protein rVAR2
wurde modifiziert nach den Protokollen von Agerbaek et al. [61]. Zur Anreicherung
von Tumorzellen mittels rVAR2 muss dieses zuerst an die Beads gebunden werden
(direkte Methode) oder die Zellen werden zuerst mit dem Protein inkubiert und die

Beads nachtraglich hinzugegeben (indirekte Methode).

Zunachst wird die Beschichtung der Dynabeads M-450 Epoxy mit rVAR2 erlautert.
Tumorzelllinienzellen wurden mit diesen Beads nur mittels direkter Methode

angereichert.

25 yL Dynabeads M-450 Epoxy werden in einen Protein LoBind Tube pipettiert.
Mittels eines Magneten werden die Beads an der GefalRwand gesammelt und die
Flussigkeit abgenommen in der die Beads suspendiert waren. Um die Beads zu
waschen, wird 1 mL E1 Puffer hinzupipettiert und die Beads mit dem Magneten
durch die Flussigkeit gezogen. Der Waschschritt wird wiederholt. Das Protein
r'VAR2 wird in einem neuen Protein LoBind Tube im Verhaltnis 3 ug rVAR2 in 30 uL
E1 in E1 resuspendiert und 25 yL zu dem Protein LoBind Tube mit den Beads
gegeben. rVAR2 und Beads werden durch vorsichtiges Tippen resuspendiert und
15 min bei RT inkubiert. Danach wird 5 yL E3 Puffer hinzugegeben und alles eine

Stunde bei RT inkubiert. Das Mikroreaktionsgefal® muss alle 5 min angetippt werden
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zur besseren Mischung der Beads in r'VAR2. Zuletzt werden 4,5 puL Beads zur Probe

hinzugegeben.

Desweitern wird die Praparation der CELLection Biotin Binder Dynabeads sowie der

Dynabeads Biotin Binder fir die direkte und indirekte Methode erlautert.

Zuerst wird ein Mix aus SpyTagged rVAR2 mit biotinyliertem SpyC im Verhaltnis
1,2:1 angesetzt und eine Stunde bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit werden 25 pL
der CELLection Biotin Binder Dynabeads bzw. 40 uyL Dynabeads Biotin Binder in
einen Protein LoBind Tube pipettiert. Mittels eines Magneten werden die Beads an
der Gefallwand gesammelt und die FlUssigkeit abgenommen in der die Beads
suspendiert waren. Um die Beads zu waschen wird 1 mL Protein free blocking buffer
(PF) hinzupipettiert und die Beads mit dem Magneten durch die Flissigkeit
gezogen. Der Waschschritt wird wiederholt und die Beads in 25 uL bzw. 40 uL PF

resuspendiert.

Fir die direkte Anreicherungsmethode wird der Bead-rVAR2 Mix flr 30 min bei RT
inkubiert, sodass 0,47 ug biotinyliertes Protein pro uL Bead-Suspension bindet.
Danach werden die Beads mittels Magneten am Rand des Mikroreaktionsgefalies
gesammelt und der Uberstand abpipettiert. Um die Beads zu waschen und das nicht
gebundene rVAR2 zu entfernen, wird 1 mL PF hinzupipettiert und die Beads mit
dem Magneten durch die Flussigkeit gezogen. Der Waschschritt wird zwei Mal
wiederholt und die Beads in 25 uL bzw. 40 yL PF resuspendiert. Von der Bead-
Suspension werden 4,5 uyL CELLection Biotin Binder Dynabeads bzw. 30 uL (6,3
pL) Dynabeads Biotin Binder zu der Probe hinzugefligt. Die Probe mit den Beads

wird fiir 30 min bei 4°C auf einem 360° Rotator inkubiert.

Fir die indirekte Methode muss eine Konzentration von 200 nM rVAR2 in 600 pL
Zellsuspension erreicht werden. Das SpyTagged rVAR2 wird mit dem biotinylierten
SpyC Protein in einem Verhaltnis 1,2:1 angesetzt. Dies wird 30 min bei 4°C auf
einem 360° Rotator inkubiert. Danach wird die Zell-Protein Suspension gewaschen,
um eine unspezifische Bindung der Beads an uberschussigem rVAR2 zu
verhindern. Das Mikroreaktionsgefal® wird 8 min bei 300 g bei 4°C zentrifugiert.
Danach wird der Uberstand abgenommen und die Probe in 600 uL proteinfreiem
Blockierpuffer 10 % in PBS (PF10) resuspendiert. Der Waschschritt wird zwei Mal
wiederholt. Daraufhin werden der Probe die gewaschenen Beads, wie oben

beschrieben, hinzugefugt. 4,5 yL CELLection Biotin Binder Dynabeads bzw. 30 uL
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(6,3 uL/60 uL) Dynabeads Biotin Binder werden der Probe hinzugefugt. Die Probe

mit den Beads wird fuir 30 min bei 4°C auf einem 360° Rotator inkubiert.

Zur direkten und indirekten Methode wurden mit den Dynabeads Biotin Binder zwei
weitere Anreicherungsmethoden getestet. Die doppelt indirekte und die semi-
indirekte Methode.

Bei der doppelt indirekten Methode wurde ebenso eine Konzentration von 200 nM
rVAR2 in 600 pL Zellsuspension erreicht. Daraufhin erfolgt eine 30-minttige
Inkubation bei 4°C auf einem 360° Rotator. Danach schlief3t sich ein Waschschritt
an. Die Zellprobe wird 8 min bei 350 g bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen und die Probe in 600 uL PF10 resuspendiert. Der Waschschritt wird
zwei Mal wiederholt. Erst zu diesem Zeitpunkt wird das SpyC Protein zur Zellprobe
mit dem bereits gebunden rVAR2 hinzugegeben, ebenfalls im Verhaltnis 1,2:1 von
r'VAR2 zu SpyC. Es folgt eine 60-minutige Inkubation bei 4°C im 360° Rotator.
Anschliellend erfolgen zwei Waschschritte wie oben beschrieben. Zu der Probe

werden 30 uL Dynabeads Biotin Binder hinzugegeben.

Fir die semi-indirekte Methode wird zu einer 600 pL Zellsuspension rVAR2
hinzugegeben, sodass ebenfalls eine Konzentration von 200 nM rVAR2 erreicht
wird. Daraufhin folgt eine 30-minutige Inkubation bei 4°C im 360° Rotator.
Wahrenddessen werden Dynabeads Biotin Binder zunachst wie bereits oben
beschrieben gewaschen und mit dem SpyC fur 30 min bei RT inkubiert. Das
Verhaltnis 1,2:1 zwischen rVAR2 und SpyC Protein bleibt erhalten. Daraufhin
werden die Beads wie oben beschreiben erneut gewaschen. Von der Bead-SpyC
Suspension werden 30 pL zu den mit rVAR2 gebundenen Zellen gegeben.
Daraufhin erfolgt ebenfalls wie bereits geschrieben eine erneute 30-minutige

Inkubation.

2.2.12 Aufbereitung der Blutprobe durch Erythrozytenlyse

Im  Verhaltnis 1:10 (Blutprobe zu Lysepuffer) wird zunachst der
Erythrozytenlysepuffer in ein 50 mL-Falcon Roéhrchen udberfuhrt. In dieser
Doktorarbeit wurden flr alle Spike-in Experimente 5 mL Spenderblut aus EDTA-
Rohrchen verwendet. Das Blut wird mit einer Stripette in das Zentrifugenrohrchen
pipettiert, diese wird daraufhin mit ein wenig zuvor zur Seite genommenem
Lysepuffer gewaschen, welcher ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen pipettiert wird.

Blut und Lysepuffer werden fir circa 10 min inkubiert, bis die Lyse der Erythrozyten
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erreicht ist und die FlUssigkeit sichtbar transparenter wird. Das Zentrifugenrohrchen
wird bei 400 g fiir 8 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und
das Zellpellet in 6 mL PBS resuspendiert. Das Zentrifugenréhrchen wird erneut bei
400 g fir 8 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das
Zellpellet in 500 yL PBS2 (Dynabeads M-450 Epoxy) bzw. PF10 (Dynabeads Biotin
Binder, CELLection Biotin Binder Dynabeads) resuspendiert und in ein
Mikroreaktionsgefald Uberflhrt. Die Pipettenspitze und das Zentrifugenréhrchen
werden mit 100 yL PBS2 bzw. PF10 gewaschen und zu dem Mikroreaktionsgefal}
hinzupipettiert.

2.2.13 CellTracker Green Farbung

Um das Ergebnis einer Anreicherungsmethode nicht durch Zellverlust im
anschlieBenden Farbeschritt zu beeinflussen, kdnnen lebende Zellen im Vorhinein
angefarbt werden. Die zu farbenden Tumorzelllinienzellen werden, wie oben
beschrieben, geerntet. Zu 1 mL Zellsuspension wird 1 yL CellTracker Green
CMFDA Dye hinzugegeben. Die Zellen werden bei 37°C fur 30 min inkubiert.
Danach werden die Zellen 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Das Zellpellet wird anschlieRend in 1 mL PBS resuspendiert. Die
Zellen werden erneut 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Das Zellpellet wird in 1 mL PBS resuspendiert und fur die weitere

Verwendung lichtgeschuitzt auf Eis gestellt.

2.2.14 Anreicherung mittels IsoFlux

Die mikrofluidischen Kartuschen bestehen aus drei Reservoirs, als Well bezeichnet,
die alle miteinander durch einen sich am Boden der Kartusche befindenden Kanal
verbunden sind. Die zu prozessierende Probe wird in den Einlass geladen. Die
Zellen flieRen daraufhin an der Isolationszone vorbei, wo die an Beads gebundenen
Zellen durch einen externen Magneten angereichert werden. Die verbleibenden
Zellen werden in einem zweiten Reservoir gesammelt. Nach der
Probenprozessierung wird ein Waschpuffer durch den Kanal geleitet. Die
Isolationszone besteht aus einem Hohlraum, dessen Dach aus einer Scheibe

besteht, auf der die Zellen angereichert werden [49].

Far die Anreicherung wurde das Standard Isolation Protocol Rev2 ausgewahlt. Das
erste Well, in welches die Probe pipettiert wird, wird zuvor mit 1 mL FCS flar 30 min
inkubiert und das FCS danach wieder abpipettiert, um das Well zu beschichten
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damit die Beads nicht an der Wand des Wells hangen bleiben. In das zweite Well
wird 3 mL E2 (Dynabeads M-450 Epoxy) bzw. PF10 (Dynabeads Biotin Binder,
CELLection Biotin Binder Dynabeads) als Waschpuffer geladen. Die so
angereicherten Bead-gebundenen Zellen werden mit zwei Mal 50 yL PBS2
(Dynabeads M-450 Epoxy) bzw. PF10 (Dynabeads Biotin Binder, CELLection Biotin
Binder Dynabeads) resuspendiert und auf einen Objekttrager zur weiteren Analyse
uberfuhrt.

2.2.15 Anreicherung mittels KingFisher

Die Bead-gebunden Zellen werden in 600 uL PF10 suspendiert (bzw. PBS2 fir die
Dynabeads M-450 Epoxy) und in die Microtiter DeepWell 96 Plate des KingFishers
geladen. Mit 100 yL PF10 Puffer (bzw. PBS2 fur die Dynabeads M-450 Epoxy) wird
der Protein LoBind Tube gespult und zu der zugehoérigen Probe pipettiert. Es
werden 600 pL des Waschpuffers PF10 (bzw. PBS2 fir die Dynabeads M-450
Epoxy) ebenfalls in die Well-Platte geladen. Die Anreicherung erfolgte nach einem
zuvor erstellten Protokoll. Die Probe wird in einem erste Schritt GUber 80 s langsam
gemischt und Uber 30 s an die Magnetstabe des KingFishers gebunden. Der zweite
Schritt besteht aus einem Waschschritt. Die Beads werden freigegeben und die
Probe wird Uber 90 s in einem nachsten Well langsam gewaschen. Uber 30 s
werden die Beads erneut an die Magnetstabe gebunden. Daraufhin werden die
Beads in einem weiteren Well in 100 yL PF10 (bzw. PBS2 fur die Dynabeads M-
450 Epoxy) uber 180 s langsam freigegeben und fir 10 s mit dem Puffer gemischt.
Zuletzt kdnnen die 100 uL der angereicherten Zellprobe auf 3-well slides transferiert

werden.

2.2.16 Anreicherung von Tumorzellen (Spike-in Experimente)
Das Ziel ist es einen stabilen Workflow zu etablieren. Daher wurden zunachst
Zelllinienzellen unter geplanten Bedingungen mittels rVAR2 angereichert, um die

Verlasslichkeit und Reproduzierbarkeit dieser Anreicherungsmethode zu testen.

FUr das Experiment zum Vergleich der unterschiedlichen Anreicherungsmethoden
mittels IsoFlux und KingFisher wurden A549 Zelllinienzellen verwendet, welche
nach oben beschriebenem Prinzip mittels Cell Dissociation Buffer abgelost wurden
(2.2.5). Daraufhin wurden die Tumorzelllinienzellen mittels CellTracker Green nach
beschriebenen  Protokoll gefarbt (2.2.13). Es wurden jeweils 500

Tumorzelllinienzellen zu den mittels Erythrozytenlyse gewonnen Zellpellet an

33



PBMCs hinzugefugt. Danach wurden die Zellen mittels der verschiedenen
Anreicherungsmethoden (direkt, indirekt, doppelt indirekt, semi-indirekt) und
unterschiedlichen Beads mit dem IsoFlux oder KingFisher angereichert. Fur die
Spike-in Experimente wurde der Mittelwert aus drei Auszahlungen der vorgefarbten

Tumorzellen als 100 % Referenz bestimmt.

Fir die weiteren Experimente zur Etablierung eines Workflows mit der hochsten
Wiederfindungsrate wurden in dem oben beschriebenen Ablauf der Bead-
Praparation Schritte modifiziert (2.2.11). Es wurde fur die folgenden Experimente
der Versuchsaufbau mittels der indirekten Anreicherungsmethode mit 30 L

Dynabeads Biotin Binder und dem KingFisher gewahlt.

Fur das Experiment zum Vergleich der unterschiedlichen rVAR2 Proteine wurde das
rVAR2 Protein ID1-ID2a (71kDa) verwendet anstelle des DBL1-ID2a (121kDa)
rVAR2 Protein. Das Verhaltnis 1,2:1 vom Spytagged rVAR2 mit dem biotinyliertem
SpyC blieb erhalten.

Weiterhin wurden unterschiedliche SpyC-rVAR2 Verhaltnisse verglichen. Das
Spytagged rVAR2 mit dem biotinylierten SpyC wurde, bevor es wie oben
beschrieben der Zellsuspension hinzugefugt wurde, in einem Verhaltnis von 1,4:1,
1:1 und 1: 1,2 angesetzt und 30 min bei 4°C im 360° Rotator inkubiert. Dabei blieb
die 200 nM Konzentration des rVAR2 in 600 uL Zellsuspension erhalten.

Fir die Anreicherung der unterschiedlichen Zelllinienzellen wurden die Tumorzellen
der Zelllinien MDA-MB-231, SK-BR-3, MCF7 und BT-474 mittels Cell Dissociation
Buffer vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst. Es wurden jeweils 500 Zellen
mittels CellTracker Green angefarbt und zu den mittels Erythrozytenlyse gewonnen

Zellpellet an PBMCs hinzugefugt.

2.2.17 Farbung Patientenzellen in Suspension mittels rVAR2
Fir eine spatere Anreicherung von CTCs von Mammakarzinompatientinnen ist es
wichtig sicherzustellen, dass rVAR2 an diese bindet. Mittels CellTracks AutoPrep

system des CellSearch wird zunachst ein Profil an EpCAM positiven CTCs erstellt.

Zuerst wird Saponin in den Konzentrationen 1 %, 0,15 % und 0,05 %, angesetzt,
um die Zellen fur die Zytokeratinfarbung zu permeabilisieren. Die Zellen aus dem
Profil werden bei 8°C, 500 rcf, 8 min lang zentrifugiert. Danach wird der Uberstand

abgenommen und das Zellpellet in 100 pL rVAR2 mit der Konzentration 200 nM
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resuspendiert. Die Zellsuspension wird daraufhin fur 30 min bei 4°C und 300 rpm
im Thriller inkubiert. Nach der Inkubation werden die Proben mit PBS2 auf 1 mL
aufgeflllt, bei 8°C, 500 rcf, 8 min lang zentrifugiert und erneut in 1 mL PBS2
resuspendiert. Dieser Waschschritt wird wiederholt. Nachdem zuletzt der Uberstand
abgenommen wird, werden die Zellen in 50 yL 0,15 %igem Saponin fur 15 min
inkubiert. Wahrenddessen wird der Antikorpermix angesetzt, bestehend aus dem
Pancytokeratin Antikdrper (1:133,4), anti-penta His Alexa Fluor 488 (1: 333,4), Anti-
CD45-AF647 (1:16,7) und DAPI (1:13,3),. Zu jeder Probe wird 100 uL AntikOrpermix
hinzugegeben und bei 4°C bei 300 rpm im Thriller fir 30 min inkubiert. Nach der
Inkubation werden die Proben mit Saponin 0,05 % in PBS2 auf 1mL aufgefiillt, bei
8°C, 500 rcf, 8 min lang zentrifugiert und erneut in 1mL PBS2 resuspendiert. Dieser
Waschschritt wird wiederholt. Nachdem zuletzt der Uberstand abgenommen wird,
wird das Zellpellet in 200 yL PBS2 resuspendiert. Die Proben werden auf

teflonbeschichtete Objekttrager geladen und die Zellen mittels CellCelector isoliert.

2.2.18 Isolation von Einzelzellen mittels CellCelector

Der CellCelector wurde verwendet zur Isolation von Einzelzellen sowie zur
manuellen Auswertung der Isolationsexperimente. Er besteht aus einem
invertiertem Mikroskop (CRX41, Olympus) mit einem CCD Kamerasystem (XM10-
IR, Olympus), einem Arm, einer Glaskapillare zur Aspiration der Zelle und einer
automatisierten  Plattform fur die Ablage von  Objekttragern und

Mikroreagenzgefallen [69].

Die Auszahlung der angereicherten Tumorzellen in den Spike-in Experimenten
erfolgte manuell. Durch die CellTracker Green Farbung der Tumorzellen konnten
diese unter dem Mikroskop im Fluoreszenzkanal FITC (Fluoresceinisothiocyanat)

als solche wiedererkannt werden.

Fir die Zellisolation konnten die Zellen, welche in den Fluoreszenzkanalen Cy5
(Cynanin 5) fir CD45 negativ, FITC fir das fluoreszenzmarkierte rVAR2 positiv,
DAPI fur den Zellkern positiv, TRITC (Tetramethylrhodamine) fur CK positiv waren,
als Tumorzelle definiert werden. Die CTCs konnten wahrend der manuellen
Auswertung fur den weiteren Isolationsvorgang markiert werden. Zunachst wurde 9
ML PBS von der Glaskapillare aufgenommen. Daraufhin erfolgte die Aspiration der
Tumorzelle in einem Volumen von 20-100 nL. Die isolierte Tumorzelle wurde mit 9

ML PBS zur Spulung in einem PCR-Rohrchen uberfuhrt. Die Probe wurde fir 5 min
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bei 370 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand bis auf 1 pL

abgenommen und fir weitere molekulare Analysen bei -80°C eingefroren.

2.2.19 Whole Genome Amplification, Qualitatskontrolle und Array-CGH

Um DNA zur Sequenzanalyse von CTCs zu gewinnen und somit zu bestatigen, dass
es sich bei der mittels rVAR2 angefarbten Zelle um eine CTC handelt, wurde eine
vollstandige Genom-Sequenzierung (whole genome amplification, WGA) mit

anschlieRender Qualitatskontrolle durchgefuhrt.

Die WGA wurde mittels Ampli1 WGA Kit nach Herstellerprotokoll (REF WGO001R,
Version 06) durchgefuhrt. Die Zellen wurden lysiert und fragmentiert. Daraufhin
werden spezifische Adapter an die DNA Fragmente ligiert und die Amplifizierung
wird mittels PCR Primer durgefihrt [70]. Die folgenden Schritte weichen vom
Herstellerprotokoll ab. Die Zeit der Zelllyse bei 42°C im Thermocycler peqSTAR
wurde auf 10 h verlangert. Wahrend der DNA-Verdauung wurden die Proben bei
37°C im Thermocycler peqSTAR fur 3 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurde DNA
der Zelllinie MDA-MB-231, als Negativkontrolle Wasser, verwendet.

Die Qualitat der durchgefuhrte WGA, wurde anhand des Ampli1 QC Kit (REF
WGQC4200RWB) nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Es wurde jeweils 1 uL des
korrespondierenden Ampli1 WGA Produkt verwendet. Als Positivkontrolle wurde
DNA der Zelllinie MDA-MB-231, als Negativkontrolle Wasser, verwendet.

Die weitere Downstream Analyse mittels Array-basierter comparative genomischer
Hybridisierung (array-based comparative genomic hybridisation, Array-CGH) wurde
freundlicherweise durch die Kooperationspartner des Labors flr chirurgisch-
onkologische Forschung unter Leitung Univ.-Prof. Dr.med. Nikolas H. Stoecklein

der Universitatsklinik Dusseldorf zur Verfigung gestellt.

2.2.20 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung sowie Erstellung der Abbildungen erfolgt mit dem

Programm GraphPad Prism (GraphPad Software,Inc., San Diego,USA).
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3 Ergebnisse
3.1 r'VAR2 Bindung an Brustkrebszelllinienzellen

Vor der Etablierung eines geeigneten Workflows zur Anreicherung der CTCs
wurden zunachst Experimente durchgefuhrt zur Darstellung einer spezifischen
Bindung des rVAR2 an Brustkrebszelllinienzellen sowie an CTCs von
metastasierten Mammakarzinompatientinnen. Das Protein rVAR2, das an die
Zelllinienzellen bindet, besitzt einen penta His Tag, an den ein anti-penta His
Antikérper binden kann. rVAR2 wurde zur Zellprobe hinzugegeben und danach
wurden die Zellen durch die Protein-Antikorper Bindung des anti-penta His Alexa
Fluor 488 Antikorpers fluoreszenzmarkiert. Zu der Kontrolle wurden anstatt rVAR2

lediglich PBS2 und der fluoreszierende Antikdrper hinzugegeben.

Die untenstehende Abbildung 4 zeigt eine Bindung des rVAR2 Proteins an die
ausgewahlten Brustkrebszelllinienzellen MCF7 und MDA-MB-231. Die Kontrolle
zeigt keine Anfarbung der Tumorzellen ohne rVAR2, sodass eine unspezifische

Bindung des Antikdrpers an die Tumorzellen ausgeschlossen werden kann.

MCF7 MDA-MB-231

rVAR2 Zellkern rvAR2 Zellkern Merge

r'VAR2 + AK

nur AK

Abb. 4: rVAR2 Bindung an Tumorzellen

Die obere Bildzeile zeigt die Farbung der Zelllinienzellen MCF7 und MDA-MB-231 mit dem
Fluoreszenzantikorper anti-penta His Alexa Fluor 488 nach Bindung an rVAR2 sowie die
Zellkernfarbung mittels DAPI. Die untere Zeile zeigt eine reine Farbung mit dem Antikérper anti-
penta His Alexa Fluor 488 ohne rVAR2 sowie die Zellkernfarbung mittels DAPI. Weilier
GrolRenbalken 2 20 ym. VergrofRerung 40%. Die Aufnahmen wurden mit dem Axioplan 2 imaging
Mikroskop gemacht. Merge = Zusammenfihrung der Farbung fir rVAR2 und den Zellkern. AK =
Antikdrper. r'VAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2.

Aufgrund der Raritdt der CTCs ist es wichtig, eine sehr sensitive
Anreicherungsmethode zu etablieren. Eine moglichst geringe unspezifische
Bindung an periphere Blutzellen erleichtert aulRerdem die Anreicherung und spatere

Detektion. Mit einem Durchflusszytometer konnte die mittlere Fluoreszenzintensitat
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(Mean Fluorescent Intensity, MFI) unter verschiedenen rVAR2 Konzentrationen
untersucht und so die Bindeaffinitat quantifiziert werden (Abb. 5). Es konnte gezeigt
werden, dass rVAR2 mit hoher Signifikanz an die unterschiedlichen Subtypen der
Brustkrebszelllinienzellen bindet im Vergleich zu den peripheren mononuklearen
Zellen (BT-474 p = 0,002; MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 p < 0,001). Fur die
Zelllinien MDA-MB-231 sowie SK-BR-3 konnte vergleichsweise eine héhere MFI
und somit bessere Bindung erreicht werden als fur die Zelllinien MCF7 und BT-474.
Weiterhin zeigt sich ab einer rVAR2 Konzentration von 200 nM ein
Sattigungsverhalten. Die ausgewahlten Zelllinien umschliefen die haufigsten
Subtypen: Hormonrezeptor positiv mit den Subtypen Luminal A (MCF7) und
Luminal B (BT-474), HER2-amplifiziert (SK-BR-3) und triple-negativ (MDA-MB-
231).

500-
BT-474 **

MCF7 ***
MDA-MB-231 ***
SK-BR-3 ***
PBMCs

BEE N

MFI

rVAR2 [nM]

Abb. 5: rVAR2 Bindung an Tumorzellen im Vergleich (n = 3)

Die x-Achse zeigt die verschiedenen rVAR2 Konzentrationen in nM. Die y-Achse zeigt die mittlere
Fluoreszenzintensitat. Die Legende zeigt die unterschiedlichen Brustkrebzelllinienzellen. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Signifikanz-Niveaus beziehen sich jeweils auf die
PBMCs. ** entspricht einem p-Wert < 0,01. *** entspricht einem p-Wert < 0,001. Die p-Werte wurden
bestimmt mittels Two Way ANOVA und Bonferroni’'s multiple comparisons test.

nM = Nanomolar. MFI = Mean Fluorescent Intensity. PBMCs = peripheral blood mononuclear cells.
r'VAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2.

3.2 rVAR2 Bindung an CTCs von Mammakarzinompatientinnen

Nachdem die Bindung von rVAR2 an Brustkrebszelllinienzellen gezeigt wurde,
konnte ebenfalls eine Bindung von rVAR2 an Patienten-CTCs dargestellt werden
(Abb. 6). Die CTCs einer metastasierten Brustkrebspatientin wurden zunachst mit

dem CellSearch Profile Kit EpCAM-abhangig angereichert und dann in Suspension
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gefarbt. Tumorzellen wurden als CK und DAPI positiv und CD45 negativ definiert.
Es zeigte sich ebenfalls eine Anfarbung der Patienten-CTCs mittels r'VAR2 und dem
anti-penta His Alexa Fluor 488 Antikorper. Die Farbung flr den Leukozytenmarker
CD45 ist fur die beiden CTCs negativ. Leukozyten lie3en sich nicht fur CK und
mittels rVAR2 anfarben, aber fur CD45.

rVAR2 CD45 Merge

CTC CTC

PBMC

Abb. 6: Bindung von rVAR2 an CTCs

Die oberen beiden Bildzeilen zeigen eine Anfarbung jeweils einer CTC. Die untere Bildzeile zeigt die
Anfarbung einer peripheren mononuklearen Blutzelle. GréRenbalken = 20 uym. Vergrofierung 40x.
Die Aufnahmen wurden mit dem CellCelector gemacht. Merge = Zusammenfuhrung der Farbung fur
CK, rVAR2 und CD45. PBMC = Peripheral blood mononuclear cell. CTC = circulating tumor cell. CK
= Zytokeratin. CD45 = Cluster of differentiation 45. ’'NVAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2.

Die so angefarbten CTCs wurden mittels CellCelector isoliert und anhand array-
CGH analysiert. In der Analyse zeigt sich das typischen Aberrationsmuster fur die

Tumorzellen der Patientin (Abb. 7).

Abb. 7.: Array-CGH einer mit rVAR2 angefarbten CTC
Array-CGH Profil aller Autosomen und Gonosomen und deren Abberrationsmuster. Griin zeigt ein
Signal oberhalb der Baseline und somit einen DNA-Gewinn. Rot zeigt ein Signal unterhalb der

Baseline und somit einen DNA-Verlust. Array-CGH = array-based Comparative Genomic
Hybridization.
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Eine spezifische Bindung des rVAR2 an CTCs ist von grof3er Bedeutung in den
Experimenten zur Anreicherung, um einen geringen Zellhintergrund zu erhalten
sowie die Anzahl der falsch positiven Zellen so gering wie mdglich zu halten. Um
die Bindungsspezifitat weiter zu untersuchen, wurden Patientenproben mittels
rVAR2 sowie fur CK und CD45 angefarbt und die mittlere Fluoreszenzintensitat
bestimmt. Die Zellen wurden in Suspension gefarbt. Es wurde die MFI des anti-
penta His Alexa Fluor 488 Antikorper nach Bindung an rVAR2 und somit an den
Zellen gemessen. Die Brustkrebszellliniezellen MCF7 dienten als Referenz. Die
Auswertung der Fluoreszenzintensitat erfolgte mit dem Axioplan 2 imaging
Fluoreszenzmikroskop. Als Tumorzelllinienzellen und CTCs wurden solche erkannt,
die CK, DAPI, rVAR2 positiv und CD45 negativ waren. PBMCs wurden als solche
differenziert, die sich als CD45 und DAPI positiv, CK und rVAR2 negativ zeigten.
Die Grafik (Abb. 8) zeigt, dass rVAR2 besonders an Tumorzellen bindet, welches in
einer hdheren Fluoreszenzintensitat resultiert. Die mittlere relative MFI der CTCs ist
um das 10,7- fache hoher als die mittlere relative MFI der Leukozyten. Insgesamt
zeigt sich die mittlere Fluoreszenzintensitat der CTCs sowie der MCF7 Zellen

signifikant hoher als die der Leukozyten (p < 0,001).
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Abb. 8: Bindung von rVAR2 an CTCs im Vergleich zu PBMCs

Linke Grafik: Auf der x-Achse sind die MCF7 Tumorzelllinie sowie die Patientenproben aufgetragen.
Die y-Achse entspricht der relativen mittleren Fluoreszenzintensitat. Die blauen Punkt bilden die
MCF7 Zellen ab, die roten Punkte die Patienten-CTCs. Die Box-Whisker-Plots bilden die PBMCs ab
und umschlieRen die 5.-95. Perzentile. Die Klammern zeigen Minimum bis Maximum. Rechte Grafik:
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Die x-Achse zeigt die unterschiedlichen Zellen. Die y-Achse entspricht der relativen mittleren
Fluoreszenzintensitat. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. *** entspricht einem p-
Wert < 0,001. Die p-Werte wurden bestimmt mittels One Way ANOVA und Tukey post-hoc Test.
CTCs = circulating tumor cells, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells, MFI = Mean
Fluorescent Intensity. Die Aufnahmen zur Auswertung wurden mit dem Axioplan 2 imaging gemacht
mit einer VergréRerung von VergroRerung 40x.

3.3 Experimente zur Anreicherung

Zu Beginn der Etablierung eines Workflows zur Anreicherung wurden Experimente
zur Testung der verschiedenen Einflisse auf die ofCS-rVAR2 Bindung
durchgefuhrt. Fur die Experimente wurde die Lungenkarzinomzelllinie A549

verwendet.

3.3.1 Einfluss des Ablosepuffers auf die rVAR2 Bindeaffinitat

Da die Etablierung des Workflows anhand von Zelllinienzellen erfolgte, wurde
zunachst der Einfluss verschiedener Abldsepuffer auf die rVAR2 Affinitat mittels
Durchflusszytometrie geprift. Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, ist die Affinitat des
rVAR2 zu den A549 Tumorzellen nach Abldsung mit Trypsin signifikant vermindert
im Vergleich zu den Abldsepuffern Cell dissociation buffer (p = 0,048) und Accutase
(p = 0,046).
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Abb. 9: Einfluss des Ablosepuffers auf die rVAR2 Bindung (n = 2)

Die x-Achse zeigt die verschiedenen Ablésepuffer. Die y-Achse zeigt die mittlere
Fluoreszenzintensitat bei einer rVAR2 Konzentration von 100 nM. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf Trypsin. * entspricht einem p-
Wert < 0,05. Die p-Werte wurden bestimmt mittels One Way ANOVA und Tukey post-hoc Test.
MFI = Mean Fluorescent Intensitiy.
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3.3.2 Einfluss von CellSave auf die rVAR2 Bindeaffinitat

Fir die Analyse von zirkulierenden Tumorzellen werden haufig CellSave
Blutentnahmerdhrchen genutzt, da diese die CTCs stabilisieren und das Versenden
von Blutproben mit einer spateren Prozessierung ermdglichen. Dies ist
beispielsweise in Multicenterstudien von groRem Nutzen. A549 Zelllinienzellen
wurden fur 24 h sowie fur 1 h in CellSave Roéhrchen gelagert, mit rVAR2 inkubiert
und mit dem Antikorper anti-penta His Alexa Fluor 488 fluoreszenzmarkiert. Als
Vergleich wurden A549 Tumorzellen sofort geerntet und fur das Experiment
verwendet. Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, hat der Verbleib der Tumorzellen in
CellSave fur 24 h einen negativen Einfluss auf die Bindeaffinitat des rVAR2
Proteins. Es besteht kein Unterschied zwischen einer direkten Analyse der A549
Tumorzellen und dem Verbleib der A549 Tumorzellen fur 1 him CellSave Rohrchen.
Die MFI der A549 Zellen ohne CellSave sowie nach 1 him CellSave ist im Vergleich
zu der MFI der A549 Zellen 24 h im CellSave signifikant héher (p < 0,001).

1.5-
-o- ohne CellSave
- nach 1h
E 1.0- F —+— nach 24 h
o
2
E ok
§ 0.51
0.0 1 4}

0 1(')0 200 360 400
rVAR2 [nM]

Abb. 10: Einfluss von CellSave auf die rVAR2 Bindung (n = 3)

Die x-Achse zeigt die verschiedenen rVAR2 Konzentrationen in nM. Die y-Achse zeigt die relative
mittlere Fluoreszenzintensitat. Die Ergebnisse der MFI der A549 Zellen unter verschiedenen
Bedingungen wurden in Relation zu der MFI bei einer rVAR2 Konzentration von 200nM der A549
Zellen ohne CellSave Einfluss gesetzt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die
Signifikanz-Niveaus beziehen sich auf die A549 Zellen 24h im CellSave. *** entspricht einem p-
Wert < 0,001. Die p-Werte wurden bestimmt mittels Two Way ANOVA und Bonferroni’'s multiple
comparisons test. MFI = Mean Fluorescent Intensity. nM = Nanomolar. rVAR2 = recombinant Variant
Surface antigen 2. h = Stunde.

3.3.3 Bindung der Beads an Tumorzellen
Zu Beginn der Etablierung des Workflows fur die Anreicherung wurde getestet, ob

die magnetischen Beads unspezifisch an die Tumorzellen binden (Abb. 11).
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Zunachst wurden A549 Zelllinienzellen mit rVAR2 gebundenen Dynabeads M-450
Epoxy inkubiert. Zur Kontrolle wurde ebenfalls A549 Zelllinienzellen mit den Beads
ohne rVAR2 inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Beads bei einer
Bindung von rVAR2 an den Zellen in Form kleiner Rosetten um die Zellen legen.
Ohne rVAR2 binden die Beads nicht unspezifisch und richten sich nicht an den

Zellen aus.
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Abb. 11: Bindung der Beads an Tumorzellen

Die obere Bildzeile zeigt die Inkubation der Beads mit A549 Zelllinienzellen ohne rVARZ2 im Bright
field und die mittels DAPI gefarbten Zellkerne. Die untere Bildzeile zeigt die Bindung der rVAR2
gebundenen Beads an den Tumorzellen im Bright field und die mittels DAPI gefarbten Zellkerne.
Weilter Grofdenbalken 2 50 uym. Vergrofierung 40x. Die Aufnahmen wurden mit dem CellCelector
gemacht. r'VAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2.

3.3.4 Vergleich verschiedener rVAR2 Proteine
Das Protein VAR2CSA wird zur Anreicherung von CTCs in rekombinanter Form
genutzt. Das rekombinante Protein ist in seiner Form auf die minimale ofCS-

Bindungsregion beschrankt (Abb. 12).

VAR2CSA
DBL1 llDlI DBL2 IIDZaIIDZbI DBL3 I pea | DBLs I DBL6 ]
rVAR2
DBL1-ID2a
ID1-1D2a

Abb. 12: Gegeniiberstellung VAR2CSA und rVAR2
Schematische Darstellung des Proteins VAR2CSA in seiner urspringlichen Lange. Darstellung
zweier r'VAR2 Proteine, welche auf die of CS-Bindungsregion reduziert sind. Modifiziert nach Sand
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et al. [64]. rVAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2. VAR2CSA = variant surface antigen 2
chondroitin sulfate A.

Es wurden die beiden rVAR2 Proteine anhand ihrer Kapazitat zur Anreicherung
getestet (Abb. 13). Die Anreicherung wurde mittels KingFisher und der indirekten
Methode mit 30 pyL Dynabeads Biotin Binder durchgefuhrt. Als Tumorzelllinie
wurden 500 Zellen A549 Zelllinienzellen verwendet, welche mittels CellTracker
Green vorgefarbt wurden. Die Tumorzellen wurden nach Erythrozytenlyse zu den

Zellproben gesunder Spender hinzugegeben.

Mit dem rVAR2 DBL1-ID2a (121kDa) konnte eine durchschnittliche
Wiederfindungsrate von 52,5 % + 9,14 % erreicht werden. Das kleinere rVAR2
Protein ID1-ID2a (71kDa) erreichte eine Wiederfindungsrate von 39,62 % + 6,73 %.
Die Wiederfindungsrate mittels des rVAR2 DBL1-ID2a ist signifikant hoher im
Vergleich zum rVAR2 ID1-ID2a (p = 0,028).

Far die weiteren Experimente der Anreicherung wurde daher das rVAR2 DBL1-ID2a
ausgewahilt.
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Abb. 13: Vergleich unterschiedlicher rVAR2 Proteine (n = 5-6)

Die x-Achse zeigt die verschiedenen rekombinanten rVAR2 Proteine: rVAR2 121kDA (n=6), r'VAR2
71kDA (n=5). Die y-Achse zeigt die Wiederfindungsrate in %. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. * entspricht einem p-Wert < 0,05. Der p-Wert wurde mittels t-Test bestimmt.
%= Prozent, kDA = Kilodalton, r'VAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2.

Um die magnetischen Beads - CELLection Biotin Binder Dynabeads und Biotin
Binder Dynabeads - mit rVAR2 zu beschichten, wird flr die Anreicherung ein

Protein-Linker verwendet, das sogenannte SpyC Protein.
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Es wurden die Wiederfindungsraten bei verschiedenen SpyC-Verhaltnissen bei
gleichbleibender rVAR2 Konzentration von 200 nM rVARZ2 in der Zellprobe getestet
(Abb. 14). Hierfur wurden mit CellTracker Green vorgefarbte A549
Tumorzelllinienzellen verwendet. Die Anreicherung wurde mittels indirekter
Methode und 30 pL Dynabeads Biotin Binder am KingFisher durchgefuhrt. Es
lassen sich mit den Verhaltnissen 1,4:1 (66,87 £ 7,52%) und 1,2:1 (66,13% £ 5,02%)
héhere Wiederfindungsraten erzielen als mit einer hdheren SpyC Konzentration im
Verhaltnis 1:1 (57,69 = 11,66%) und 1:1,2 (51,45% £2,98). Es konnte gezeigt
werden, dass eine hohere Konzentration an SpyC im Verhaltnis zum rVARZ2 zu einer

signifikant geringeren Wiederfindungsrate flhrt (p = 0,037).

Fir die weiteren Experimente der Anreicherung wurde das rVAR2 zu SpyC

Verhaltnis 1,2:1 gewahlt.
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Abb. 14: Vergleich unterschiedlicher rVAR2 zu SpyC Verhiltnisse (n =2 - 5)

Die x-Achse zeigt die verschiedenen rVAR2 zu SpyC Verhaltnisse: 1,4:1 (n=2), 1,2:1 (n=5), 1:1
(n=5), 1: 1,2 (n=5). Die y-Achse zeigt die Wiederfindungsrate in %. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. * entspricht einem p-Wert < 0,05. Die p-Werte wurden bestimmt mittels One
Way ANOVA und Tukey post-hoc Test. % = Prozent, rVAR2 = recombinant Variant Suface antigen 2.

3.3.5 Vergleich KingFisher, IsoFlux und Anreicherungsmethoden

Die Anreicherungsmethoden lassen sich in direkt, indirekt, doppelt indirekt und
semi-indirekt unterscheiden (Abb. 15). Die Experimente wurden mit CellTracker
Green vorgefarbten A549 Tumorzelllinienzellen durchgefihrt, welche nach der

Erythrozytenlyse von gesundem Spenderblut zu der Zellprobe hinzugeflgt wurden.

Die Eigenschaften der unterschiedlichen Beads werden im Material und Methoden
Teil beschrieben (2.2.11).
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Die direkte Methode beschreibt die Anreicherung von Tumorzellen mittels
biotinyliertem rVAR2 Protein, welches an die magnetischen Beads bindet. Das
rekombinante Protein besitzt ein SpyTag Peptid, welches eine kovalente Bindung
zu dem sogenannten biotinyliertem SpyC Protein eingehen kann. Durch dieses
Verbindungsprotein kann rVAR2 an die Beads binden. Bei der direkten Technik
werden zunachst rVAR2 und das SpyC Protein inkubiert. In einem nachsten Schritt
werden das Protein rVAR2 und das an ihm gebundene SpyC Protein mit den Beads
inkubiert. Die so mit r'VAR2 ummantelten Beads konnen dann zu der aufbereiteten
Probe hinzugegeben werden. Eine Ausnahme bilden die Dynabeads M-450 Epoxy,
welche rVARZ2 ohne Linker direkt binden konnen. Bei der indirekten Technik wurden
zunachst die aufbereiteten Zellen mit rVAR2 und dem an ihm gebundenen SpyC
Protein inkubiert und im nachsten Schritt die Beads hinzugefugt. Die doppelt
indirekte Methode beschreibt die Bindung des rVAR2 zuerst an die Zellen. In einem
zweiten Schritt wird das SpyC Protein hinzugegeben. Erst nach erneuter Inkubation
werden zum Schluss die Beads hinzugegeben. Die semi-indirekte Methode
beschreibt ebenso eine initiale Bindung des rVAR2 an die Zellen. Wahrenddessen
werden die Beads mit dem SpyC Protein inkubiert. Danach erst werden die mit SpyC

beladenen Beads zu den rVAR2 gebundenen Zellen hinzugegeben.
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Direkte Indirekte Doppelt indirekte Semi-indirekte

Anreicherungsmethode Anreicherungsmethode Anreicherungsmethode Anreicherungsmethode
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Abb. 15: Anreicherungsmethoden

Der obere Abschnitt der Grafik zeigt die Aufbereitung der Beads und der Zellprobe nach den
einzelnen Anreicherungsmethoden. Zuletzt folgt die magnetische Anreicherung. SpyC = SpyCatcher
Protein. rVAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2. PBMC = Peripheral blood mononuclear
cell.

FUr die Etablierung eines geeigneten Workflows wurden die vorgestellten
Anreicherungsmethoden, die Anreicherung mittels IsoFlux und KingFisher sowie die
Anreicherung mit Beads verschiedener Hersteller und unterschiedlicher Mengen
gegenubergestellt (Abb. 16). Die p-Werte der Abbildung 16 zeigt Tabelle 7.

Der IsoFlux erreichte seine hdochste Wiederfindungsrate von 40,9 % = 3,39 %
mittels direkter Methode und 30 pL Dynabeads Biotin Binder. Insgesamt zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der indirekten und direkten
Anreicherungsmethoden am IsoFlux mit den CELLection Biotin Binder Dynabeads

sowie den Dynabeads Biotin Binder in den Konzentrationen 6,3 uL und 30 pL.

Die insgesamt hdchste Wiederfindungsrate von 67,33 % £ 11,64 % konnte mittels
indirekter Methode am KingFisher mit 30 uL Dynabeads Biotin Binder erreicht
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werden. Der Anstieg der Wiederfindungsrate, bei Gebrauch von 30 yL Dynabeads
Biotin Binder mittels indirekter Anreicherungsmethode beim KingFisher von
67,33 % £ 11,64 %, im Vergleich zum IsoFlux von 27,05 % * 20,86 %, ist signifikant
(p = 0,007). Vergleicht man die direkte Methode mit der indirekten Methode am
KingFisher, zeigt sich eine Zunahme der Wiederfindungsrate bei der indirekten
Methode. Die Wiederfindungsrate mit den Dynabeads Biotin Binder, bei einer
Konzentration von 6,3 uL (direkt 10 % + 7,44 %, indirekt 40,5 % 18,69 %), steigt
bei der indirekten Anreicherungsmethode signifikant (p= 0,022). Die
Wiederfindungsrate mit 30 yL Dynabeads Biotin Binder bei der direkten
Anreicherungsmethode betragt 40,13 % + 22,12 % und steigt bei der indirekten
Anreicherungsmethode auf 67,33% = 11,64%. Es zeigt sich eine signifikant
geringere Tumorzellanreicherung bei Gebrauch von 60 uL Dynabeads Biotin Binder
(30,95 % £ 12,8 %, p = 0,024), Anwendung der doppelt indirekten Methode
(1,25 % = 1,49 %, p < 0,001) und bei der semi-indirekt Methode (4,73 % + 2,77 %,
p < 0,001) mit 30 yL Dynabeads Biotin Binder im Vergleich zur indirekten Methode
mit 30 yL Dynabeads Biotin Binder. Die Dynabeads Biotin Binder zeigen weiterhin
keine unspezifische Bindung, da es bei einem Anreicherungsversuch ohne rVAR2
und SpyC Protein zu kaum einer Tumorzellanreicherung (Wiederfindungsrate
0,07 % £ 0,1 %) kommt. Fir die Etablierung des Workflows wurde die indirekte

Anreicherungsmethode mit 30 uL Dynabeads Biotin Binder am KingFisher gewahlt.
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Abb. 16: Vergleich zwischen IsoFlux, KingFisher, direkt, indirekte, doppelt-indirekte
und semi-indirekte Anreicherung sowie Beads (h = 2 - 6)

Auf der x-Achse sind die verschiedenen Anreicherungsmethoden aufgetragen. Diese sind nach
Beads, Menge der Beads sowie Gerat geordnet. IsoFlux: Epoxy (n=4), CELLection direkt (n=3),
CELLection indirekt (n=3), DBB 6,3uL direkt(n=2), DBB 30uL direkt (n=2), DBB 6,3pL indirekt (n=2),
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DBB 30pL indirekt (n=2), KingFisher: Epoxy (n=4), CELLection direkt (n=6), CELLection indirekt
(n=6), DBB 6,3uL direkt (n=4), DBB 30uL direkt (n=4), DBB 6,3pL indirekt (n=4), DBB 30uL indirekt
(n=4), DBB 60pL indirekt (n=2), DBB ohne rVAR+SpyC (n=2). Die verschiedenen
Anreicherungsmethoden sind nach Farbe in weil3 = direkte Methode, schwarz = indirekte Methode,
hellgrau = doppelt indirekte Methode, dunkelgrau = semi-indirekte Methode geordnet. Die y-Achse
zeigt die Wiederfindungsrate in Prozent. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die p-
Werte dieser Abbildung zeigt Tabelle 7. DBB = Dynabeads Biotin Binder. SpyC = SpyCatcher
Protein. r'VAR2 = recombinant Variant Surface antigen 2. % = Prozent.
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p-Werte der Abbildung 16

Tabelle 7
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Die p-Werte wurden bestimmt mittels One Way ANOVA und Tukey post-hoc Test. Rot

Legende

Dynabeads Biotin Binder. s.-i. = semi-indirekt.

hinterlegte Felder zeigen signifikante p-Werte. DBB =

d.i.

doppelt indirekt.
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3.3.6 Anreicherung Brustkrebszelllinienzellen

Die hochste Wiederfindungsrate der A549 Tumorzellen konnte mittels indirekter
Methode und 30 pL Dynabeads Biotin Binder am KingFisher erreichen werden. Um
diesen Workflow auch fur spatere Brustkrebszellanreicherungen zu validieren,
wurden die  Anreicherungsraten der verschiedenen  Subtypen der
Brustkrebszelllinien bestimmt (Abb. 17). Die mit CellTracker Green vorgefarbten
Tumorzelllinienzellen wurden nach der Erythrozytenlyse gesunden Spenderbluts zu
der Zellprobe hinzugegeben. Die Anreicherung der Brustkrebszelllinienzellen MDA-
MB-231 (73,5 % % 7,67 %), BT-474 (69 % * 6,27 %) sowie MCF7 (44,09 % =
6,94 %) waren mit ihrer mittleren Anreicherungsrate im Vergleich zu den A549
Tumorzelllinienzellen mit einer Anreicherungsrate von 67,86 % + 15,07 % nicht
signifikant hoher. Die Anreicherungsrate der A549 Zelllinienzellen war im Vergleich
zur mittleren Anreicherungsrate der SK-BR-3 Zellen von 42,2 % * 3,62 % signifikant
héher (p = 0,03). Die Wiederfindungsraten der MDA-MB-231 Zelllinienzellen ist mit
73,5 % = 7,67 % signifikant hdher im Vergleich zu den Wiederfindungsraten der
Zelllinien SK-BR-3 (42,2 % + 3,62 %, p = 0,013) und MCF7 (p = 0,039). Die
Wiederfindungsrate der Zelllinie BT-474 ist im Vergleich zu den SK-BR-3
Zelllinienzellen ebenfalls signifikant hoher (p = 0,024).
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Abb. 17: Vergleich der Anreicherung verschiedener Tumorzelllinien (n =2 - 4)
Die x-Achse zeigt die verschiedenen Tumorzelllinien: A549 (n=4), MDA-MB-231 (n=3), SK-
BR-3 (n=3), MCF7 (n=2), BT-474 (n=4). Die y-Achse zeigt die Wiederfindungsrate in
Prozent. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. * entspricht einem p-Wert < 0,05.
Die p-Werte wurden bestimmt mittels One Way ANOVA und Tukey post-hoc Test. % = Prozent.
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3.3.7 Workflow zur Anreicherung von CTCs

Fir den finalen Workflow wurde sich, aufgrund der genannten Ergebnisse, fur die
indirekte Anreicherungsmethode entschieden (Abb. 18). Die Proteine rVAR2 und
SpyC werden zusammen inkubiert. Parallel werden die Erythrozyten der
Patientenprobe lysiert und gewaschen. Der rVAR2-SpyC Komplex wird mit der
aufgereinigten Patientenprobe inkubiert. Die Dynabeads Biotin Binder werden
ebenfalls gewaschen, bevor sie der r'VAR2-Zellsuspension hinzugegeben werden.
Zuletzt werden die Zellproben zur Anreicherung in die Mikrotitrierplatte des

KingFishers geladen und mittels magnetischer Stabe angereichert.

rVAR2 ’ =
+ Erythrozyten- t
\/ lysepuffer

Inkubation 1h 5 mL Patientenprobe Dynabeads Biotin Binder

l Waschschritte

<> 1VAR2
— Zellprobe &i

\ LyseundWaschschfitt/
’ \:/

rVAR2

'VAR2+SpyC 600 L Zellprobe

Inkubation 30 min \

‘m®'+ O(

30 UL Dynabeads Biotin Binder

Inkubation 30 min

-
O< i ‘ und Waschschritte

|

Anreicherung mittels KingFisher

Abb. 18: Graphische Darstellung des Workflows zur Anreicherung von CTCs

Der finale Workflow ist im Anhang dargestellt.
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4 Diskussion

4.1 Vorbemerkung

CTCs werden als metastatische Vorlauferzellen betrachtet und es Iasst sich in ihrer
Anzahl auf eine Tumorprogression sowie in ihren Eigenschaften auf eine
Tumorheterogenitat schlieBen. CTCs etablieren sich immer mehr als wertvolles
Mittel zur Optimierung personalisierter Therapieregime von metastasierten
Mammakarzinompatientinnen. Aufgrund ihrer Seltenheit werden hochsensitive und
spezifische Methoden fur die CTC-Anreicherung und Detektion vor einem hohen
Hintergrund an peripheren mononuklearen Blutzellen bendtigt. In den letzten Jahren
wurden viele Marker-abhangige und -unabhangige Verfahren zur CTC-
Anreicherung entwickelt. Nach wie vor dominiert die Marker-abhangige
Anreicherung mittels anti-EpCAM Antikdrper mit dem CellSearch. Aufgrund der
Herunterregulierung epithelialer Marker bleibt zu vermuten, dass EpCAM-
abhangige Anreicherungsmethoden Subpopulationen von CTCs, mit einem eher
mesenchymalen Phanotyp, nicht isolieren. Weiterhin ist der Einfluss der EpCAM-
negativen CTCs auf die metastatische Tumorausbreitung nicht abschlielend
geklart. Daher ist es zur Verbesserung des Therapiemanagement sowie des
Therapiemonitorings von besonderem Interesse moglichst alle CTC-Subgruppen zu
isolieren. Um diese EpCAM-Abhangigkeit zu Uberwinden, werden alternative

Zielstrukturen fur eine effizientere CTC-Anreicherung gesucht [71].

In den vorausgegangenen Publikationen von Salanti et al. und Agerbaek et al.
konnte bereits gezeigt werden, dass ofCS eine ideale Zielstruktur fur die
Anreicherung von CTCs darstellen kann. Es ist auf nahezu allen malignen
Tumorzellen vorhanden und wird nicht durch die EMT herunterreguliert. Fur die
CTC-Anreicherung stellten sie einen Workflow zur Verfugung, der eine
Anreicherung anhand der ofCS-rVAR2 sowie der Bindung des rVAR2 an
magnetische Beads moglich macht. Zur Anreicherung wurde der IsoFlux

verwendet [61].

Auf Grundlage dessen war es das Ziel fir das Labor der Frauenklinik am
Universitatsklinikum Ddusseldorf, einen optimierten, robusten Workflow fur die
Anreicherung von CTCs aus dem Blut von metastasierten

Mammakarzinompatientinnen zu entwickeln.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 rVAR2 Bindeaffinitat und Anreicherung der Zelllinienzellen
Zunachst wurde die Spezifitat der rVAR2-Bindung an unterschiedliche
Brustkrebszelllinienzellen sowie PBMCs Uberprift. Es konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen der mittleren Fluoreszenzintensitat der PBMCs und der
Brustkrebszelllinienzellen festgestellt werden. Auch die Fluoreszenzintensitat der
Brustkrebszelllinien divergiert untereinander. So lassen sich fur die
Brustkrebszelllinien SK-BR-3 und MDA-MB-231 eine hdohere mittlere
Fluoreszenzintensitat feststellen als fur die Zelllinien MCF7 und BT-474.
Interessanterweise korrelieren diese Ergebnisse nur bedingt mit den Ergebnissen
der Wiederfindungsraten der unterschiedlichen Zelllinienzellen. So lassen sich hier
fur die Brustkrebszellinien MDA-MB-231 sowie BT-474 die hochsten
Wiederfindungsraten erreichen. Ahnliche Resultate konnten ebenfalls von Sand et
al. beobachtet werden [64]. Als mdgliche Erklarung der unterschiedlichen
Wiederfindungsraten der Zelllinien wurden Unterschiede in der ofCS-Expression,
Vorhandensein oder Zuganglichkeit angenommen. Da ofCS auf einer grof3en
Varianz an Chondroitin sulfate proteoglycans (CSPG) vorhanden ist, welche auf den
verschiedenen Zelllinienzellen unterschiedlich exprimiert werden, kann der Grund
fur die Abweichungen der Anreicherungseffizienz komplex sein. Auch zeigten bei
Sand et al. die Ergebnisse der Anreicherung keine Korrelation zu den Ergebnissen
der Fluoreszenzmessung in der Durchflusszytometrie [64]. Eine geringe
Fluoreszenzintensitat in der Durchflusszytometrie der Zelllinie BT-474 kdnnte mit
einer geringeren Expression des ofCS erklart werden. Im Kontrast dazu steht die
mit 69 % * 6,27 % hohe Wiederfindungsrate. Andersherum kann die hohe mittlere
Fluoreszenz der Zelllinie SK-BR-3, im Vergleich zu der eher niedrigeren
Wiederfindungsrate von 42,2 % * 3,62 %, daher ruhren, dass manche CSPGs
bestimmter Zelllinien mehr mit Blutbestandteilen interagieren oder durch die
Probenprozessierung beeintrachtigt sind als andere Zelllinien. Die Zelllinie MDA-
MB-231 ist eine EpCAM gering exprimierende Zelllinie (Abb. 19), die hier in den
Experimenten eine hohe Fluoreszenzintensitat sowie mit 73,5 % + 7,67 % eine hohe
Wiederfindungsrate zeigt. Dies kdnnte einen grol3en Vorteil der Anreicherung von
CTCs mittels rVAR2 zeigen, da diese nicht auf EpCAM-Positivitat angewiesen sind.
Somit kann vermutet werden, dass auch die gering EpCAM exprimierenden oder
EpCAM negativen CTCs sich gut mittels r'VAR2-ofCS Bindung anreichern lassen.
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Abb. 19: EpCAM Expression in Brustkrebszelllinien

Die x-Achse zeigt die unterschiedlichen Tumorzelllinien. Die y-Achse zeigt die normalisierte
Transkriptexpression, nTPM= normalized transcripts per million. Die Grafik ist angelehnt an den
Daten aus ,The Human Protein Atlas”[72].

Die Experimente zur Anreicherung wurden nach Erythrozytenlyse durchgefiihrt, um
die Qualitat der Anreicherung selbst so wenig wie moglich zu beeinflussen und
vergleichbare Ergebnisse zu generieren. Weiterfuhrend muss auch ein Hinzugeben
der Zelllinienzellen vor der Erythrozytenlyse durchfihrt werden, um den Einfluss der
Lyse auf die Wiederfindungsraten zu bestimmen. Um noch verlasslichere Aussagen
uber die unterschiedlichen Wiederfindungsraten der verschiedenen Zelllinien treffen

zu kénnen, mussen weiterhin noch mehr Daten gesammelt werden.

Interessant ware es zu sehen, ob ebenfalls ein Unterschied in den
Wiederfindungsraten von Patientinnen-CTCs der verschiedenen Subtypen des
Primartumors besteht, da ein wichtiges Kriterium fur die Umsetzung des Workflows
in der Klinik ein universelles Vorhandensein der of CS-Zielstruktur und die sensitive

und spezifische Bindung des rVAR2 an ofCS ist.

Abschliel3end ist die Frage nicht geklart, wie hoch die Bindeaffinitat sein muss, um
eine stabile rVAR2-ofCS Bindung zu erreichen, damit eine mdglichst effiziente

magnetische Anreicherung stattfinden kann, ohne die Zellen zu verlieren.

Sand et al. verglichen ebenfalls die Wiederfindungsraten verschiedener
Tumorzelllinienzellen [64]. Hier zeigte sich, mittels indirekter
Anreicherungsmethode, eine sehr hohe Wiederfindungsrate unter anderem fur
A549 Tumorzelllinienzellen von 98 % [64], welche in dieser Arbeit lediglich mit einer
Wiederfindungsrate von 67,33 % + 11,64 % angereichert werden konnten. Ein

direkter Vergleich der Wiederfindungsraten zu den in dieser Arbeit generierten
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Daten ist nicht moglich, da einige Schritte im Workflow differieren. Zunachst wurde
in den Versuchen von Sand et al. lediglich 3 mL Spenderblut verwendet, was zu
einer geringeren Menge an PBMCs fuhrt und wiederum sowohl bei der
Anreicherung als auch bei der Auswertung durch einen geringeren Hintergrund von
Vorteil ist. Hier ist jedoch zu bertcksichtigen, dass in einem klinischen Setting eine
Menge an 3 mL Blut zu gering ware, um die seltenen CTCs verlasslich
anzureichern [73]. Das Spike-in der Tumorzellen geschah bei Sand et al. vor der
Erythrozytenlyse [64]. Da in dieser Arbeit die Wiederfindungsraten bei einem Spike-
in nach der Erythrozytenlyse generiert wurden, gilt es hier weitere Daten mit einem
Spike-in nach der Lyse zu generieren. Sand et al. verwendeten Sera-Mag
SpeedBeads (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom), welche sich unter
anderem im Durchmesser von nur 1 ym zu den hier verwendeten Dynabeads Biotin
Binder unterscheiden [64]. Des Weiteren erfolgte bei Sand et al. die Anreicherung
mittels eines nicht weiter spezifiziertem Magneten [64]. In dieser Arbeit wurde der
KingFisher zur Anreicherung verwendet. Wie hoch der Verlust an Tumorzellen
durch die Anreicherung mittels KingFisher und den zum Protokoll gehdrenden
Waschschritten ist, ist schwierig zu bestimmen. Insgesamt ist jedoch mit Hilfe des
KingFishers ein hoherer Durchsatz an Proben moglich und eine hohere Reliabilitat
bei verschiedenen durchfiihrenden Untersuchern gegeben. Die Auswertung erfolgte
bei Sand et al. mit Hilfe des Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader und der
Gen5 Software (beides BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutschland) zur
Differenzierung der angereicherten Tumorzellen [64]. In dieser Arbeit wurden die

Experimente zur Anreicherung manuell mit dem CellCelector ausgewertet.

4.2.2 Rahmenbedingungen

Zu Beginn der Etablierung eines Workflows ist es von Bedeutung die Anzahl
potenzieller Fehlerquellen im Experimentaufbau so gering wie moglich zu halten.
Mogliche Fehlerquellen und Einflussfaktoren auf die ofCS-rVAR2 Bindung sind zum
Beispiel Einflisse auf die Intaktheit des ofCS.

Bereits zu Beginn der Experimente mit Zelllinienzellen sind die Wachstumsdichte
der Zellen sowie deren Abldsepuffer von Bedeutung. Das Experiment der
Bindeaffinitat nach unterschiedlichen Abldsepuffern zeigt eine verminderte Affinitat
nach Ablosung der Zellen mittels Trypsin. Trypsin wirkt zerstorend auf die Struktur
des ofCS durch eine enzymatische Entfernung der Proteoglykane, mit denen die
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ofCS-Ketten verbunden sind [74]. Die stark proteinspaltende Wirkung beeinflusst
daher die Zielstruktur von rVAR2 und es wurde folglich zu einer verminderten
Anreicherung kommen. Der Cell Dissociation Buffer hingegen ist enzymfrei und I0st
die Zellen sanft ab, sodass die Zelloberflache intakt bleibt [75]. Auch eine Ablosung
mittels Accutase scheint die Bindeaffinitat des rVAR2 nicht zu beeinflussen.
Accutase enthalt zwar ebenfalls proteolytische Enzyme, diese sind jedoch nicht

tierischen Ursprungs und fihren zu einer héheren Uberlebensfahigkeit [76].

Die Medien der unterschiedlichen Blutabnahmerdhrchen bieten einen grolden
Einflussfaktor auf die Intaktheit der Zellen. Fir die schnelle Prozessierung von
Blutproben werden bei der Einzelzellanalyse haufig EDTA-Ro6hrchen verwendet. In
diesen sind die Zellen wie auch ihre Oberflachenstruktur nicht lange haltbar. Seit
der Einfuhrung des CellSearch stehen die CellSave Rohrchen zur Stabilisierung von
CTCs fur bis zu 96 h bei RT zur Verfugung [65]. Das Experiment zum Einfluss des
CellSave Mediums auf die rVAR2 Bindeaffinitat zeigt einen negativen Einfluss auf
die Bindeaffinitat und somit vermutlich auch auf die Wiederfindungsrate bei
langerem Verbleib der Zellen im CellSave Rohrchen. Mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit liegt dies an einer Zerstérung der Glycosaminoglykanketten
durch CellSave, die als Zielstruktur der rVAR2 Bindung gelten. Als Fixans ist
Paraformaldehyd (PFA) weit verbreitet. Die genaue Zusammensetzung des
CellSave Mediums ist nur dem Hersteller bekannt und daher dessen Einfluss auf
die zu isolierenden Zellen schwer abschatzbar. Es konnte gezeigt werden, dass
PFA zu einem Verlust von Epitopen fuhrt und sterisch den Zugang von Antikérpern
an ihre Antigene behindert [77]. Dies kdonnte zu einem Problem bei groferen
Multicenterstudien fihren, die auf einen Versand der Proben angewiesen sind. Eine
Alternative wirde das Einfrieren von Patientenproben darstellen. Franken et al.
konnten bereits zeigen, dass durch Kryopraservation die CTC-Qualitat und Viabilitat
nicht beeinflusst wird. Die EpCAM-abhangige Anreicherung von aufgetauten
Blutprodukten zeigten nur einen geringen Tumorzellverlust [78]. Ob Einfrieren eine
Maoglichkeit auch fir eine rVAR2-ofCS-abhangige Anreicherung darstellt, bleibt

weiter zu untersuchen.

4.2.3 Vergleich verschiedener rVAR2 Proteine
Das initiale Protein VAR2CSA wird von Erythrozyten exprimiert, welche mit
Plasmodium falciparum infiziert sind. Es dient eigentlich als Adhasionsprotein im
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Gefallsystem, um eine Eliminierung durch den Wirt zu umgehen. VAR2CSA bindet
einen bestimmten Typ Chondroitinsulfat auf den Synzytiotrophoblasten der
Plazenta und flUhrt somit zu einer Sequestration der Erythrozyten in das Gewebe
der Plazenta [59, 79]. Initial wurde es ndétig, die Binderegion des VAR2CSA genauer
zu definieren, um eine Impfung zu etablieren, bei der Antikorper sich gegen die
VAR2CSA Binderegion richten und somit eine plazentare Ubertragung von
Plasmodium falciparum auf das Kind verhindern. VAR2CSA ist ein grol3es Protein
(350 kDA) bestehend aus sechs Duffy binding-like (DBL) domains, eine Cystein-
reiche interdomain region zwischen DBL2X und DBL3X und eine Zahl an
interdomains [80]. Die minimale Chondroitin-Binderegion des VAR2CSA beinhaltet
DBL2X mit den flankierenden interdomains (ID) regions ID1 und ID2a [57, 80].

Die bestehenden Daten der Arbeitsgruppe Agerbaek et al. beruhen bisher auf dem
rekombinanten Protein DBL1-ID2a (121 kDa) [61]. Sand et al. verglichen das
bestehende rVAR2 Protein mit einem neuen rekombinanten rVAR2 ID1-ID2a,
welches kleiner ist (71 kDa) und andere Subfragmente umfasst. Beide Formen des
rVAR2 sind definiert als ofCS spezifisch und affin und haben einen SpyTag [64, 80].
Es konnte bei Sand et al. keine Uberlegenheit eines der Proteine festgestellt werden
[64]. In dieser Arbeit zeigte sich mittels indirekter Anreicherungsmethode sowie
30 uL Dynabeads Biotin Binder eine signifikant hohere Wiederfindungsrate der
A549 Tumorzellen mit dem rVAR2 DBL1-ID2a im Vergleich zum rVAR2 ID1-ID2a.

4.2.4 Vergleich verschiedener rVAR2 zu SpyCatcher Verhaltnisse

Die direkte Konjugation des rVAR2 Proteins an die magnetischen Beads, ohne die
Bindungskapazitat des rVAR2 an ofCS zu mindern, gestaltet sich schwierig. Um
dieses Problem zu umgehen, werden die magnetischen Beads mit rVAR2
beschichtet, indem ein Protein-Linker verwendet wird, der sogenannte SpyC. Das
Protein rVAR2 hat ein SpyTag Peptid, welches eine isopeptidische Verbindung mit
dem 13kDa grof’en SpyC Protein eingeht. Dieses SpyC Protein wiederum ist
biotinyliert. Dieser biotinylierte SpyC-rVAR2 Komplex wird an mit Streptavidin

uberzogenen Beads immobilisiert [61].

Agerbaek et al. verwendeten fiur die Anreicherung der CTCs ein rVAR2 zu SpyC
Verhaltnis von 1,2:1. Dieses Verhaltnis wurde unter direkter Anreicherungsmethode
getestet [61]. Da das bekannte rVAR2 zu SpyC Verhaltnis bisher nur fur die direkte
Anreicherung sowie mit anderen Beads getestet wurde, wurden unterschiedliche
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rVAR2 zu SpyC Verhaltnisse und deren Einfluss auf die Wiederfindungsrate unter
Verwendung von Dynabeads Biotin Binder und der indirekten Methode getestet. Die
Variation der Verhaltnisse ist bei gleichbleibender r'VAR2 Konzentration von einer
ansteigenden SpyC-Konzentration abhangig. Es zeigt sich deutlich, dass eine
geringere Konzentration an SpyC als rVAR2 zu einer hoheren Wiederfindungsrate
fuhrt.

Dies erscheint paradox, da mit weniger SpyC auch eine geringere Menge an rVAR2-
SpyC Komplexe gebildet werden kdnnen, die fur die Zellanreicherung zur Verfugung
stehen. rVAR2 wird zunachst mit SpyC inkubiert und daraufhin zur Zellprobe
gegeben. Nach erneuter Inkubation wird nicht gebundenes rVAR2 mittels dreier
Waschschritte abzentrifugiert. Durch diese Waschschritte wirde auch freies SpyC
entfernt werden. Freies SpyC kann durch seine fehlende ofCS-Bindungsstelle nicht
an Tumorzellen binden. Es stellt sich so die Frage, wieso eine héhere SpyC-
Konzentration im Verhaltnis zu rVAR2 zu einer signifikant schlechteren
Wiederfindungsrate fuhrt. Sand et al. konnten bei sehr hohen rVAR2-SpyC
Konzentrationen bei Verwendung der Sera-Mag SpeedBeads eine Bead-
Aggregation feststellen [64]. Dies wirde eine mdgliche Erklarung fur eine geringere
Wiederfindungsrate bei héherer SpyC-Konzentration darstellen. SpyC ist mehrfach
biotinyliert. Uberschiissiges SpyC, welches nicht an den SpyTag des rVAR2
gebunden hat und nach den Waschschritten in der Zellprobe verbleibt, kann an
verschiedenen Streptavidin-Bindestellen mehrerer Beads binden und so zu einer

Aggregation fuhren.

4.2.5 Etablierung von Beads und Anreicherungstechnik

Agerbzek et al. zeigten eine mdgliche CTC-Anreicherung verschiedener
Tumorentitaten wie Pankreas-, Leber-, Prostata- und Lungenkarzinom mittels
rVAR2-ofCS Bindung anhand des IsoFlux [61]. Der IsoFlux ist ein
semiautomatisiertes immunomagnetisches System, welches mittels Hersteller-Kit
eine EpCAM-abhangige, Bead-basierte CTC-Anreicherung ermoglicht. Durch das
Verwenden von Dynabeads M-450 Epoxy oder mit Streptavidin beschichteten
Beads kann ein hohes Mal an Flexibilitat bezuglich der Zielstruktur erreicht werden.
Der KingFisher wurde von Wu et al. erstmals zur Anreicherung seltener Zellen

verwendet [51]. Durch die flexible Einstellung des Protokolls und die Moglichkeit der
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Verwendung unterschiedlicher Beads, ist auch dieses System fur eine CTC-

Anreicherung mittels rVAR2-ofCS Bindung zu verwenden.

Die Wiederfindungsrate mittels Dynabeads M-450 Epoxy und dem IsoFlux-System
von vorgefarbten A549 Zelllinienzellen, die nach Erythrozytenlyse hinzugeflgt
wurden, ist mit einer Wiederfindungsrate von 13,53 % + 2,23 % vergleichsweise
gering. Im IsoFlux lassen sich vier Proben in einem Durchlauf zeitgleich analysieren.
Es zeigte sich, dass trotz gleicher Bedingungen und zeitgleichem Prozessieren der
Proben die Wiederfindungsraten teilweise stark voneinander abweichen. Eine
mogliche Erklarung bietet die ungerichtete Bindung des rVAR2 Proteins an die
Epoxidgruppen der Beads. Durch die ungerichtete Bindung kann eine Blockierung
der ofCS-Bindedomane des Proteins entstehen, die die Wiederfindungsrate der
Tumorzellen  minimiert. Auch der KingFisher zeigte eine geringe
Wiederfindungsrate mittels Dynabeads M-450 Epoxy von 8,25 % % 6,71 %.

Im Gegensatz zu den Dynabeads M-450 Epoxy erlauben die CELLection Biotin
Binder Dynabeads sowie Dynabeads Biotin Binder eine gerichtete Bindung des
Proteins. Das rVAR2 Protein besitzt einen SpyTag, an welches das biotinylierte
SpyC Protein binden kann. SpyC dient also als Linker zwischen rVAR2 und Bead
und wirde somit auch ein spateres Ablésen der angereicherten Zelle von den
Beads erleichtern. Der Unterschied zwischen den CELLection Biotin Binder
Dynabeads und den Dynabeads Biotin Binder liegt vor allem in der Gréfke. Wahrend
die CELLection Biotin Binder Dynabeads wie die anderen Beads einen
Durchmesser von 4,5 um haben, betragt der Durchmesser der Dynabeads Biotin
Binder nur 2,8 ym. Unter Verwendung der direkten Methode lassen sich zwischen
den Wiederfindungsraten der beiden Beads bei den Konzentrationen 4,5 pL
CELLection Biotin Binder Dynabeads und 6,3 yL Dynabeads Biotin Binder kaum
Unterschiede entdecken. Eine hohere Wiederfindungsrate mittels Dynabeads Biotin
Binder lassen sich erst bei der Konzentration von 30 uL sehen. Da vor allem ein
grolRerer Durchmesser der Beads eine hohere magnetische Kraft und somit eine
bessere Anreicherung bedeutet, stellt sich die Frage weshalb die CELLection Biotin
Binder Dynabeads den kleineren Dynabeads Biotin Binder keine Uberlegenheit
zeigen. Kleinere Beads werden daher auch eher zur Anreicherung von
Nukleinsauren oder Proteinen verwendet, wo hingegen mit den groReren 4,5 ym

bemessenden Beads eher Zellen angereichert werden. Eine mogliche Erklarung
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ware, dass die rVAR2 Bindung schwacher ist als eine Antikorperbindung. Aufgrund
dessen werden flr eine effektive Anreicherung mehr Bindungen bendtigt. Eine hohe
Anzahl an Dynabeads Biotin Binder kdnnen durch die geringe Gré3e mehr binden
und stellen somit eine groRere Oberflache mit mehr Bindungsmoglichkeiten zur
Verfugung. Weiterhin zeigen die CELLection Biotin Binder Dynabeads eine héhere
Autofluoreszenz, welche die Detektion der CTCs unter dem Fluoreszenzmikroskop
erschwert und ein weiteres Kriterium gegen das Verwenden der CELLection Biotin

Binder Dynabeads darstellt.

Die Dynabeads Biotin Binder wurden in unterschiedlichen Konzentrationen
verwendet. Wu et al. berechneten die Konzentration basierend auf der Grolze der
Beads im Fluxion IsoFlux CTC Enrichment Kit, welche einen Durchmesser von
4,2 ym besitzen. Es wurde die Oberflache der IsoFlux Beads berechnet und anhand
dessen die Menge der Thermo Fisher Dynabeads, in Abhangigkeit ihrer Grélie und
Konzentration nach Herstellerangaben, bestimmt. Die Menge von 6,3 uL
Dynabeads Biotin Binder sowie die ungefahr funffache und zehnfache Menge
wurden getestet [51]. Auf Grundlage dessen wurde sich fur die drei
unterschiedlichen Bead-Konzentrationen fir die Dynabeads Biotin Binder
entschieden. Die hoéchste Wiederfindungsrate konnte mit den Dynabeads Biotin
Binder bei 30 pL pro Patientenprobe erreicht werden. Sowohl die geringere Menge
von 6,3 uL als auch eine doppelt so hohe Konzentration von 60 yL flhrt zu einer
geringeren Wiederfindungsrate. Bei 60 uL Beads pro Probe zeigen sich verstarkt
Verklumpungen der Beads sowie eine erschwerte Detektion der Zellen im

Fluoreszenzmikroskop.

Fir die Etablierung eines rVAR2 gestitzten Workflows wurde sich fur die
Anreicherung mittels KingFisher entschieden. Bei der Anreicherung mittels IsoFlux
lieBen sich, trotz zeitgleicher Prozessierung von Proben unter denselben
Bedingungen, teilweise sehr heterogene Wiederfindungsraten erzielen. Auch
zeigten sich die angereicherten Zellproben mittels der kleineren Dynabeads Biotin
Binder meist verklumpt und schlechter auszuwerten. Die Zellprobe flie3t im IsoFlux
durch einen mikrofluidischen Kanal an einem magnetischen Feld vorbei. Hier
besteht nur eine, im Vergleich zum KingFisher, kurze Moglichkeit der mit Beads
beladenen Zellen an den Magneten zu binden. Hier wird eine Limitation des IsoFlux
mit den Dynabeads Biotin Binder gesehen, da durch den geringeren Durchmesser
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eine starkere magnetische Kraft auf die Beads wirken muss. Beim KingFisher
Protokoll lassen sich die Kontaktzeit zwischen Magnet und Probe individuell
einstellen und zeigen daher, auch bei den kleineren Beads, eine hohe

reproduzierbare Wiederfindungsrate.

4.2.6 Anreicherungsmethode

Die indirekte Methode ist dadurch definiert, dass der Ligand ohne Bead zuerst an
die Zielstruktur bindet. Diese Methode ist auch eine haufig angewandte Methode fur
die Depletion von Zellen. Die indirekte Methode zeigt sich von Vorteil, wenn die
Bindeaffinitat der Antikorper oder wie in diesem Fall des Proteins geringer ist und
die Zellen eine geringe Anzahl an Antigenen exprimieren [81]. Die Anreicherung im
KingFisher konnte mittels Dynabeads Biotin Binder und der indirekten Methode die
héchste Wiederfindungsrate erreichen. Auch Sand et al. konnten einen Anstieg der
Wiederfindungsrate mittels indirekter Methode im Vergleich zur direkten
Anreicherung aufzeigen. Es wird vermutet, dass freies rVAR2 Protein einen
besseren Zugang zu seiner Zielstruktur ofCS zeigt, als rVAR2 welches bereits an

den magnetischen Beads immobilisiert wurde [64].

Bei sowohl der doppelt indirekten wie auch der semi-indirekten Methode werden
r'VAR2 und SpyC erst zusammen inkubiert, wenn das rVAR2 bereits an den
Tumorzellen gebunden hat. Es kann vermutet werden, dass der Zugang des SpyC

durch die Immobilisation des rVAR2 vermindert ist.

4.3 Limitation der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit konnte ein neuer, EpCAM-unabhangiger Workflow flr die
Anreicherung von CTCs etabliert werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Anreicherung von Tumorzellen, insbesondere Brustkrebszelllinienzellen, mittels
rVAR2-ofCS Bindung modglich ist. In folgenden Studien muss jedoch die
Anwendbarkeit dieses Workflows zur Anreicherung und weiteren Isolation von
Patienten-CTCs gepruft werden. Weiterhin stellen sich technische Fragen zur
Weiterentwicklung des Workflows. Das Ablésen der magnetischen Beads nach
Anreicherung der Patientenzellen stellt eine Herausforderung dar. Weiterhin wurden
die Experimente der vorliegenden Arbeit mittels vorgefarbten Tumorzellen
durchgefuhrt. Es ergibt sich somit die Notwendigkeit ein Farbeprotokoll zu
entwickeln, welches alle angereicherten Patienten-CTCs als solche erkennt.
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4.4 Schlussbetrachtung und Ausblick

Diese Arbeit konnte zeigen, dass das Protein rVAR2 mit hoher Affinitat im Vergleich
zu PBMCs an die Brustkrebszelllinienzellen bindet. Es zeigt sich nicht nur eine
spezifische Bindung an die Zelllinienzellen, sondern auch eine spezifische Bindung
an Patienten-CTCs. Aufgrund der noch wenig bekannten Zielstruktur ofCS wurden
zu Beginn &ulere Einflisse auf eine negative Auswirkung auf die rVAR2
Bindeaffinitat getestet. Bei der Versendung von Patientenproben in CellSave
Roéhrchen, wie es fur Multicenterstudien wie zum Beispiel den DETECT Studien
durchgefuhrt wird, ist mit einer schlechteren Wiederfindungsrate zu rechnen, je
langer die Proben im CellSave Medium verweilen. Die Erythrozytenlyse stellt die
Separationslosung der Wahl dar. Nach Test des IsoFlux sowie KingFishers mit
unterschiedlichen  Anreicherungsmethoden  sowie Beads und deren
Konzentrationen, wurde die hdchste Wiederfindungsrate mittels KingFisher und
30 uL Dynabeads Biotin Binder erreicht. Weiterhin wurde der Einfluss von in der
GrolRe variierenden rVAR2 Proteinen getestet und aufgrund der hoheren
Wiederfindungsrate sich fur das 121 kDa Protein DBL1-ID2a entschieden. Da die
Dynabeads Biotin Binder sich als die effektivsten Beads flr die Anreicherung
herausstellten, musste ein biotinyliertes SpyC Protein verwendet werden. Das
Verhaltnis von rVAR2-Protein und SpyC mit der hdchsten Wiederfindungsrate
betrug 1,2:1. Mittels des etablierten Workflows lieRen sich Zelllinien aller
Brustkrebssubgruppen anreichern. Die EpCAM gering exprimierende Zelllinie MDA-
MB-231 zeigt interessanterweise die hochste Wiederfindungsrate mittels rVAR2.
Ein grof3er Vorteil ware somit, mittels rYAR2 CTCs ohne epitheliale Marker und
hiermit eine gréRere Subpopulation an CTCs von moglicherweise aggressiverer und
invasiverer Natur zu isolieren [71]. Weiterhin kénnte die rVAR2-0ofCS Bindung nicht
nur zur Detektion und zu Isolationszwecken dienen. Bang et al. konnten die Bindung
des rVAR2 an potenziell therapierelevante CSPGs in Gliompatienten zeigen [82].
Somit kdnnte rVAR2 ebenfalls zur Identifikation moglicher Biomarker fur eine
weitere Targeted Therapy dienen. Eine weitere Analyse der Bindungsziele des
rVAR2 Proteins auf Brustkrebszellen ist hierflir unumganglich. Basierend auf dem
molekularen Profil der CTCs und der Informationen des Primartumors, ist es das
Ziel eine mdglichst effektive, personalisierte Therapie zu entwickeln. Franken et al.
konnten bereits in einer Longitudinalstudie anhand einer Indexpatientin zeigen,

dass eine Therapiewahl, basierend auf dem Mutationsstatus kombiniert mit einer
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weiteren multiparametrischen Charakterisierung von CTCs, zu einer signifikanten
Reduktion an CTCs und einer Stagnation der Tumorprogression der
Mammakarzinompatientin flhrt [83]. Sicherlich sind weitere Studien mit gréfierem

Patientenkollektiv sowie Studien hinsichtlich klinischer Praktikabilitat notwendig.
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6 Anhang

Workflow zur Anreicherung von CTCs

1. Vorbereitung rVAR2
1.1.Mische rVAR2 und SpyC in einem Verhaltnis von 1,2:1 durch vorsichtiges
auf und ab pipettieren, Konzentration des rVAR2 sollte 200 nM in 600uL
Zellprobe entsprechen
1.2. Inkubation fir 1h bei RT
1.3. Pipettiere biotinyliertes rVAR2 zu der 600 pL Zellprobe in den Protein LoBind
Tube (nach Schritt 2.8), berucksichtige Konzentration des rVAR2 nach
Charge, um 200 nM in 600 uL Zellprobe zu erhalten
2. Vorbereitung der Blutprobe
2.1.Pipettiere 5 mL der Blutprobe + 45 mL des Erythrozytenlysepuffers in ein
Falcon Ro&hrchen, mische durch Invertieren des Falcon Rdhrchens,
Inkubation fir ca. 10 min bei RT bis die Probe transparent ist nach Lyse
2.2. Zentrifugiere bei 400 g, 8 min, 20°C
2.3.Uberstand abnehmen, I6se das Zellpellet durch Ziehen liber ein Rack
2.4.6ml PBS auf das geloste Zellpellet pipettieren
2.5.Wiederhole Schritt 2.2. und 2.3.
2.6.Zellpellet in 500 uL PF10 resuspendieren und in einen Protein LoBind Tube
uberflhren
2.7.Pipettenspitze beiseitelegen
2.8.100 uL PF10 in Falcon geben, Spitze wieder aufnehmen und Falcon und
Spitze mit 100 uL waschen und zum Protein LoBind Tube geben
3. r'VAR2-Zell-Bindung
3.1.Inkubation der Zell-Protein-Suspension fiur 30 min bei langsamer Rotation
bei 4°C
3.2. Zentrifugiere die Probe bei 350 g fir 8min bei 4°C
3.3.Uberstand abnehmen, ohne das Zellpellet zu beriihren
3.4.Resuspendiere das Pellet in 600 yL PF10
3.5. Wiederhole Schritt 3.2. bis 3.4 zwei Mal
4. Vorbereitung Dynabeads Biotin Binder
4.1. Transferiere 40 yL Beads in einen Protein LoBind Tube
4.2.Halte einen Magneten an eine Seite des Tubes, Pufferldosung abnehmen
4.3.Entferne den Magneten, fuge 1 mL PF Puffer hinzu um die Beads zu
waschen
4.4.Ziehe die Beads mittels Magneten durch den Puffer
4.5.Wiederhole Schritt 4.2 — 4.4
4.6.Halte einen Magneten an eine Seite des Tubes, Pufferldosung abnehmen
4.7.Entferne den Magneten und resuspendiere die Beads in 40 yL PF
4.8.Fluge 30 pL der Beads nach Schritt 3.5. zu der Zellprobe
4.9.Inkubiere Beads und Zell-Protein-Suspension bei langsamer Rotation fur
30min bei 4°C
5. Anreicherung KingFisher
5.1. Transferiere die Zellprobe in die Mikrotitrierplatte des KingFisher, lege die
Pipettenspitze zur Seite
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5.2.Pipettiere 100 uL PF10 in den Protein LoBind Tube und wasche diesen mit
der zuvor zur Seite gelegten Pipettenspitze, transferiere die 100 uL zu der
Probe

5.3. Pipettiere 600 uL PF10 als Waschpuffer ebenfalls in die Mikrotitrierplatte

5.4.Die Anreicherung mittels KingFisher erfolgt nach eingestelltem Protokoll

5.5.Die angereicherten Zellen werden in 100 uL PF10 resuspendiert
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