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Zusammenfassung  

Das Mammakarzinom ist die häufigste Krebserkrankung der Frau und stellt 

außerdem insbesondere ab dem Stadium der Metastasierung die häufigste 

onkologische Todesursache der Frau dar. Als Vorläufer von Metastasen gelten 

unter anderem disseminierte Tumorzellen (DTCs) im Knochenmark. Da ein Teil 

der Mammakarzinome Androgenrezeptor (AR) – positiv ist, beschäftigt sich die 

aktuelle Forschung auch mit Studien zur Wirksamkeit einer zielgerichteten 

antiandrogenen Therapie beim Mammakarzinom. Interessant in dem Kontext ist, 

ob eine solche Therapie potenziell auch gegen DTCs als Surrogatmarker einer 

späteren Metastasierung greifen würde. Ob und wie häufig DTCs bei Patienten 

mit frühem Mammakarzinom den AR exprimieren, wurde allerdings bisher nicht 

untersucht.  

Im Rahmen dieser Studie wurden mit Hilfe einer Immunfluoreszenz-

Mehrfachfärbung Knochenmark (KM) - Proben von 77 Brustkrebspatienten auf 

das Vorhandensein von DTCs untersucht sowie deren AR-Status bestimmt und 

mit jenem des Primärtumors verglichen. Darüber hinaus erfolgte eine Analyse 

der klassischen klinisch-pathologischen Daten der in die Studie 

eingeschlossenen Patienten. im 

Von den 26 Patienten, bei denen DTCs in Rahmen dieser Arbeit gefunden 

werden konnten, wiesen 10 Patienten (38,5 %) mindestens eine AR-positive DTC 

auf. Bei Patienten mit mehr als einer detektierten DTC konnten teilweise AR-

positive und -negative DTCs detektiert werden. Der AR-Status des Primärtumors 

konnte bei 21 Patienten bestimmt werden, acht (38,1 %) der Primärtumore waren 

AR-negativ und 13 (61,9 %) der Primärtumore waren AR-positiv. Es zeigte sich 

zwischen dem AR-Status des Primärtumors sowie der DTCs kein signifikanter 

Zusammenhang (p=0,203, exakter Test nach Fisher). Ebenso zeigte sich kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen AR-Status der DTCs und den klassischen 

klinisch-pathologischen Faktoren der in die Studie eingeschlossenen Patienten.  

Insgesamt konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass DTCs einen AR 

exprimieren können und dieser nicht mit dem AR-Status des Primärtumors 



VI 
 

korreliert. Mögliche klinische und therapeutische Konsequenzen müssen in 

weiteren Studien ermittelt werden.  

Abstract 

Breast cancer is one of the most common types of cancer in women and is also 

one of the most common causes of death in women especially from the stage of 

metastasis.  Disseminated tumor cells (DTCs) in the bone marrow are one of the 

precursors of metastases. As some breast carcinomas are androgen receptor 

(AR) - positive, current research is also focusing on studies into the effectiveness 

of specific anti-androgen therapy in breast carcinoma. In this context it is of 

interest whether such a therapy would potentially affect DTCs as surrogate 

markers of later metastasis. However, whether and how frequently DTCs  in 

patients with early breast cancer express the AR has not yet been investigated. 

Using immunofluorescence multiple staining, bone marrow (BM) samples of 77 

breast cancer patients were analyzed for the presence of DTCs and 

determination of the AR status. The AR status of the DTCs was compared with 

that of the primary tumor. In addition, classical clinical-pathological data of 

patients included in this study were analyzed. 

DTCs could be found in 26 patients, 10 (38.5 %) of these DTC-positive patients 

had at least one AR-positive DTC in bone marrow.  In patients with more than 

one detected DTC, AR-positive and negative DTCs could be detected partially. 

The AR status of the primary tumor could be determined in 21 patients. Among 

these, 8 (38.1 %) primary tumors were AR-negative, while 13 (61.9 %) were AR-

positive. There was no significant correlation between the AR status of the 

primary tumor and the DTCs (p=0.203, Fisher's exact test). There was also no 

significant correlation between the AR status of the DTCs and the classic 

clinicopathological data of the patients included in this study. 

Overall, this study shows that DTCs can express the AR and that the AR status 

of DTCs does not correlate with the AR status of the primary tumor. Possible 

clinical and therapeutic implications need to be investigated. 
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Abkürzungsverzeichnis 
AGO  Arbeitsgemeinschaft für gynäkologische Onkologie 

AK  Antikörper 

AR  Androgenrezeptor 

CD45  Cluster of Differentiation 45 

CDK4/6i  Cyklin-abhängige Kinase 4/6 -Inhibitoren 

CK  Zytokeratin, Zytokeratin 

CTC  Circulating tumor cell / Zirkulierende Tumorzelle 

DAPI  4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DTC  Disseminated tumor cell/ Disseminierte Tumorzelle 

ER  Östrogenrezeptor 

FDA  Food and Drug Administration, Food and Drug Administration 

GnRH  Gonadotropin-Releasing-Hormon 

Her2  Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 

HR  Hormonrezeptor 

IRS  Immunreaktiver Score 

ISH  In-situ-Hybridisierung 

KM  Knochenmark 

MRD  Minimale Tumorresterkrankung 

NST  No special type/ ohne spezifischen Typ 

PBS  Phosphatgepufferte Salzlösung/ phosphate-buffered saline 

PD-L1  Programmed death-ligand 1 

PD-L2  Programmed death-ligand 2 

PEG  Polyethylenglycol 

PR  Progesteronrezeptor 

SD  Standartabweichung 

SOP  Standard Operating Procedure/ Standardvorgehensweise 

TNBC  triple-negativer Brustkrebs 

UICC-Stadium  Stadieneinteilung nach der Union internationale contre le 

cancer/ Internationale Vereinigung gegen Krebs 

Z.n.  Zustand nach 
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1 Einleitung  

1.1 Das Mammakarzinom  

1.1.1  Epidemiologie und Prognose 

Brustkrebs stellt mit jährlich etwa 74.000 neuerkrankten Frauen die häufigste 

Tumorerkrankung der Frau in Deutschland dar [1] und ist aktuell weltweit die 

häufigste krebsbedingte Todesursache bei Frauen [2]. Insgesamt ist durch die 

Therapiefortschritte eine deutliche Verbesserung der Überlebensraten der 

Erkrankten zu verzeichnen, die relative 5-Jahres-Überlebensrate bei Frauen in 

Deutschland beträgt 88 % [1]. Hierbei ist jedoch eine Verschlechterung der 

Überlebensraten mit steigenden Tumorstadien zu beobachten. Patienten mit 

UICC-Stadium IV,  welches Patienten mit Fernmetastasen beschreibt, haben mit 

einer relativen 5-Jahresüberlebensrate von 33 % die schlechteste Prognose [1, 

3].  

 

1.1.2  Risikofaktoren 

Es gibt viele verschiedene Faktoren, die die Wahrscheinlichkeit der Entstehung 

eines Mammakarzinoms beeinflussen. Insbesondere gelten hormonelle 

Einflüsse, wie eine frühe Menarche und eine späte Menopause, begünstigend für 

das Auftreten dieser Erkrankung. Multiparität und Stillen senken hingegen das 

Krankheitsrisiko [1].  

Auch genetische Faktoren können einen Einfluss auf die 

Erkrankungswahrscheinlichkeit haben. Insbesondere haben Patienten mit einer 

Mutation des BRCA1- oder BRCA2- Gens ein deutlich erhöhtes Risiko im Laufe 

ihres Lebens an einem Mammakarzinom zu erkranken [1, 4, 5]. 
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1.1.3  Histologie und Klassifizierung  

Leitliniengemäß erfolgt bei Diagnosestellung eines Mammakarzinoms in der 

klinischen Praxis die Bestimmung des histologischen Subtyps, des 

histologischen Differenzierungsgrads, des Hormonrezeptor (HR) – und des 

Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (Her2) - Status sowie des Ki-67-

Proliferations-Index. Die histologische Einteilung erfolgt nach der TNM-

Klassifikation [6].  

Histologisch können diverse Subtypen des Mammakarzinoms unterschieden 

werden. Mit einem Anteil von etwa 70 % stellt das invasive Karzinom ohne 

speziellen Typ (Invasive carcinoma of no special type, NST) den häufigsten 

Subtypen dar. Daneben werden 5 % bis 20 % der Mammakarzinome als invasiv-

lobuläres Karzinom klassifiziert. Ferner gibt es viele weitere Subtypen, die jedoch 

deutlich seltener sind [7–9]. Es werden drei Differenzierungsgrade beim 

Mammakarzinom unterschieden (G1: gut- differenziert, G2: mäßig-differenziert 

und G3: schlecht-differenziert). Der Differenzierungsgrad resultiert aus einem 

Score, in den die Beurteilung der  tubulären Strukturen, der Kernpolymorphie und 

der Mitoserate einfließen [6, 10, 11]. 

Daneben wird Brustkrebs nach der TNM-Klassifikation eingeteilt. Dieses System 

erfasst Informationen über die Ausdehnung des Primärtumors (T), sowie das 

Vorhandensein und die Ausdehnung von Lymphknoten (N) - und 

Fernmetastasen (M). Die Kategorisierung erfolgt in Rahmen einer 

Skaleneinteilung. Hierbei beschreibt 0, dass dieses Merkmal nicht nachgewiesen 

werden kann, steigende Werte hingegen beschreiben eine zunehmende 

Ausdehnung des Tumors in der jeweiligen Kategorie [3]. 

Gemäß den Leitlinien soll bei jedem Mammakarzinom immunhistochemisch der 

Östrogenrezeptor-Status (ER-Status) und der Progesteronrezeptor-Status (PR-

Status) bestimmt werden. Der Her2-Status soll ebenfalls detektiert werden, dies 

kann immunhistochemisch oder mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung (ISH) 

geschehen. Falls die bisherigen Charakteristika nicht für eine klare 

Therapieentscheidung ausreichen, kann leitliniengemäß darüber hinaus beim 

HR-positiven, HER2-negativen Mammakarzinom die Verwendung eines 

Multigentests erfolgen [6].  
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1.1.4  Metastasierung 

Bei 6 % der Patienten mit der Erstdiagnose eines Mammakarzinoms können 

bereits Fernmetastasen nachgewiesen werden [1]. Darüber hinaus werden bei 

25 % der Patienten im weiteren Verlauf, auch noch 15 bis 20 Jahren nach der 

Erstdiagnose, Metastasen detektiert. Hierbei werden 13 % der Fernmetastasen 

erst nach 10 Jahren entdeckt [12]. 

Eine mögliche Erklärung für die späte Metastasierung bietet das Phänomen der 

Tumorzelldissemination. Bei diesen disseminierten Tumorzellen (DTC) geht man 

davon aus, dass sie sich für Jahre bis Jahrzehnte in einer Ruhephase befinden 

können, bevor sie anschließend zu Metastasen heranreifen [13]. Im Kapitel „1.2 

Tumorzelldissemination“ wird im Rahmen dieser Arbeit näher auf dieses Thema 

eingegangen.  

Bezüglich des Zeitpunktes der Metastasierung werden aktuell zwei 

Haupttheorien diskutiert. Zum einen die Möglichkeit einer späten Metastasierung, 

die erst bei einem entsprechend großen Tumor erfolgt, hier wird vom linearen 

Modell gesprochen. Dem gegenüber steht die Möglichkeit einer Streuung von 

Zellen zu Beginn der Erkrankung und ein darauffolgendes paralleles Wachstum 

von Primärtumor und Metastase, dies wird auch als Parallelmodell bezeichnet 

[14]. Für das Parallelmodell spricht unter anderem die Beobachtung, dass Zellen, 

die den Tumor früh verlassen metastasierungsfähiger sind als Zellen, die in 

späteren Stadien der Erkrankung in die Blutbahn gelangen [15, 16]. 

 

1.1.5  Therapie  

Mammakarzinome ohne Fernmetastasen werden grundsätzlich kurativ 

behandelt. Hierbei wird abhängig vom Patientenalter, der Tumorgröße, der 

Tumorhistologie sowie dem HR- und dem HER2-Status des Tumors eine 

Kombination aus operativer, systemischen sowie Radiotherapie gewählt. Ab dem 

Stadium der Fernmetastasierung gilt das Mammakarzinom als unheilbar und wird 

in der Regel ab diesem Stadium palliativ behandelt [6, 17].  
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Da das Mammakarzinom schon in frühen Stadien als systemische Erkrankung 

verstanden werden kann, spielt hier insbesondere die systemische Therapie in 

Form von Chemo- und Hormontherapie sowie der Einsatz von Immun- und 

zielgerichteten Therapien eine Rolle [18, 19].  

Die Chemotherapie besteht gewöhnlicherweise aus der Gabe eines Taxans und 

eines Anthrazyklins. Die Hormontherapie wird nur beim HR-positiven 

Mammakarzinom angewendet. Hierbei hat sich bei der prämenopausalen 

Therapie die Gabe von Tamoxifen und bei postmenopausalen Patienten die 

Gabe eines Aromatasehemmers etabliert. Ebenfalls abhängig vom 

Rezeptorstatus ist eine gegen den Her2-Rezeptor gerichtete Therapie mit dem 

Antikörper (AK) Trastuzumab +/- Pertuzumab bzw. dem Antikörper-Drug-

Konjugat Trastuzumab-Emtansin (T-DM1) [6, 20].  

Eine signifikante Reduktion der Knochenmetastasierung bei postmenopausalen 

Frauen in frühen Brustkrebsstadien sowie eine Reduktion der krebsspezifischen 

Mortalität in dieser Patientengruppe konnte in einer Metaanalyse von 

randomisiert kontrollierten Studien durch die Gabe von Bisphosphonaten gezeigt 

werden [21]. 

Daneben zeigte sich durch den zusätzlichen Einsatz einer Immuntherapie mit 

dem „programmed cell death-1 receptor“ (PD-1) - Antikörper Pembrolizumab in 

einer Phase-3 Studie bei Patienten frühem TNBC eine signifikante Verbesserung 

der Gesamtüberlebenszeit [22]. Außerdem konnte hier ein von der PD-1-

Expression unabhängiges pathologisches Ansprechen beobachtet werden [23].  

Die Therapie mit jenen Antikörpern basiert auf der Erkenntnis, dass PD-1-

Rezeptoren in der Lage sind die T-Zell vermittelte Immunantwort zu inhibieren 

[24]. Die Aktivierung des PD-1, und somit auch der Immunantwort, erfolgt durch 

Bindung vom Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) oder dem Programmed 

cell death ligand 2 (PD-L2) [25, 26]. Beim TNBC empfiehlt die Kommission 

Mamma der Arbeitsgemeinschaft für gynäkologische Onkologie (AGO) die Gabe 

von Pembrolizumab zur (neo-)adjuvanten Chemotherapie ab cT2 oder bei 

Lymphknotenbefall [19]. 

Einen weiteren zielgerichteten Therapieansatz stellen die Poly-ADP-Ribose-

Polymerase (PARP-) Inhibitoren bei BRCA-mutierten Tumoren dar [27–30]. Bei 
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HR-positiven, HER2-negativen Mammakarzinomen sowie beim TNBC mit einer 

Mutation des BRCA-Gens in der Keimbahn wird die Gabe vom PARP-Inhibitor  

Olaparib in der Hochrisikosituation empfohlen [19]. Darüber hinaus werden die 

PARP-Inhibitoren Olaparib und Talazoparib zur Therapie des metastasierten 

Her2-negativen Mammakarzinoms bei Patientinnen mit einer BRCA-Keimbahn 

Mutation empfohlen [19, 31, 32].  

Ferner wird beim metastasierten bzw. Hochrisiko-frühem HR-positiven und Her2-

negativen Mammakarzinom die Gabe von Cyklin-abhängigen Kinase 4/6-

Inhibitoren (CDK4/6i) empfohlen. Außerdem spielt die Behandlung mit Lapatinib 

und Neratinib beim Her2-positiven Mammakarzinom sowie die Behandlung mit 

Angiogenese-Hemmer Bevacizumab beim metastasierten Mammakarzinom eine 

Rolle [19]. Daneben haben Antikörper-Drug-Konjugate einen zunehmenden 

Stellenwert bei der Behandlung einiger Mammakarzinomsubgruppen. 

Beispielsweise ist das Antikörper Drug-Konjugat Sacitucumab Govitecan bei 

Patienten mit inoperablem oder metastasiertem TNBC bzw. inoperablem oder 

metastasiertem  Her2-negativem und HR-positiven Mammakarzinom nach 

vorausgegangenen systemischen Therapien zugelassen [33, 34]. Darüber 

hinaus zeigten Phase-III-Studien beim metastasierten Her2-positiven 

Mammakarzinom ein erniedrigtes Risiko einer Tumorprogression und ein 

geringeres Sterberisiko bzw. beim Her2-low Mammakarzinom ein signifikant 

längeres progressionsfreies Überleben und Gesamtüberleben durch das 

Antikörper-Drug-Konjugat Trastuzumab-Deruxtecan [35, 36]. Das Medikament 

ist für gewisse vorbehandelte Patienten mit Her2-positiven oder Her2-low 

Brustkrebs in der inoperablen oder metastasierten Situation zugelassen [37, 38]. 

Her2-low Brustkrebs bezeichnet hierbei Mammakarzinome mit einer geringen 

Her2-Expression, die bisher als Her2-negativ definiert worden wären [39].  

 

1.2 Disseminierte Tumorzellen 

DTCs sind vom Primärtumor ausgehende isolierte Zellen, die im Knochenmark 

(KM) nachgewiesen werden können und zum Teil das Potenzial besitzen als 
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Minimale Tumorresterkrankung (MRD) auch noch nach einer Ruhephase von bis 

zu Jahrzehnten zu Metastasen zu werden [13, 40, 41].   

Neben den DTCs, die im KM nachgewiesen werden können, gehören auch 

zirkulierende Tumorzellen (CTCs) zur minimalen Resterkrankung. CTCs sind 

dabei vom Primärtumor ausgehende Zellen, die im Blut detektiert werden können 

[42].  

 

1.2.1  Epidemiologie und Prognose 

DTCs können bei 26 % bis 32 % aller primären Brustkrebspatienten zum 

Zeitpunkt der Erstdiagnose nachgewiesen werden [43–46]. Daneben sind auch 

bei einem Teil der Patienten nach einer abgeschlossenen Chemotherapie DTZs 

im KM nachweisbar [47, 48].  

Als MRD können DTCs auch noch nach einer Ruhephase von bis zu Jahrzehnten 

zu Metastasen werden [13, 40, 41]. Ihr Nachweis ist mit einer erhöhten lokalen 

Tumorlast und einer aggressiveren Tumorbiologie assoziiert, dies zeigt sich in 

einer erhöhten Rate  von ER- und PR-negativen und  Her2-positiven Tumoren 

sowie einem höheren Tumorgrad jener [46]. Außerdem stellt das Vorhandensein 

von DTCs einen unabhängigen prognostischen Marker beim Mammakarzinom 

dar. Demnach erlebten primäre Brustkrebspatienten mit DTCs zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose häufiger Rezidive und haben ein signifikant schlechteres 

Gesamtüberleben [43–46, 49].  Gleichzeitig haben Patienten mit  nach Abschluss 

einer adjuvanten Chemotherapie nachgewiesenen DTCs, den sog. 

persistierenden DTCs, ein höheres Risiko, einen Rückfall zu erleiden [48]. 

Ebenfalls zeigen Patienten mit nachweisbaren DTCs nach neoadjuvanter 

Therapie ein schlechteres Gesamtüberleben [47]. Interessanterweise konnte bei 

Patienten mit persistierenden DTCs, die nach einer erneuten Chemotherapie 

DTC-negativ geworden sind, ein Überlebensvorteil gezeigt werden [50]. Als 

Surrogatmarker der MRD stellen DTCs also ein potenzielles Therapieziel dar, da 

ihre Eradikation möglicherweise den Prozess der Metastasierung verhindern 

kann [51]. 
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Daneben gibt es auch DTCs bei Patienten mit Carcinoma in situ [52, 53], obwohl 

das Carcinoma in situ als nicht-invasives Stadium, beim dem die Tumorzellen 

ihren Ursprungsort nicht verlassen, gilt [54]. Inwieweit DTCs bei dieser 

Patientensubgruppe klinisch relevant sind, ist aktuell unklar [52]. 

 

1.2.2  Nachweismethoden 

Es gibt verschiedene Nachweisarten von DTCs im KM. So können DTCs mit Hilfe 

von Immunhistochemie oder Immunfluoreszenz mittels AK detektiert werden. 

Alternativ gibt es molekulare Methoden, die auf dem Nachweis von 

Nukleinsäuren basieren [55–57].  

Bei der Immunfluoreszenz binden spezifische AK an ein gewünschtes Merkmal 

einer Zelle, welches als Oberflächenantigen einer Zelle exprimiert wird und dann 

als Epitop bezeichnet wird. Diese AK sind bei der direkten Immunfluoreszenz 

direkt an ein Fluorochrom gebunden. Bei der indirekten Immunfluoreszenz bindet 

ein AK, an das ein Fluorochrom gebunden ist, an den primären AK. Dieser 

sekundäre AK ist dabei gegen die Spezies des primären AK gerichtet [58, 59]. 

Fluorochrome sind in der Lage kurzwelliges Licht zu Absorbieren und dadurch 

gleichzeitig langwelliges Licht zu emittieren, was je nach emittierter Wellenlänge 

Sichtbarkeit des Fluorochroms und der damit markierten Struktur beispielsweise 

unter einem Fluoreszenzmikroskop zur Folge hat [59]. Bei der Immunhistochemie 

wird zur Visualisierung der AK kein Fluorochrom verwendet, sondern andere 

Marker [60]. 

Der antikörperbasierte Nachweis von DTCs im KM von Brustkrebspatienten im 

Rahmen der Immunhistochemie oder Immunfluoreszenz beruht meist auf dem 

Nachweis epithelialer Zellen im KM [46, 61]. Dieser erfolgt durch die Färbung von 

epithelialen Oberflächenmarkern, wie verschiedenen Zytokeratinen (CK), die das 

epitheliale CK-Gerüst der DTCs darstellen [57]. Bereits im Jahr 2001 beschreibt 

Gebauer et. al, dass epitheliale Zellen im Knochenmark mit einem schlechten 

klinischen Ergebnis bei Brustkrebspatienten verbunden sind [62].  



8 
 

Zur Vereinheitlichung des immunhistochemischen Nachweises von DTC beim 

Mamakarzinom wurde im Jahr 2006 ein Konsenspapier verfasst. Hiernach soll 

zunächst die Dichtegradientenzentrifugation mit Hilfe des Ficoll-Gradienten zur 

Anreicherung von mononuklearen Zellen erfolgen. Der Nachweis von DTCs aus 

diesen Zellen soll anschließend mit einer AK-basierten Färbung von CK 

geschehen, empfohlen wird hierbei zum Nachweis von CK die Verwendung der 

Anti-CK-AK A45-B/B3 oder AE1/AE3 [57]. Neben dem Nachweis von CK-

positiven Zellen gibt es einige Kriterien zur Bewertung der Morphologie der 

Zellen, die eingehalten werden sollten. Beispielsweise gelten Zellcluster, große 

oder atypische Zellkerne, die zumindest partiell von der CK-Färbung bedeckt 

werden, und CK-Filamente als morphologisch typische Zeichen von DTCs  [57, 

63, 64]. Um Leukozyten bzw. kernhaltige Zellen des hämatopoetischen 

(blutbildenden) Systems nicht mit DTCs zu verwechseln hat sich zusätzlich die 

Anwendung von CD45 (Cluster of Differentiation 45)  etabliert, das von allen 

hämatopoetischen Zellen exprimiert wird und bei einer DTC nicht nachweisbar 

ist [65–67].  

Für die Detektion von CTCs ist das auf dem epithelialen Adhäsionsmolekül 

EpCAM basierende CellSearch®-System durch die Food and Drug 

Administration (FDA) zugelassen und wurde bereits in einzelnen Studien zur 

Detektion von DTCs verwendet [68, 69]. 

 

1.2.3  Charakterisierung von DTCs 

Die Charakterisierung der DTC dient zum einen der Erforschung des Ursprungs 

dieser Zellen [70] und zum anderen der weiteren Identifizierung mit dem 

möglichen Ziel ggf. eine zielgerichtete Therapie gegen DTC etablieren zu können 

[71–73]. Hierzu werden sowohl genotypische als auch phänotypische 

Charakterisierungsmethoden vorgenommen [70–72, 74–76]. 

Genetische Analysen zeigen, dass ein Teil, der als DTCs bezeichneten Zellen im 

KM tatsächlich aus dem Primärtumor stammen, ein anderer Teil der CK-positiven 

Zellen jedoch unbekannten Ursprungs ist [70]. 
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Einige Charakterisierungen liefern mögliche Erklärungsansätze für das Versagen 

der systemischen Therapie beim Mammakarzinom [73, 75, 76]. So können sich 

wichtige therapeutische Zielmoleküle zwischen Primärtumor und DTCs 

unterscheiden. Es zeigen sich beispielsweise Diskrepanzen bei der Expression 

des Her2-Rezeptors und des ER [72, 74]. Da sich die zielgerichtete Therapie des 

frühen Mammakarzinoms nach dem Phänotyp des Primärtumors richtet, können 

somit die DTCs mit divergentem Phänotyp dieser Therapie entgehen. Anderseits 

resultieren aus diesen Diskrepanzen möglicherweise therapeutische 

Konsequenzen im metastasierten Setting. So konnte bereits in der prospektiv 

randomisierten DETECT III- Studie demonstriert werden, dass bei Patienten mit 

Her2-negativem Primärtumor und Her2-positiven CTCs ein Benefit im 

Gesamtüberleben durch eine zusätzliche gegen den Her2 gerichtete Therapie 

mit Lapatinib erzielt werden kann [77].  

Darüber hinaus können DTCs einen Stammzellcharakter haben. Dies führt 

folglich zu einem Vorherrschen von Krebsstammzellen im KM, was wiederum ein 

möglicher Erklärungsansatz für eine nicht hinreichenden Wirkung von 

Chemotherapien ist [75].  

Daneben gibt es Hinweise, die auf eine sogenannten Tumorruhe (Dormancy) von 

DTCs rückschließen lassen. Die Tumorruhe beschreibt dabei eine mögliche 

Ruhephase von DTCs, in welcher diese sich nicht teilen und in ihrer Umgebung, 

also beispielsweise dem KM, verharren bis sie - auch noch mit großer zeitlicher 

Latenz - aktiviert werden und ggf. zur Metastase werden können [13, 78].  

Folglich bietet die fehlende Proliferation der DTCs während der Tumorruhe einen 

Erklärungsansatz für die fehlende Wirkung einer Chemotherapie gegen DTCs 

[79, 80]. Fbwx7 gilt als Tumorsuppressor, der unter anderem über eine 

Deaktivierung verschiedener Onkogene zu einer geringeren Zellteilungsrate führt 

[81–84]. Mammakarzinome, bei denen Fbwx7 gehemmt wurde, zeigen eine 

erhöhte Proliferation [85]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass es durch 

eine genetische Ausschaltung von Fbxw7 und daraus folgender Beendigung der 

Tumorruhe zu einem deutlich besseren Anschlagen einer Chemotherapie gegen 

DTCs kommt [73].  
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1.2.4  Disseminierte Tumorzellen als potenzielles 

Therapieziel  

Einige Interventionsstudien beschäftigen sich bereits mit Therapien, die CTCs im 

Rahmen der Brustkrebstherapie mit einbeziehen [86]. Die DETECT III -Studie  

zeigte bei Patienten mit metastasiertem Mammakarzinom, dass eine 

Einbeziehung von CTCs in die Therapieentscheidung zu einem verbesserten 

Gesamtüberleben führen könnte [77]. Hierauf wurde bereits im 

vorangegangenen Abschnitt dieser Arbeit („1.2.3 Charakterisierung von DTCs“) 

näher eingegangen. 

Im Rahmen der Untersuchung von DTCs konnte gezeigt werden, dass eine 

systemische gegen den Her2-Rezeptor gerichtete Therapie Her2-positive DTCs 

aus dem Knochenmark erfolgreich eradiziert [87, 88].  

Ebenfalls bewirkte der Einsatz von Bisphosphonaten in einigen Studien eine 

DTC-Eradikation [89, 90], sowie langfristig die Verhinderung von Metastasen [91, 

92]. Dies könnte die von Diel et al. in einer Langzeituntersuchung beobachtete 

Verlängerung des Gesamtüberlebens durch die Gabe des Bisphosphonats 

Clodronat bei Patienten mit DTCs erklären [93]. 

 

1.3 Der Androgen Rezeptor 

1.3.1  Physiologische Funktion  

Der Androgenrezeptor (AR) ist ein Steroidhormonrezeptor, der sowohl bei 

Männern als auch bei Frauen exprimiert wird [94, 95]. Der AR kann in vielen 

Organen, beispielsweise der Prostata, dem Gehirn, hier insbesondere dem 

Hippocampus, und der Skelettmuskulatur, nachgewiesen werden [95–97].  

Die Liganden des AR sind die Androgene Testosteron und Dihydrotestosteron, 

wobei das Dihydrotestosteron über eine höhere Affinität zum AR verfügt [98]. 

Androgene werden insbesondere in der Nebennierenrinde, sowie bei Männern in 

den Hoden und bei Frauen in den Ovarien gebildet [99–101] und bewirken beim 

Säugetier die Entwicklung eines männlichen Phänotyps [102, 103].  
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1.3.2  Androgen Rezeptor beim Prostatakarzinom 

Nahezu alle Prostatakarzinome exprimieren einen AR, dies gilt auch für 

Prostatakarzinome, die nicht mehr auf eine antiandrogene Therapie ansprechen 

[104–106]. Aus diesem Grund hat die Bestimmung des AR beim 

Prostatakarzinom eine Bedeutung bei differentialdiagnostischen Überlegungen. 

Mit Hilfe des AR kann ein Prostatakarzinom beispielsweise von infiltrativ 

wachsenden Harnblasenkarzinomen unterschieden werden. Außerdem werden 

AR-positive Tumore in der Prostata, die anhand anderer Merkmale nicht 

eindeutig eingeordnet werden können, als Prostatakarzinom klassifiziert [107]. 

Auch in der Therapie des Prostatakarzinoms hat der AR einen besonderen 

Stellenwert. Dies ist darauf zurückzuführen, dass das Wachstum von primären 

Prostatakarzinomen abhängig von Androgenen ist. Durch einen Entzug von 

Androgenen, der ursprünglich durch eine chirurgische Kastration erfolgte, kommt 

es zu einer Rückbildung dieses Karzinoms  [108, 109]. 

Medikamentös kann man die Ausschüttung von Androgenen sowohl mit einem 

Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) - Analogon als auch mit einem GnRH-

Antagonist verhindern. Diese Wirkung erfolgt über die Hypothalamus-

Hypophysen-Achse [110, 111]. Daneben gibt es AR-Blocker, die direkt am AR 

antiandrogen wirken [112]. 

Gemäß den Leitlinien zur Therapie des Prostatakarzinoms gibt es einige 

Patientengruppen, bei denen standardmäßig eine antiandrogene Therapie mit 

einem GnRH-Analogon oder einem GnRH-Antagonisten (z.B. Abarelix oder 

Degarelix) ggf. in Kombination mit einem AR-Blocker (z.B. Apalutamid oder 

Enzalutamid) empfohlen wird. Diese Empfehlung gilt beispielsweise für alle 

metastasierten Prostatakarzinome, solange diese hormonsensitiv sind [113]. 

Viele Prostatakarzinome reagieren irgendwann nicht mehr auf eine 

hormonablative Therapie, weil der Tumor im Verlauf der Erkrankung aufgrund 

diverser Resistenzmechanismen nicht mehr hormonsensitiv ist. Ab diesem 

Zeitpunkt muss auf andere Therapieansätze zurückgegriffen werden [113, 114]. 
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Typische Nebenwirkungen im Rahmen der antiandrogenen Therapiemethoden 

sind beispielsweise eine Gynäkomastie, eine Verminderung der Muskelmasse 

sowie ein Libidoverlust [115].  

 

1.3.3  Androgen Rezeptor beim Brustkrebs 

Eine routinemäßige Bestimmung des AR erfolgt beim Brustkrebs nicht [6]. In 

Studien konnte jedoch eine Expression des AR in 60 % bis 78 % aller frühen 

Mammakarzinome gezeigt werden [116, 117].  

Die Häufigkeit der AR-Expression scheint stark vom molekularen Subtypen des 

Mammakarzinoms abhängig zu sein [116]. Insbesondere weisen ER-positive 

Mammakarzinome häufiger eine AR-Expression auf als ER-negative 

Mammakarzinome. So zeigte die Studie von Vera-Badillo et al. eine AR-

Positivität bei 74,8 % der ER-positiven Mammakarzinome, gegenüber einer AR-

Positivität von 31,8 % beim ER-negativen Subtyp [117]. Eine Metaanalyse mit 

4703 TNBC-Patienten zeigte eine AR-Expression in  

27,96 % der Fälle [118].  

Die prognostische Bedeutung des AR-Status beim Mammakarzinom wurde in 

zahlreichen Studien mit zum Teil diskordanten Ergebnissen untersucht. Hierbei 

unterscheiden sich die prognostischen Aussagen jedoch abhängig von den 

Studien auch innerhalb einzelner Subtypen. So zeigte eine Metaanalyse, dass 

eine positive AR-Expression bei ER-positiven Patienten signifikant mit einem 

verbesserten krankheitsfreien Überleben und einem verbesserten 

Gesamtüberleben verbunden ist [119]. Beachtenswert ist jedoch, dass der 

AR/ER-Verhältnis hierbei eine Rolle spielt und ein AR/ER-Verhältnis von zwei 

oder mehr wiederum mit einer verschlechterten Prognose einherzugehen scheint 

[120]. Außerdem senken in ER-positiven Brustkrebszellen Östrogene die 

proliferative Aktivität einiger Androgene [121]. In präklinischen Modellen führt 

eine AR-Aktivierung bei ER-positiven Patienten zu einer Antitumoraktivität und 

AR-Agonisten führten in Kombination mit Standardtherapeutika zu einer 

Verstärkung des therapeutischen Ansprechens [122].  
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Bei Patienten mit ER-negativen Tumoren hingegen, ist die AR-Positivität mit 

einer schlechteren Prognose verbunden [121]. Gleichzeitig konnten bei einer 

Her2-positiven und ER-negativen Zelllinie durch eine antiandrogene Behandlung 

in Kombination mit einem Her2-Inhibitor synergistische proapoptotische Effekte 

beobachtet werden [123]. Auch AR-positive TNBC-Zellen scheinen durch 

Androgene in ihrer Invasivität gefördert zu werden  [124]. In einigen Subgruppen 

von TNBC-Zellen bewirkt eine AR-Hemmung unter anderem eine signifikante 

Reduktion der Migration und Invasion sowie eine Erhöhung der Apoptose. In vivo 

konnte darüber hinaus eine verringerte Lebensfähigkeit AR-positiver TNBC-

Zellen durch eine AR-Hemmung erreicht werden [125]. Gleichzeitig ist dabei aber 

die Studienlage zur Prognose von AR-positiven TNBC uneinheitlich [118, 119, 

126]. 

Zusammengefasst scheint der AR in allen Subgruppen des Mammakarzinoms 

eine prognostische und prädiktive Rolle zu spielen, sodass eine antiandrogene 

Therapie beim Mammakarzinom einen potenziellen Stellenwert bekommen 

könnte. Folglich gibt es zahlreiche Studien, die den Einsatz einer 

androgendeprivierenden Therapie beim Mammakarzinom untersuchen. Eine 

beispielhafte tabellarische Zusammenstellung entsprechender stichprobenartig 

ausgesuchter Phase II- und Phase III - Studien befindet auf der folgenden Seite 

(s. Tabelle 1).  

Neben der Expression des AR auf dem Primärtumor, wurde auch die AR-

Expression auf CTCs untersucht. Bei Patienten mit metastasiertem 

Mammakarzinom konnte abhängig von der Studie eine AR-Expression von 31 % 

bis 40,5 % der CTCs gezeigt werden [127, 128]. Gleichzeitig kann aber der AR-

Status der CTCs sich von dem AR-Status des Primärtumors unterscheiden  [128]. 

Weitere Untersuchungen wären notwendig, um die Eignung von AR-positiven 

CTCs als prädiktiven Biomarker zu evaluieren [127]. 
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Tabelle 1: Strichprobenartige Zusammenstellung von Phase II - und Phase III - Studien, die den 
Einsatz einer antiandrogenen Therapie beim Mammakarzinom untersuchen 

Studien-

nummer 

Phase Wirkstoff Einschlussk

riterien   

Primärer 

Endpunkt 

Sekundärer 

Endpunkt  

NCT06099

769 

Phase II Enzalutamid 

allein vs. mit 

Mifepriston vs. 

Chemotherapie 

AR +/ TN 

ABC 

PFS nach 2 

Jahren  

/ 

[129] 

NCT02091

960 

Phase II Enzalutamid mit 

Trastuzumab 

Her2+/  

AR +  

ABC 

CBR nach 

24 Wochen: 

24% 

PFS und 

Sicherheit [130] 

NCT03090

165 

Phase I/II Bicalutamid und 

Ribociclib 

AR +/ TN 

mBC/ un- 

resezierbar 

CBR nach 

16 Wochen 

PFS, ORR, OS, 

Ansprechzeit, 

Sicherheit/Verträg

lichkeit  

NCT03055

312 

Phase III Bicalutamid vs. 

Standard-

Chemotherapie  

AR +/ TN 

mBC 

CBR nach 

24 Wochen 

PFS 

NCT04869

943 

Phase III Enobosarm vs, 

zielgerichtete 

ER-Therapie 

AR+ / ER + 

mBC 

Medianer 

rPFS 

ORR  

NCT02368

691 

Phase II Enobosarm mit 

Pembrolizumab 

AR+/ TN 

mBC 

ORS: 13% PFS, OS, 

Toxizität [131] 

AR+: Androgenrezeptor positiv, ABC: Fortgeschrittenes oder metastasiertes Mammakarzinom, Her2 +: 
HER2-positiv, HR+: Hormonrezeptor positiv, mBC: Metastasierter Mamma-Ca, ORR: Beste objektive 
Ansprechrate, ORS: Gesamtansprechrate, OS: Gesamtüberleben, PFS: progressionsfreies Überleben, 
rPFS:  röntgenographisch progressionsfreies Überleben TN: Triple negativ) 
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1.4 Ziele der Arbeit  

Der Nachweis von DTCs ist mit einer signifikanten Verschlechterung der 

Prognose von Mammakarzinompatienten verbunden [43–45, 49]. Diese Zellen 

gelten als Surrogatmarker der minimal residualen Krebserkrankung und somit als 

ein potenzielles Ziel systemischer Therapien. Folglich ist langfristig das 

Etablieren effektiver gegen DTCs gerichteter Therapien, wie sie bei CTCs bereits 

in einigen Studien getestet wurden [77, 86], ein wichtiges Ziel. Hierbei ist nicht 

nur der DTC-Nachweis, sondern auch die Geno- und Phänotypisierung dieser 

Zellen bezüglich der potenziellen Therapietargets von entscheidender 

Bedeutung. 

Die Deprivation des AR stellt im Rahmen der Therapie des Prostatakarzinoms 

eine etablierte Therapiemethode dar [113] und wird als neues Therapieziel beim 

Mammakarzinom zunehmend erforscht [132–134]. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde die Expression des AR auf DTC bestimmt und mit dem AR-Status des 

Primärtumors verglichen. 

Folgende Ziele sollten im Rahmen dieser Arbeit erreicht werden:  

1. Phänotypische Charakterisierung des AR-Status von DTCs im KM von 

Patienten mit Mammakarzinom mit Hilfe einer Immunfluoreszenz-

Mehrfachfärbung 

2. Immunhistochemische Ermittlung des AR-Status des Primärtumors und 

Vergleich des AR-Status der DTCs mit dem Primärtumor  

3. Vergleich des AR-Status von DTCs mit den klassischen klinisch-

pathologischen Faktoren, der in die Studie eingeschlossenen Patienten 

und deskriptive Analyse  
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2 Material und Methoden  

2.1 Geräte 

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Geräte 

Produkt Hersteller, Ort 

Eindeckautomat Sakura Finetek GmbH, 

Staufen Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop 

Axioplan 2 imaging 

mit Mikroskopkamera 

Axiocam 503 

Zeiss, Jena 

Neubauer 

Zählkammer 

Paul Marienfeld GmbH 

& Co. KG, Lauda-

Königshofen 

Pipette (0,1-10µl, 10-

100µl, 100-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhelfer accu-

jet® pro 

Brand, Wertheim 

Tischzentrifuge 

Rotofix 32A 

Hettich Lab 

Technology, Tuttlingen 

Universalzentrifuge 

Heraeus™ 

Megafuge™  

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

USA 

Schlittenmikrotom 

HM400 

Microm, Deutschland 
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2.2 Verbrauchsmaterialien   

Produkt Hersteller, Ort 

Deckgläser Engelbrecht, Edermünde 

Tubes (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg 

Falconröhrchen 

Cellstar® (50mL) 

Greiner Bio-One, 

Kremsmünster, Österreich 

Objektträger Paul Marienfeld GmbH & 

Co.KG, Lauda-Königshof 

Pipettenspitzen Starlab, Hamburg 

Stripette (10mL, 

20mL) 

Corning, New York, USA 

Zellkulturflasche 

t75 

Sarstedt AG & Co. KG, 

Nümbrecht 

Vollautomatisiertes 

Färbegerät VENTANA 

BenchMark ULTRA 

Ventana Medical 

Systems (Roche), Oro 

Valley, Arizona, USA 

Vortex REAX 2000 Heidolph instruments, 

Schwabach 

Mikroskopkamera 

Axiocam 503 mono 

Zeiss, Jena 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 
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2.3 Chemikalien  

 

Produkt Hersteller, Ort 

Antibody Diluent Dako, Carpinteria, USA 

Bluing Reagent Ventana Medical 

Systems (Roche), Oro 

Valley, Arizona, USA 

Cell Save Janssen Diagnostics 

New Jersey, USA 

Dako Wash Buffer 10x 

 

Dako, Glostrup, 

Dänemark  

DAPI (4′,6-Diamidin-2-

phenylindol) 

 

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

USA 

Erythrozyten-Lyse-Puffer  

55 mM NH4Cl 

10 mM KHC03 

0.1 mM EDTA  

Zentralapotheke der 

Uniklinik Düsseldorf, 

Deutschland 

Ez Prep Konzentrat Ventana Medical 

Systems (Roche), Oro 

Valley, Arizona, USA 

Ficoll Biochrom, Berlin, 

Deutschland 

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Chemikalien 
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Fluorescence Mounting Medium  Dako, Carpinteria, USA 

Formaldehyd 4% Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

Hämatoxylin Ventana Medical 

Systems (Roche), Oro 

Valley, Arizona, USA 

Isopropanol & Xylol  Otto Fischar GmbH & 

Co. KG, Saarbrücken 

Optiview dab detecion kit Ventana Medical 

Systems (Roche), Oro 

Valley, Arizona, USA 

PBS (Phosphatgepufferte 

Salzlösung/ phosphate-buffered 

saline) 

Gibco by Thermo 

Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Protein Block, Serum-Free Dako, Carpinteria, USA 

Triton X-100 Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

Ultra CC1 Puffer Ventana Medical 

Systems (Roche), Oro 

Valley, Arizona, USA 

Zelldissoziationspuffer Gibco by Thermo 

Fisher Scientific, 

Waltham, USA 
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2.4 Primäre Antikörper 

 

 

 

2.5 Sekundäre Antikörper 

 

 

 

 

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten primären Antikörper  

Antikörper  Spezies Produkt Hersteller, Ort 

Anti-CD 45 Maus CD45 35-Z6 

Alexa Fluor 647 

Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, USA 

AR Kaninchen AR-AK (D6F11) 

# 5153 

Cell Signaling Technology, 

Danvers¸ MA, USA 

AR Maus AR AK 

F39.4.1 

Biogenex, Fremont, USA 

Zytokeratin Maus CK TRITC (AE1/3 

& C11) 

Code: 

CKALLRMB000S  

Aczon, Bologna, Italien   

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten sekundären Antikörper 

Antikörper  Spezies Hersteller, Ort 

Anti-Kaninchen AF 

488 IgG 

Esel Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific, Carlsbad, 

USA 

(AR Androgenrezeptor,AK: CD45: Cluster of Differentiation 45) 
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2.6 Isotypkontrolle 

Isotyp  Spezies Produkt Hersteller, Ort 

IgG Kaninchen DA1E  Cell Signaling Technology, 

Danvers¸ MA, USA 

 

2.7 Positiv- und Negativkontrollen  

 

 

 

 

 

 

 

2.8 Kulturmedium 

 

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Isotypkontrolle 

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Kontrollzelllinien 

Produkt Herkunft 

Du145 Gehirnmetastase eines 

Prostatakarzinoms [135]  

LnCap Metastase eines 

Prostatakarzinoms [136]  

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Kulturmedien 

Produkt Herkunft 

RPMI Medium mit 

L-Glutamin    

+ fetales 

Kälberserum 

+ Penicillin/ 

Streptomycin 

Gibco by Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA  
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2.9 Software 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.10 Probenherkunft & Ethikvotum  

Die in dieser Arbeit zu charakterisierenden KM-Proben und Primärtumoren 

wurden von Brustkrebspatienten entnommen, die einer Aufbewahrung der 

Proben im Rahmen einer Biodatenbank sowie der weiteren Verwendung für 

Forschungszwecke zugestimmt haben. Das für dieses Forschungsvorhaben 

benötigte Ethikvotum wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-

Universität unter der Aktennummer 2018-56-FmB erteilt.  

 

 

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Software 

Produkt Hersteller, Ort 

Citavi Swiss Academic Software, 

Wädenswil, Schweiz  

Excel Microsoft, Redmond, USA 

ImageJ Rasband, W.S., ImageJ, 

U. S. National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, 

USA 

SPSS, Version 29 IBM Corporation, Armonk, 

USA 

Word 365 Microsoft, Redmond (USA) 
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2.11 Gewinnung und Verarbeitung der KM-

Aspirate 

Alle KM-Aspirate wurden von Mammakarzinompatienten, die in den Jahren 2014 

bis 2019 an der Klinik Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Uniklinik Düsseldorf 

behandelt wurden, nach deren Einverständnis entnommen. Die KMP erfolgte 

stets intraoperativ. Das KM-Aspirat wurde anschließend von Mitarbeitern der 

Forschungslabore der Frauenklink Düsseldorf, wie im Folgenden beschrieben, 

aufgearbeitet und bei -21°C aufbewahrt.  

Die Bearbeitung der KM-Aspirate erfolgte dabei nach einer standardisierten 

Vorgehensweise (SOP) der Forschungslabore der Frauenklinik mittels 

Dichtezentrifugation über den Ficoll-Gradienten und anschließender 

Überführung von jeweils 1,5 x 106 mononukleare Zellen auf einen Objektträger 

mittels Zellzahlermittlung in der Neubauer-Kammer. Diese Objektträger wurden 

dann bei -21°C bis zur Färbung gelagert. Die hierbei vollzogenen einzelnen 

Arbeitsschritte sind in Abbildung 1 und Abbildung 2 zu entnehmen. 

Routinemäßig wurden jeweils zwei der so hergestellten Objektträger von den 

Mitarbeitern der Forschungslabore der Frauenklink Düsseldorf mittels einer 

Immunfluoreszenz-Mehrfach-Färbung mit DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol), 

CK und CD45 gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhandensein von 

DTCs untersucht. Die darüber hinaus übrigbleibenden Objektträger wurden bei -

21°C im Rahmen einer Biodatenbank für weitere Forschungszwecke aufbewahrt. 

Die im Rahmen dieser Arbeit zur AR-Bestimmung verwendeten Proben 

entstammten dieser Biodatenbank.   
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Abbildung 1: Dichtezentrifugation über den Ficoll-Gradienten zur Isolierung von 
mononukleären Zellen (ggf. gegebenenfalls, PBS:  Phosphatgepufferte Salzlösung, rpm: 
Umdrehungen pro Minute) 
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2.12 Auswahl eines Patientenkollektivs 

Um die Wahrscheinlichkeit der Detektion von DTCs zu erhöhen, wurden in dieser 

Arbeit alle Patienten eingeschlossen, bei denen im Rahmen des im vorigen 

Abschnitt beschriebenen Ablaufs bereits mindestens eine DTC detektiert worden 

war. Insgesamt wurden so 137 Objektträger von 77 Patienten ausgewählt. Im 

Rahmen dieser Arbeit erfolgte bei diesen Proben eine Immunfluoreszenzfärbung 

und eine Auswertung dieser Proben, um DTCs zu detektieren und den 

entsprechenden AR-Status zu bestimmen. Die Anzahl an verwendeten 

Lagerung bis zur Färbung bei -21°C

Trocknen des Präparats über Nacht 

Zentrifugation in der Tischzentrifuge 

für eine Minute bei 700 rpm

Abpippetieren des  Überstandes

Zentrifugation der Objektträger in der Tischzentrifuge

für zwei Minuten bei 700 rpm

Ermittlung der Zellzahl des Zellpallets in der Neubauer-Kammer  & Pippetieren 
von1,5 x 106 mononukleare Zellen auf einen Objektträger

Abbildung 2: Überführung der mononukleären Zellen aus Dichtezentrifugation über den 
Ficoll-Gradienten auf einen Objektträger (rpm: Umdregungen pro Minute, °C: Grad Celsius) 
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Objektträgern mit KM-Aspirat je Patienten lag zwischen eins und fünf (Mittelwert 

1,78 ± SD0,719).  

Ferner wurde, falls der Primärtumor zur pathologischen Untersuchung verfügbar 

war, der AR-Status des Primärtumors bei allen Patienten, bei denen mindestens 

eine DTC im Rahmen der AR-Bestimmung gefunden worden war, bestimmt. Der 

Ablaufplan der Studie ist in Abbildung 3 dargestellt.  

Die Charakteristika der eingeschlossenen Patienten sind der Tabelle 13 unter 3.1 

Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs zu entnehmen. 

 

 

    

 

 

Abbildung 3: Ablaufplan der Studie (AR: Androgenrezeptor, DTC: Disseminierte Tumorzelle, 
Pat.: Patient)  
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2.13 Herstellung der Positiv- und 

Negativkontrollen 

Als Positivkontrolle wurde die kommerziell erhältliche AR-positive Zelllinie 

LnCap, welche aus Metastasen eines Prostatakarzinoms stammt [136], 

verwendet. Die Negativkontrollen stellte die ebenfalls kommerziell erhältliche AR- 

negative Zelllinie DU145 dar, die aus der Gehirnmetastase eines 

Prostatakarzinoms stammt [135].  

Es erfolgte die Kultivierung der Zelllinienzellen. Danach wurde ein Gemisch aus 

den Zelllinienzellen und aus mononukleären Zellen, welche aus Spenderblut von 

gesunden Probanden gewonnen worden waren, erstellt. Dies erfolgte mit dem 

Ziel eine mit dem KM vergleichbare Suspension zu schaffen. Diese Mischung 

aus den jeweiligen Zelllinienzellen und den mononukleären Zellen wurde 

anschließend auf einen Objektträger überführt und konnte schließlich bei -21°C 

bis zur Färbung gelagert werden. Die dafür erfolgten genauen Arbeitsschritte sind 

Abbildung 4 zu entnehmen.   
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Abbildung 4: Herstellung der Kontrollen (Abb.: Abbildung, CO2: Kohlenstoffdioxid, PBS: 
Phosphatgepufferte Salzlösung, rpm: Umdrehungen pro Minute, °C: Grad Celsius, s.: siehe) 
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2.14 Nachweis von DTCs 

Der Nachweis von DTCs erfolgte über eine Immunfluoreszenzfärbung. Hierbei 

wurden Zellen mit epithelialem CK-Gerüst mit Hilfe einer CK-Färbung identifiziert 

[57]. Zum Nachweis eines DNA-haltigen Zellkerns wurde DAPI verwendet [137]. 

CD45 identifiziert Leukozyten bzw. kernhaltige Zellen des hämatopoetischen 

(blutbildenden) Systems und ist bei epithelialen Zellen folglich nicht vorhanden 

[65]. Die Expression von CD45 schließt also aus, dass es sich bei einer Zelle um 

eine DTC handelt. Diese Färbung dient somit der Unterscheidung von DTCs und 

hämatopoetischen Zellen, die sich beide im Rahmen der Dichtezentrifugation 

über den Ficoll-Gradienten zur Isolierung von mononukleären Zellen auf dem 

Objektträger befinden. CK-positive, DAPI-positive, CD45-negative Zellen mit 

entsprechender Morphologie (siehe Abschnitt 1.2.2  Nachweismethoden) 

wurden in dieser Arbeit als DTCs gewertet.  

 

2.14.1 Immunfluoreszenzfärbung  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine bereits etablierte Färbung der 

Forschungslabore der Universitätsfrauenklinik Düsseldorf, die bereits zur 

Bestimmung des AR-Status bei CTCs verwendet worden war, modifiziert 

angewandt [127]. 

So wurde anstelle der CK-Färbung C11 die Färbung CK C11 AE 1/3 verwendet, 

was zu einer breiteren Abdeckung des CK-Spektrums führte. Um eine sonst 

daraus resultierende gleichzeitige Anfärbung des CK-Gerüstes und des AR im 

TRITC-Kanal zu umgehen, wurde ferner der sekundäre AK für die Färbung des 

AR angepasst (Anti-Kaninchen AF 488 IgG). Der Vergleich der verwendeten 

Antikörper ist in Tabelle 11 dargestellt.  Daneben erfolgte eine Anpassung der 

Fixierung. Anstelle CellSave wurde Formalin verwendet. 
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Tabelle 11: Vergleich der Antikörperfärbung der vorliegenden Arbeit mit der etablierten Färbung 
[127] 

Zelluläre 

Struktur 

Etablierte Färbung Färbung in dieser Arbeit 

 AK Fluorophor 

(Farbe) 

AK Fluorophor 

(Farbe) 

Zellkern DAPI (blau) DAPI (blau) 

AR Primärer 

AK 

D6F11 

(Kaninchen) 

/ D6F11 

(Kaninchen) 

/ 

Sekundärer 

AK 

Esel-Anti-

Kaninchen-AK 

Alexa Fluor 594 

(rot) 

Esel-Anti-

Kaninchen-AK 

Alexa Fluor 488 

(grün) 

CK C11 

(Maus) 

FITC 

(grün) 

C11 AE 1/3  

(Maus) 

TRITC 

(rot) 

CD45 35-Z6 (Maus) Alexa Fluor 647 

 (Tief-/Infrarot) 

36-Z6 (Maus) Alexa Fluor 647 

(Tief-/Infrarot) 

(AK: Antikörper, AR: Androgenrezeptor, CD45: Cluster of Differentiation 45, CK: Zytokeratin, 
DAPI: 4′,6-Diamidin-2-phenylindol) 
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Das daraus resultierende finale Färbeprotokoll ist in Abbildung 5 dargestellt. 

Nach dem Auftauen, Fixieren und Permeabilisieren sowie einer 

Proteinblockierung mit dazwischengeschalteten Waschschritten folgte die 

primäre Färbung.  

Für diese wurden die zu färbende Präparate mit folgenden AK für 45 Minuten 

inkubiert:  

- Monoklonaler AR-AK (D6F11) aus Kaninchen (1:50) 

- CK-AK (C11 AE 1/3) aus Maus (1: 40) direkt mit TRITC konjugiert   

- CD45-AK (35-Z6) aus Maus (1:20) direkt mit Alexa Fluor 647 konjugiert  

Danach folgten weitere Waschschritte. Da direkt konjugierte AK bereits mit 

Fluorophoren markiert sind, musste beim CK-AK und beim CD45-AK keine 

erneute Färbung erfolgen. Der in dieser Arbeit verwendete monoklonale AR-AK 

ist jedoch nicht direkt konjugiert. Zur Markierung des AR-AK mit einem 

Fluorophor erfolgte unter anderem die folgende Färbung für 30 Minuten:  

- sekundären Esel-Anti-Kaninchen-AK, konjugiert mit Alexa Fluor 488  

(1: 500) zur indirekten Markierung des AR-AK  

- DAPI zur Färbung der Kern-DNA  

Es folgte ein erneuter Waschschritt, bevor die Proben mit Dako Fluorescent 

Mounting Medium eingedeckelt wurden. Simultan zur Probencharge wurde stets 

zur Kontrolle eine Färbung der Kontrollobjektträger mit der Zelllinie Du145 als 

Negativkontrolle und der Zelllinie LnCap als Positivkontrolle durchgeführt. 

Außerdem wurde stets eine Isotypkontrolle der LnCap-Zelllinie durchgeführt. 
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Abbildung 5: Finales Färbeprotokoll (AK: Antikörper, AR: Androgenrezeptor, CD45: Cluster of 
Differentiation 45, CK: Zytokeratin, DAPI: 4′,6-Diamidin-2-phenylindol, PBS: Phosphatgepufferte 
Salzlösung) 
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2.14.2 Fluoreszenzmikroskopie  

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfärbung wurden die zu untersuchenden zellulären 

Strukturen über eine AK-Bindung mit unterschiedlichen Fluorophoren markiert. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschiedene Fluorophore verwendet, die 

durch Anregung in einem spezifischen Kanal des Fluoreszenzmikroskops auf die 

Ausprägung der jeweiligen zellulären Struktur zurückschließen lassen [59].  

Tabelle 12 gibt einen Überblick über die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 

Fluorophore, die zugeordnete Farbe sowie die damit markierten zellulären 

Strukturen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 12: Übersicht über die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, mit 
Darstellung der durch diese markierten zellulären Strukturen sowie ihre 
farbliche Wahrnehmung in der Fluoreszenzmikroskopie  

Fluorophor Farbe Zelluläre Struktur  

DAPI Blau Zellkern 

Alexa Fluor 488 Grün AR 

TRITC Rot CK 

Alexa Fluor 647 Tief-/Infrarot CD45 

(AR: Androgenrezeptor, CD45: Cluster of Differentiation 45, CK: Zytokeratin, 
DAPI: 4′,6-Diamidin-2-phenylindol) 
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Abbildung 6 und 7 stellen die Färbung in der Immunfluoreszenzmikroskopie in 

allen verwendeten Kanälen mit Hilfe der Positiv- und Negativkontrollzelllinien dar.  

Alle gefärbten Patientenproben wurden mit dem Immunfluoreszenzmikroskop 

jeweils in 10-facher und 40-facher Vergrößerung im TRITC-Kanal mäanderförmig 

nach CK-positiven Zellen durchsucht. Eine Zelle wurde erst dann als DTC 

eingestuft, wenn sie einen Zellkern hatte, um den sich das CK-Gerüst befand, 

und dabei kein CD45-Signal detektiert werden konnte. Das Vorhandensein jeder 

DTC wurde durch eine zweite Person bestätigt. 

Beim Vorliegen einer DTC, also einer DAPI- & CK- positiven sowie CD45-

negativen Zelle, wurde anschließend beurteilt, ob diese Zelle ein AR-Signal zeigt. 

Der DTC-Status eines Patienten wurde als AR-positiv bezeichnet, sobald 

mindestens eine AR-positive DTC detektiert wurde.  

Alle so gefundenen DTC wurden in 40-facher und 63-facher Vergrößerung in 

allen vier Kanälen mit Hilfe der Mikroskopkamera abfotografiert und in das Tiff-

Format überführt.  

Die anschließende Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der Software ImageJ. 
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Abbildung 6: Färbung der Positivkontrolle (Zelllinie LnCap) in den verschiedenen Kanälen des 
Immunfluoreszenzmikroskops (Vergrößerung: 63x mit Öl). Zu sehen sind drei Zellen der Zelllinie 
LnCap (kernhaltige Zellen, die CK- und AR- positiv sowie CD45-negativ sind), die von mehreren 
Leukozyten umgeben sind (kernhaltige Zellen, die Zytokeratin-negativ sind, sowie CD45-positiv). A: DAPI-
Färbung des Zellkerns; B: CK-Färbung; C: AR-Färbung; D: CD45-Färbung; E: Merge aller vier Kanäle 
(AR: Androgenrezeptor, CK: Zytokeratin, CD45: Cluster of Differentiation 45, DAPI: 4′,6-Diamidin-2-
phenylindol) 
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Abbildung 7: Färbung der Negativkontrolle (Zelllinie DU145) in den verschiedenen Kanälen des 
Immunfluoreszenzmikroskops (Vergrößerung: 63x mit Öl). Zu sehen sind drei Zellen der Zelllinie 
Du145 (kernhaltige Zellen, die CK-positiv und AR- sowie CD45-negativ sind), die von mehreren 
Leukozyten umgeben sind (kernhaltige Zellen, die CK-negativ sind, sowie CD45-positiv). A: DAPI-
Färbung des Zellkerns; B: CK-Färbung; C: AR-Färbung; D: CD45-Färbung; E: Merge aller vier Kanäle 
(AR: Androgenrezeptor, CK: Zytokeratin, CD45: Cluster of Differentiation 45, DAPI: 4′,6-Diamidin-2-
phenylindol) 
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2.15 Bestimmung des AR-Status des 

Primärtumors 

Die Bestimmung des AR-Status erfolgte bei allen Patienten, bei denen im 

Rahmen der AR-Färbung mindestens eine DTC detektiert wurde, falls 

Tumormaterial dieser Patienten in der Biobank der Pathologie der 

Universitätsklink in Paraffinblöcken vorhanden war. Dies war bei 21 von 26 DTC-

positiven Patienten der Fall. Die AR-Färbung des Primärtumors erfolgte durch 

das Team der Pathologie der Universitätsklinik Düsseldorf unter der Leitung von 

Frau Univ. Prof. Dr. Irene Esposito und mit freundlicher Unterstützung von Dr. 

med. Cristina Lopez-Cotarelo im Rahmen der routinemäßigen Färbungen in der 

Pathologie. Untersucht wurde dafür jeweils ein 4-5 µm großer Schnitt des 

tumorösen Gewebes, das mit dem Schlittenmikrotom aus Paraffinblöcken 

hergestellt und auf Objektträgern aufgezogen worden war. Diese Paraffinschnitte 

trockneten bei 65 °C über Nacht. Die darauffolgende Färbung erfolgte mit dem 

Vollautomatisierten Färbegerät VENTANA BenchMark ULTRA. Dazu wurde 

zunächst unter Verwendung von „EZ Prep“ Lösung entparaffiniert. Danach wurde 

mit ULTRA CC1 Puffer für 56 Minuten bei 100°C eine Antigendemaskierung 

durchgeführt. Es folgte eine 28-minütige Inkubation des Primär-AK (AR-AK 

F39.4.1) aus Maus in einer Konzentration von 1:30 bei 37°C, gefolgt von einer 

Inkubation mit dem Sekundär-AK aus dem Optiview dab detecion kit bei 37°C. 

Für die Gegenfärbung wurde Hämatoxylin und Bluing Reagent für 4 Minuten 

verwendet. Schließlich wurden die Schnitte unter Anwendung einer 

aufsteigenden Alkoholreihe und einem anschließenden Xylolbad entwässert 

sowie im Eindeckautomaten eingedeckelt. Die Bestimmung des AR-Status 

erfolgte dann durch eine fachärztliche Beurteilung. Im Rahmen dieser Studie 

wurde ein Mammakarzinom mit ≥1 % AR-positiven Kernen als AR-positiv 

klassifiziert. 
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2.16 Datenanalyse 

Zur Sammlung der Daten wurde das Programm Excel, zur statistischen 

Auswertung der Daten das Programm SPSS (Version 29) verwendet. Es galt das 

definierte Signifikanzniveau von p < 0,05. Zur Bestimmung der Korrelation des 

AR-Status der DTC und des AR-Status des Primärtumors wurde der Exakte Test 

nach Fisher sowie der Chi-Quadrat-Test verwendet. 
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3 Ergebnisse  

3.1 Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs 

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit Proben von 77 Patienten untersucht. 

Die Patienten waren durchschnittlich 57,99 (SD 13,92) Jahre alt. Die Mehrheit 

der eingeschlossenen Patienten war weiblich (97%) und postmenopausal (60%). 

Zwei eingeschlossene Patienten (3 %) waren männlich. 

35 Patienten (45 %) hatten ein T1 Stadium. Ebenfalls 35 Patienten (45 %) waren 

auf die T-Stadien T2 bis T4 verteilt. Dabei hatten die meisten eingeschlossenen 

Patienten einen ER- und PR-positiven (jeweils 88 % und 80 %) sowie einen Her2-

negativen (78 %) Tumor.  

Histologisch konnten 59 der Patienten (77 %) dem NST-Typen zugeordnet 

werden. Die übrigen Patienten hatten entweder ein invasiv-lobuläres Karzinom 

(neun Patienten, 12 %), ein DCIS (sieben Patienten, 9 %) oder einen anderen 

Typen (zwei Patienten, 3 %). 

Im Rahmen dieser Studie kamen G2-Karzinome bei 47 Patienten (61 %) und 

somit am häufigsten vor. 23 Patienten (30 %) hatten ein G2-Karzinom und fünf 

Patienten (6 %) ein G1-Karzinom. 

Alle klinisch-pathologischen Merkmale der eingeschlossenen Patienten und der 

Mammakarzinome sind in der folgenden Tabelle 13 dargestellt. 
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Tabelle 13: Klinische Charakteristika der eingeschlossenen Patienten 

 Anzahl der Patienten 

N (%): 77 (100) abc 

Klinische Charakteristika der Patienten 

Alter in Jahren Mittelwert ± SD 57,99 ± 13,92 

Median 58 

Min. - Max. 28-83 

Geschlecht Weiblich 75 (97) 

Männlich 2 (3) 

Menopausenstatus Prämenopausal  29 (38) 

Postmenopausal  46 (60) 

Männlicher Patient  2 (3) 

Charakteristika des Tumors 

T
N

M
-K

la
s

s
if

ik
a

ti
o

n
 a

 

T-Stadium Tis 7 (9) 

T1 35 (45) 

T2-T4 35 (45) 

N-Stadiun N neg. 54 (70) 

N pos. 23 (30) 

M-Stadium M0 76 (99) 

M1 1 (1) 
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ER-Status ER-pos. 68 (88) 

ER-neg. 8 (10) 

ER unbekannt 1 (1) 

PR-Status PR-pos. 62 (81) 

PR-neg 14 (18) 

PR unbekannt 1 (1) 

Her2-Status Her2-pos.. 60 (78) 

Her2-neg. 10 (13) 

Her2 unbekanntd 7 (9) 

Tumorhistologie NST 59 (77) 

Invasiv lobulär 9 (12) 

DCIS 7 (9) 

Anderer Typ 2 (3) 

Grading G1 5 (6) 

G2 47 (61) 

G3 23 (30) 

Grading unbekannt 2 (3) 

a: Neun Patienten mit KMP vor, sechs Patienten mit KMP nach und ein Patient mit KMP vor und nach 

neoadjuvanter Chemotherapie, TNM ist bei diesen Patienten cTNM. Alle anderen 61 Patienten mit primär 

operativer Behandlung, TNM ist bei diesen Patienten pTNM. 

b: Drei Patienten mit anderen bösartigen Tumoren in der Anamnese 

c: Fünf Patienten mit Mammakarzinom in der Vorgeschichte 

d: Entspricht Patienten mit DCIS, bei denen der Her2-Rezeptor routinemäßig nicht untersucht wird [6] 

(DCIS: Ductales Carcinoma in situ, , Her2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, KMP: 

Knochenmarkspunktion, N: Gesamtanzahl Patienten, neg.: negativ, NST: ohne spezifischen Typ, ÖR: 

Östrogenrezeptor,  pos.: positiv, PR: Progesteronrezeptor , TNM: T: Ausdehnung des Primärtumors, N 

Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen,  M: Vorhandensein von Fernmetastasen, [3], Tis: Carcinoma in situ) 
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3.2 Detektierte DTCs 

3.2.1 Deskriptive Statistik 

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 137 Objektträger von 77 Patienten 

untersucht. Die Anzahl der untersuchten Objektträger pro Patienten lag zwischen 

1 und 5, der Mittelwert betrug 1,78 ± SD 0,719. 

Insgesamt wurden bei 26 Patienten (33,8%) DTCs gefunden. Die Gesamtzahl an 

DTCs betrug 50. Pro Patienten wurden dabei zwischen 0 und 20 DTCs detektiert, 

der Mittelwert betrug 0,65 DTCs pro Patienten ± SD 2,338.  

Beispielbilder der detektierten DTCs sind in Abbildung 8 dargestellt. 

 

DAPI Zytokeratin CD45 Merge 

    

  

   

 

  

Abbildung 8: Beispielhafte Darstellung von zwei detektierten DTCs aus dem Patientenkollektiv 
(Vergrößerung 63x mit Öl) (CD45: Cluster of Differentiation 45, DAPI: 4′,6-Diamidin-2-phenylindol) 

5 µm 
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3.2.2   AR-Status 

Insgesamt waren 15 der 50 detektierten DTCs (30%) AR-positiv, 35 der 50 

detektierten DTCs (70%) waren AR-negativ. Eine beispielhafte Darstellung der 

verschiedenen AR-Status befindet sich in Abbildung 9. 

Von den 26 Patienten, bei denen DTCs in Rahmen dieser Arbeit gefunden 

werden konnten, exprimierten 10 Patienten mindestens eine AR-positive DTC 

(38,5%). Diese Patienten galten somit im Rahmen dieser Studie als Patienten mit 

AR-positivem DTC-Status. Bei 2 dieser 10 Patienten (20%) wurden mehr als eine 

DTC detektiert, bei beiden konnten sowohl AR-positive als auch AR-negative 

DTCs nachgewiesen werden. Die Heterogenität des AR-Status ist in der 

untersten Zeile der Abbildung 9 beispielhaft dargestellt.  

Die weiteren 16 Patienten (61,5%) hatten ausschließlich AR-negative DTCs, bei 

einem dieser Patienten wurden mehr als eine DTC gefunden.  
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DAPI Zytokeratin AR CD45 Merge 

     

     

     

Abbildung 9 Darstellung verschiedener DTCs mit unterschiedlichem AR-Status in den verwendeten 
Kanälen des Fluoreszenzmikroskops. A-E: Eine AR-neg. DTC in den verwendeten Kanälen des 
Fluoreszenzmikroskops, 63 x Vergrößerung mit Öl. F-J: Eine AR-pos. DTC in den verwendeten Kanälen 
des Fluoreszenzmikroskops. 63 x Vergrößerung mit Öl. K-O: AR-positive DTC neben einer AR-negativen 
DTC in den verwendeten Kanälen des Fluoreszenzmikroskops, 40x Vergrößerung. (AR: 
Androgenrezeptor, CD45: Cluster of Differentiation 45, DAPI: 4′,6-Diamidin-2-phenylindol, DTC: 
Disseminierte Tumorzelle, neg: negativ, pos.: positiv) 

A B C D E 

F G H I J 

K L M N O 

5µm 

5µm 

5µm 
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3.3 Korrelation des AR-Status der DTCs mit 

klinisch-pathologischen Parametern  

Es wurde bei Patienten, bei denen im Rahmen dieser Arbeit DTCs detektiert 

werden konnten, nach einem statistischen Zusammenhang zwischen dem AR-

Status der DTCs und gängigen klinischen Parametern gesucht.  

Zur Signifikanz-Testung wurde sowohl der Chi-Quadrat-Test als auch der exakte 

Test nach Fisher verwendet. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Aussage 

des Chi-Quadrat-Tests eingeschränkt ist, da stets mehr als eine Zeile Werte 

kleiner fünf enthielten.  

Insgesamt konnten bei 26 Patienten DTCSs gefunden werden, zehn dieser 

Patienten hatten AR-positive DTCs.  

Prämenopausal waren elf der DTC-positiven Patienten, vier von diesen Patienten 

(36 %) hatten auch AR-positive DTCs. Postmenopausal waren 14 der DTC-

positiven Patienten, sechs von diesen Patienten (43 %) hatten auch AR-positive 

DTCs. Ein statistischer Zusammenhang zwischen dem AR-Status von DTCs und 

dem Menopausenstatus konnte sowohl mit dem Chi-Quadrat-Test als auch mit 

dem exakten Test nach Fisher nicht gezeigt werden.  

Daneben wurde der statistische Zusammenhang zwischen Tumorgröße, 

Lymphknoten-, Fernmetastasierungs-, ER-, PR-, Her2-Staus und dem AR-Status 

der DTCs untersucht, dieser war ebenfalls stets nicht signifikant. Die 

untersuchten Korrelationen zwischen AR-Status und den gängigen klinisch-

pathologischen Parametern sind in Tabelle 14 dargestellt. 
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Aussage des Chi-Quadrat-Tests eingeschränkt, da mehr als eine Zeile Werte kleiner fünf enthält.  
a: Entspricht Patienten mit DCIS, bei denen der Her2-Rezeptor routinemäßig nicht untersucht wird [6]  
(AR: Androgenrezeptor, ER: Östrogenrezeptor, Her2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; PR: 
Progesteroonrezeptor, Prä: Prämenopausal, Post: Postmenopausal T,N und M nach TNM-Klassifikation (T: 
Ausdehnung des Primärtumors, N0-N3: Vorhandensein und Ausdehnung von Lymphknotenmetastasen,  M: 
Vorhandensein von Fernmetastasen [3], Tis: Carcinoma in situ) 

 

  

Tabelle 14: Korrelation des AR-Status der DTCs und gängiger klinisch-pathologischer Parameter 

 DTC-pos.  AR-pos. DTC  Signifikanztestung 

N=26 n=10 (%)  

Menopausen- 
status 

Prä 11 4 (36) p=1,00 (exakter Test nach Fisher) 
p=0,742 (Chi-Quadrat-Test)  
 

Post 14 6 (43) 

Männlich 1 / / 

Tumorgröße Tis - T1 16 6 (38) p=1,00 (exakter Test nach Fisher)              
p=0,899 (Chi-Quadrat-Test) 
 

T2 – T4 10 4 (40) 

Lymphknoten- 
status 

Neg. 21 8 (38) p = 1,00 (exakter Test nach Fisher) 
p = 0,937 (Chi-Quadrat-Test)  
 

Pos.  5 2 (40) 

Fern-
metastasierung 

M 0 25 10 (40) p=1,00 (exakter Test nach Fisher) 
p=0,420 (Chi-Quadrat-Test)  
 

M 1 1 0 (0) 

ER-Status Positiv  23 8 (35) p=0,538 (exakter Test nach Fisher) 
p=0,286 (Chi-Quadrat-Test)   
 

Negativ 3 2 (67) 

PR-Status Positiv 21 8 (38) p=1,00 (exakter Test nach Fisher) 
p=0,937 (Chi-Quadrat-Test)  
 

Negativ 5 2 (40) 

Her2-Status Negativ 20 9 (45) p=0,259 (exakter Test nach Fisher) 
p = 0,090 (Chi-Quadrat-Test)   
 

Positiv 4 0 (0) 

Fehlen 2a / / 
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3.4 AR-Status des Primärtumors  

Der AR-Status des Primärtumors wurde bei 21 der 26 Patienten, bei denen im 

Rahmen der AR-Färbung mindestens eine DTC gefunden wurde, bestimmt.  

In dieser Kohorte befanden sich 8 AR-negative (38,1%) sowie 13 AR-positive 

(61,9%) Patienten (siehe Grafik 1). 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

3.5 Korrelation des AR-Status der DTCs und des 

Primärtumors 

Bei Betrachtung des AR-Status der Primärtumore sowie der DTCs ergab sich 

kein signifikanter Zusammenhang (p=0,203, exakter Test nach Fisher, siehe 

Tabelle 15).  

Darüber hinaus wurde dieser Zusammenhang auch bei den Patienten 

untersucht, die zum Zeitpunkt der KMP keine neoadjuvante Chemotherapie 

erhalten, sowie kein Mammakarzinom in der Vorgeschichte hatten.  Dies ist in 

Tabelle 16 dargestellt. Der Zusammenhang war hier mit p=0,377 (exakter Test 

nach Fisher) ebenfalls nicht signifikant.  

Grafik 1: AR-Status der DTC-pos. Patienten, bei denen die Bestimmung des AR-Status erfolgt ist 
(AR: Androgenrezeptor, DTC: disseminierte Tumorzelle, neg.: negativ, pos.: positiv) 
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Tabelle 15: AR-Status des Primärtumors und der DTCs bei Patienten ohne systematische 
Therapie zum Zeitpunkt der Knochenmarkspunktion (Diese Darstellung schließt Pat. mit Z.n. 
neoadjuvanter Chemotherapie und Mammakarzinom in der Vorgeschichte aus. Darstellung bezieht 

sich nur auf DTC-positive Patienten, bei denen der AR-Status des Primärtumors bestimmt wurde) 

 

 AR-Status Primärtumor 
 

Gesamt 

AR.-positiv AR-negativ 

A
R

-S
ta

tu
s
 

D
T

C
 

AR-positiv 4 5 9 

AR-negativ 9 3 12 

Gesamt 13 8 21 

p=0,203 (exakter Test nach Fisher); p=0,154 (Chi-Quadrat-Test)  

 

Tabelle 15: Korrelation des AR-Status des Primärtumors und der DTCs (Darstellung bezieht sich 
nur auf DTC-pos. Patienten, bei denen der AR-Status des Primärtumors bestimmt wurde)  

 AR-Status Primärtumor 
 

Gesamt 

AR.-positiv AR-negativ 

A
R

-S
ta

tu
s
 

D
T

C
 

AR-positiv 4 4 8 

AR-negativ 8 3 11 

Gesamte 12 7 19 

p=0,377 (exakter Test nach Fisher); p=0,311 (Chi-Quadrat-Test)  

Aussage des Chi-Quadrat-Tests eingeschränkt, da mehr als eine Zeile Werte kleiner fünf enthält. 

(AR: Androgenrezeptor, DTC: Disseminierte Tumorzelle) 

Aussage des Chi-Quadrat-Tests eingeschränkt, da mehr als eine Zeile Werte kleiner fünf enthält  

(AR: Androgenrezeptor, DTC: Disseminierte Tumorzelle) 
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4 Diskussion   

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem übergeordneten Ziel verfasst, DTCs von 

Mammakarzinompatienten bezüglich des Vorhandenseins des AR zu 

charakterisieren und den AR-Status der DTCs mit jenem des Primärtumors zu 

vergleichen.   

Grund für diese Untersuchung bietet die große Häufigkeit des Mammakarzinoms 

gepaart mit einer - insbesondere nach Metastasierung - hohen krebsbedingten 

Mortalität dieser Tumorentität [1]. Dabei werden Metastasen des 

Mammakarzinoms teilweise nicht in direktem zeitlichem Zusammenhang mit dem 

Primärtumor, sondern mit einer zum Teil großen zeitlichen Latenz entdeckt [12]. 

Eine Erklärung für diesen Umstand bietet das Phänomen der 

Tumorzelldissemination. DTCs können sich in einer jahrelangen Ruhephase 

befinden, bevor sie anschließend zu Metastasen heranreifen [13]. Das 

Vorhandensein von DTCs hat so einen signifikant negativen Einfluss auf die 

Prognose der Patienten [43–45, 49]. 

Da sich die phänotypischen Merkmale der DTCs jedoch von denen des 

Primärtumors unterscheiden können [71, 72, 74], bietet sich die phänotypische 

Charakterisierung von DTCs hierbei als ein wichtiger Baustein möglicher 

zukünftiger gegen DTCs gerichteter Therapien an. 

 Mehrere Studien befassen sich aktuell mit einer gegen den AR gerichteten 

Therapie des Mammakarzinoms [132–134] (Tabelle 1). Es gibt jedoch derzeit 

keine Daten zum AR-Status der DTCs beim Mammakarzinom. Mit Hilfe einer 

Immunfluoreszenzmehrfachfärbung erfolgte so zum einen die Detektion von 

DTCs sowie die Bestimmung des AR-Status dieser Zellen. Ferner erfolgte ein 

Vergleich des AR-Status der DTCs mit dem AR-Status des Primärtumors.  
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4.1 Diskussion der Methoden 

4.1.1  Patientenkollektiv 

Im Rahmen dieser Studie wurden KM-Proben von 77 verschiedenen Patienten 

auf das Vorhandensein von AR-positiven DTCs untersucht. Um die 

Wahrscheinlichkeit der Detektion von DTCs zu erhöhen, wurden ausschließlich 

Proben von Patienten verwendet, bei denen in Voruntersuchungen bereits DTCs 

gefunden worden waren. Die Anzahl an verwendeten Objektträgern mit KM-

Aspirat je Patienten lag zwischen eins und fünf (Mittelwert 1,78 ± SD 0,719). Das 

arithmetische Mittel des Alters der eingeschlossenen Patienten betrug 57,99 

(SD± 13,92) Jahre. Eingeschlossen wurden sowohl Patienten ohne systemische 

Therapie zum Zeitpunkt der KMP als auch Patienten im  Z.n. neoadjuvanter 

Chemotherapie und Z.n. Mammakarzinom in der Vergangenheit.  

Der Vorteil dieses Patientenkollektivs stellte eindeutig die Untersuchung einer 

höchstmöglichen Anzahl an Patientenproben und somit die Möglichkeit möglichst 

viele DTCs hinsichtlich des AR-Status zu untersuchen.  

Ziel dieser Studie war es jedoch nicht eine repräsentative Aussage über die 

Häufigkeit von DTCs bei Brustkrebspatienten zu treffen, da bereits bei allen 

eingeschlossenen Patienten in Voruntersuchungen DTCs gefunden worden 

waren. Um möglichst viele Patientenproben untersuchen zu können, wurde bei 

Patienten, bei denen nicht  genügend Untersuchungsmaterial zur Verfügung 

stand, auf die Einhaltung der 2 x 106 Zellen je Patient, wie im Konsenspapier zur 

standardisierten Detektion von DTCs von Fehm et al. vereinbart [57], verzichtet. 

Gleichzeitig wurden bei einigen Patienten mehr Zellen untersucht. Dies führt 

dazu, dass mit diesem Patientenkollektiv zwar eine Aussage darüber getroffen 

werden kann, ob DTCs von Mammakarzinom-Patienten grundsätzlich AR-positiv 

oder -negativ sind, jedoch ist der DTC-Status der Patienten unter dieser 

Limitation zu verstehen.  

Eine Schwäche dieser Studie ist der Einschluss von Patienten mit einer KMP 

nach einer neoadjuvanten Chemotherapie. So konnte im Rahmen einiger Studien 

bereits gezeigt werden, dass eine systemische gegen den Her2-Rezeptor 

gerichtete Therapie zu einer Eradikation von  Her2-Rezeptor-positiven DTCs 
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führt [87, 88]. Ein vergleichbarer Einfluss durch eine systemische Therapie auf 

den AR-Status von DTCs ist durchaus möglich und würde zu einer Beeinflussung 

der Ergebnisse führen. Folglich erfolgte teilweise eine statistische Untersuchung 

der Ergebnisse unter Ausschluss dieser Patientengruppe. 

Ähnlich könnte sich der Einschluss von Patienten mit Zweitkarzinomen sowie 

ipsilateralen Lokalrezidiven auf die Ergebnisse auswirken. So bezeichnen zum 

einen Zweitkarzinome einen neuen Tumor in der anderen Brust, der unabhängig 

vom vorherigen Tumor entsteht [138]. Darüber hinaus unterscheiden einige 

Autoren im Falle erneuter Erkrankung derselben Seite, zwischen einem echten 

Lokalrezidiv und einem neuen Primärtumor. In der Studie von Huang et al. 

wurden ipsilaterale Mammakarzinome als ipsilaterale Rezidive definiert, wenn sie  

innerhalb von 3 cm vom Primärtumorbett auftraten und der histologische Subtyp 

mit dem Primärtumor übereinstimmte. Alle übrigen ipsilateralen Rezidive wurden 

als neue Primärtumoren klassifiziert [139]. Hierbei zeigten die Lokalrezidive ein 

signifikant besseres Überleben als neue Primärtumoren der gleichen Seite.   

Gerber et al. beschreibt darüber hinaus in seiner Arbeit unter welchen 

Bedingungen ipsilaterale Rezidive als Zweitkarzinome bezeichnet werden 

können und somit, wie ein primäres Karzinom behandelt werden sollten [140].   

Der Nachteil des Einschlusses von Patienten, die schon in der Vergangenheit ein 

Mammakarzinom hatten, ist, dass der Ursprung der DTCs in diesen Fällen im 

Rahmen dieser Studie nicht zu eruieren ist. Schließlich können DTCS bis zu 

Jahrzehnte in einer Ruhephase bleiben [13]. Der Vergleich von Merkmalen der 

DTCs mit den Merkmalen des aktuellen Mammakarzinoms ist also zu 

hinterfragen.  Folglich erfolgte teilweise eine statistische Untersuchung der 

Ergebnisse auch unter Ausschluss dieser Patientengruppe. 

Eingeschlossen in diese Studie wurden auch Patienten mit einem duktalen 

Carcinoma in situ (DCIS). Es wurde bereits in mehreren Studien, unter anderem 

durch Banys et al., das Vorhandensein von  DTCs bei Patienten mit DCIS  

beschrieben [52, 53], obwohl dieses Stadium als nicht-invasives Stadium, beim 

dem die Tumorzellen ihren Ursprungsort nicht verlassen, gilt [54]. Inwieweit 

DTCs bei dieser Patientensubgruppe klinisch relevant sind, ist aktuell unklar [52]. 
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Das Patientenkollektiv dieser Studie erfolgte primär also mit dem Ziel einer 

möglichst großen Akquirierung von Daten, sodass einige Schwachstellen an den 

Einschlusskriterien des Patientenkollektivs zu finden sind. Sollte der AR-Status 

von DTCs tatsächlich zukünftig Einfluss auf die Therapie von Patienten mit 

Mammakarzinom haben, ist selbstverständlich auf die Einhaltung der 

Konsenskriterien zur Detektion von DTCs [57] zu achten. Die bisher 

stattgefundenen systemischen Therapien würden in diesem Fall jedoch 

wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielen, da hier am wahrscheinlichsten 

eine zielgerichtete Eradikation der DTC unter Berücksichtigung des aktuellen AR-

Status der DTCs stattfände. 

 

4.1.2  Detektion von DTCs 

Zur Detektion von DTCs wurde im Rahmen dieser Arbeit die 

Mehrfachimmunfluoreszenzfärbung und -mikroskopie verwendet. Nur Zellen, die 

CK-positiv waren und bei denen sich im DAPI-Kanal ein Zellkern zeigte, während 

die CD45-Färbung negativ war, wurden als DTCs identifiziert. Die Detektion 

erfolgte über ein mäanderförmiges Durchmustern der Objektträger mit dem 

Fluoreszenzmikroskop. Das Vorhandensein jeder DTC wurde durch eine zweite 

Person bestätigt.  

Die im Rahmen dieser Studie verwendete Immunfluoreszenzfärbung war eine 

bereits etablierte Färbung, die zur Bestimmung des AR-Status bei CTCs  

verwendet worden war, und im Rahmen dieser Studie modifiziert angewandt 

wurde [127]. 

Die mäanderförmige Durchmusterung der Objektträger in zwei Vergrößerungen 

ist ein Verfahren, wodurch das Übersehen von DTCs verhindert werden sollte. 

Durch die Zweitbeurteilung der DTCs wurde die Wahrscheinlichkeit für eine 

subjektive Fehleinschätzung beim Erkennen von DTCs verringert. Jedoch stellte 

sich die mäanderförmige Durchmusterung als sehr zeitaufwändiges Verfahren 

dar.  

Das für die Detektion von CTCs durch die Food and Drug Administration (FDA) 

zugelassene CellSearch®-System würde im Rahmen eines automatisierten 
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Verfahrens eine alternative Detektionsmethode anbieten und wurde bereits in 

einzelnen Studien zur Detektion von DTCs angewendet [68, 69]. Eine Etablierung 

eines solchen Systems zur Detektion von DTCs böte die Möglichkeit DTCs mit 

deutlich kleinerem Aufwand zu detektieren, was für die routinemäßige klinische 

Anwendung ein deutlicher Vorteil wäre.  

In dieser Arbeit wurde zur CK-Färbung ein AE1/3- und C11-AK verwendet, wovon 

der AK AE1/3-AK im Konsenspapier zur Detektion von DTCs empfohlen  wird 

[57]. Dieser AK wurde im Rahmen dieser Arbeit um den C11 - AK erweitert um 

die Detektionsrate zu erhöhen. Durch den Einsatz gegen verschiedene CKs 

gerichteter AK konnten in verschiedenen Studien unterschiedliche DTC-

Populationen erkannt werden [141]. Auch eine Markierung der DTCs über andere 

Strukturen, wie MUC1 and EpCAM, wird in der Literatur beschrieben, dabei kann 

sich ebenfalls die Zahl der detektierten DTCs unterscheiden [142, 143].  

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit eine bereits etablierte 

Färbung verwendet [127]. Die manuelle Suche am Fluoreszenzmikroskop stellte 

sich jedoch als aufwendige Detektionsmethode dar. Eine routinemäßige 

Untersuchung von KM-Proben könnte alternativ zukünftig über automatisierte 

Systeme, wie dem CellSearch®-System, erfolgen [68, 69]. Darüber hinaus gibt 

es verschiedene AK zur Detektion von DTCs, die zu einer unterschiedlichen 

Anzahl an detektierten DTCs und sogar zum Erkennen verschiedener DTC-

Populationen führen könnten [141–144] . Der Nutzen des simultanen Gebrauchs 

mehrerer CK-Färbungen oder anderer Oberflächenantikörper zur Detektion einer 

größeren Anzahl an DTCs wäre möglicherweise zu evaluieren; ein Vorteil durch 

die möglichst umfassende Erfassung von DTCs erscheint jedoch naheliegend.  

4.1.3 Immunhistochemische Färbung des Primärtumors 

Falls bei einem Patienten im Rahmen dieser Studie DTCs gefunden worden 

waren, erfolgte bei diesen Patienten eine immunhistochemische Färbung des 

Primärtumors, insoweit Tumormaterial vorhanden war. Die Färbung erfolgte im 

Rahmen der routinemäßigen Färbungen in der Pathologie. Die mikroskopische 

Beurteilung des AR-Status erfolgte durch eine fachärztliche Begutachtung. 
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Insgesamt war so durch die hohe Kompetenz im Rahmen der Färbung und der 

AR-Bestimmung ein sehr hohes Qualitätsniveau der AR-Bestimmung 

gewährleistet, sodass dieses Vorgehen wahrscheinlich auf die klinische Routine 

übertragbar wäre.  

Insgesamt wurde der AR-Status des Mammakarzinoms bereits in Rahmen 

mehrerer Studien immunhistochemisch bestimmt, jedoch wurde in diesen 

Studien kein einheitlicher Cut-off-Wert zur Definition eines AR-positiven Tumors 

verwendet. Dabei gibt es in Studien verschiedene Grenzwerte zur Definition 

eines AR-Positiven Mammakarzinoms, gängig ist zum Beispiel ab 1 % [116, 145, 

146], 10 % [128, 147–149] oder 20 % [150] AR-positiver Kerne ein 

Mammakarzinom als AR-positiv zu definieren. Daneben findet eine Einteilung 

Verwendung, bei der - angelehnt an die HR-Bestimmung des ER und PR - der 

Immunreaktiver Score (IRS) und der Remmele-Score angewendet werden, bei 

denen sowohl die Anzahl der AR-positiven Kerne als auch die Intensität der 

Färbung mit in die Auswertung einbezogen werden [151]. In Rahmen dieser 

Arbeit wurde sich dafür entschieden, einen Tumor ab einem Anteil von 1 % AR-

positiven Kernen als AR-positiv zu definieren.  

Als Schwäche dieser Arbeit ist zudem zu erwähnen, dass zur AR-Bestimmung 

der DTCs eine Immunfluoreszenzfärbung mit dem AR-AK D6F11 verwendet 

wurde. Zur Bestimmung des AR-Status des Primärtumors wurde hingegen eine 

immunhistochemische Färbung mit dem AR-AK F39.4.1 verwendet. Dieser 

Unterschied ist darauf zurückzuführen, dass wir zur Detektion von DTCs und dem 

zugehörigen AR dazu gezwungen waren, eine Mehrfachfärbung vorzunehmen. 

Somit musste, da die direkt konjugierten CK- und CD45-AK der Spezies Maus 

entstammten, der indirekt konjugierte AR-AK aus einer anderen Gattung als der 

Spezies Maus stammen [58, 59]. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete 

immunhistochemische Färbung des Primärtumors mit dem AK F39.4.1 stellt 

jedoch eine beim Prostatakarzinom in der Routine eingesetzte und etablierte 

Färbung der Gattung Maus dar. Beim AR-AK D6F11 handelt es sich dabei, wie 

beim AR- AK F39.4.1, um einen monoklonalen AK, dies verbessert im Vergleich 

zu polyklonalen AK die Spezifität der Bestimmung [152]. Insgesamt kann diese 

Studie am ehesten als proof of principle Studie verstanden werden, die 

untersucht, ob es möglich ist den AR-Status von DTCs zu bestimmen. Die 
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Wertigkeit des Vergleichs der AR-Status zwischen DTC und Primärtumor ist 

hierbei eingeschränkt.  

Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten verschiedener Studien und für den Fall, 

dass sich die antiandrogene Therapie in der Behandlung des Mammakarzinoms 

durchsetzen sollte, wäre zukünftig ein einheitlicher Grenzwert zur Definition eines 

AR-positiven oder -negativen Mammakarzinoms sinnvoll. Denkbar wären in 

diesem Zusammenhang beispielsweise Studien, die die Wirkung einer 

antiandrogenen Therapie in Abhängigkeit zur AR-Positivität setzen und so einen 

sinnvollen Grenzwert ermitteln.  Ferner sollte zur besseren Vergleichbarkeit des 

AR-Status von DTCs und Primärtumor in weiteren Arbeiten versucht werden, den 

gleichen AR-AK zu verwenden.  

 

4.2 Diskussion der Ergebnisse 

4.2.1  Detektierte DTCs  

Insgesamt wurden bei 26 der 77 (33,8%) eingeschlossenen Patienten DTCs 

detektiert. Pro Patienten wurden dabei zwischen 0 und 20 DTCs detektiert, der 

Mittelwert betrug 0,65 DTCs (± SD 2,338) pro Patienten. 

In der Literatur können DTCs bei 26 % bis 32 % aller primären 

Brustkrebspatienten nachgewiesen werden [43–45]. So scheint die von uns 

detektierte Anzahl an DTCs in diesen Bereich zu passen. Zu beachten ist in 

diesem Zusammenhang jedoch, dass in diese Studie nur Patienten 

eingeschlossen wurden, bei denen bereits in den Voruntersuchungen DTCs 

gefunden worden waren. Es handelt sich also um eine Re-Detektionsrate von 

Patienten, bei denen im Rahmen derselben Punktion auf anderen Objektträgern 

bereits DTCs gefunden worden waren. Somit kann diese Arbeit nicht mit den 

Detektionsraten aus der Literatur verglichen werden. 

Diese gering erscheinende Re-Detektionsrate ist unter anderem mit der Menge 

des untersuchten Materials zu erklären. Insgesamt wurden im Rahmen dieser 

Arbeit 137 Objektträger von 77 Patienten untersucht. Die Anzahl der 

untersuchten Objektträger pro Patienten in dieser Studie lag zwischen 1 und 5, 
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der Mittelwert der Anzahl der untersuchten Objektträger pro Patienten betrug 

1,78 ± SD 0,719, wobei sich auf einem Objektträger etwa 1,5 x 106 Zellen 

befinden. Somit wurde bei vielen Patienten in dieser Studie - auch im Gegensatz 

zu den Voruntersuchungen, bei denen die Standardzahl von 2 x 106  Zellen stets 

erfüllt worden war - die Standardanzahl von 2 x 106  untersuchten Zellen nicht 

erreicht oder in anderen Fällen überschritten [57].  

Ein weiterer Grund für diese Diskrepanz könnte die Verwendung von 

eingefrorenen Präparaten aus der Biodatenbank sein. In einer Arbeit wurde 

beispielsweise die Qualität einer immunhistochemischen Färbung zwischen mit 

Methanol-fixierten und anschließend mit Polyethylenglycol (PEG) geschützten 

Objektträgern und Objektträgern, die nach Lufttrocknung im Gefrierschrank 

gelagert wurden, verglichen. Hierbei zeigte sich die Färbung bei Objektträgern, 

die nach der Lufttrocknung im Gefrierschrank gelagerten wurden, in einigen 

Aspekten sogar signifikant schlechter [153].  

Sollte in eine präzise Aussage über den DTC-Status eines Patienten getroffen 

werden, sollten auf jeden Fall möglichst 2 x 106  Zellen untersucht werden [57]. 

Daneben ist möglichst eine Optimierung der Lagerbedingungen von Präparaten 

anzustreben, wobei natürlich die Untersuchung von neu hergestellten Präparaten 

die höchste Qualität verspricht. 

 

4.2.2  AR-Status der DTCs  

Unsere Studie zeigt, dass DTCs einen positiven AR-Status haben können. 

Insgesamt waren 30% (15 von 50) der detektierten DTCs AR-positiv. 38,5 % (10 

von 26) der Patienten, bei denen in der AR-Färbung mindestens eine DTC 

gefunden werden konnte, hatten einen AR-positiven Rezeptorstatus, welcher als 

mindestens eine AR-positive DTC pro Patienten definiert wurde. Bei den 

Patienten, bei denen mehr als eine DTC gefunden wurde, konnte sich jedoch der 

der AR-Status der verschiedenen DTCs voneinander unterscheiden.  

Es konnte keine Arbeit gefunden werden, die sich mit dem AR-Status von DTCs 

bis dato beschäftigt hat. Arbeiten, die den AR-Status von Brustkrebsmetastasen, 
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deren Vorstufen DTCs sein könnten [13], untersucht haben, zeigen jedoch, dass 

Brustkrebsmetastasen AR-positiv sein können [154, 155]. Es gibt außerdem 

Untersuchungen zum AR-Status von CTCs im metastasierten Kollektiv. Dabei 

konnte ein positiver AR-Status bei 31 % bis 40,5 % der Patienten mit CTCs 

nachgewiesen werden [71, 127, 128]. Auch hier wurde eine Heterogenität des 

AR-Status verschiedener CTCs bei gleichen Patienten beobachtet [127, 128]. 

Dass sich phänotypische Merkmale mehrerer DTCs derselben Patienten 

unterscheiden können, wurde auch in Bezug auf andere prädiktive Biomarker, 

wie dem ER- oder Her2-Status, gezeigt [71, 74]. Somit sind die Ergebnisse dieser 

Arbeit mit den bisherigen Forschungsergebnissen in Einklang zu bringen. 

Ursächlich für die Heterogenität von DTCs beim gleichen Patienten könnte zum 

einen der Umstand sein, dass - auch bei einem im Rahmen dieser Studie als AR-

positiv bezeichneten Primärtumor mit einem Cut-uff-Wert von 1 % - die 

Möglichkeit besteht, dass ein großer Anteil der Tumorzellen AR-negativ ist. Somit 

besteht die Möglichkeit, dass bereits im Primärtumor eine Zellheterogenität 

bezüglich des AR-Status besteht. Die Zellheterogenität des Primärtumors und 

damit auch das Vorhandensein von eventuell nicht entdeckten Subgruppen von 

Zellen im Primärtumor wird dabei auch im Rahmen einer anderen Studie als 

mögliche Ursache von genetischen Veränderungen von DTCs gegenüber des 

Primärtumors gesehen [156]. Daneben wird auch diskutiert, ob es zu einer 

Veränderung der Zelleigenschaften während der Dissemination ins 

Knochenmark kommt [156, 157]. So konnte in einer Arbeit gezeigt werden, dass 

DTCs Stammzelmarker exprimieren können, die im Primärtumor nicht zu finden 

sind, was die Theorie der parallelen Progression unterstützt [14, 158]. Vermutet 

wird in diesem Zusammenhang, dass DTCs einen Klon von besonderer 

Aggressivität darstellen könnten [159].  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DTCs bei 

Mammakarzinompatienten AR-positiv sein können. Dies stellt ein neues 

mögliches Therapieziel zur Bekämpfung von DTCs dar. Zukünftig entscheidend 

ist, ob die Anwendung einer Anti-AR gerichteten Therapie zur Eradikation von 

DTCs führt sowie die Beantwortung der Frage, ob die Eradikation von DTCs 

einen klinischen Nutzen, zum Beispiel bezüglich des Langzeit- oder 

krankheitsfreien Überlebens, für die Mammakarzinompatienten hat.   
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4.2.3  AR-Status des Primärtumors  

Der AR-Status des Primärtumors wurde bei Patienten mit positivem DTC-Status 

bestimmt, bei denen Tumormaterial zur immunhistochemischen Bestimmung 

vorhanden war. Dies war bei 21 Patienten der Fall. 61,9 % dieser Patienten (13 

von 21) hatten einen AR-positiven Tumor.  

Routinemäßig wird der AR-Status des Mammakarzinoms nicht bestimmt [6]. In 

der Literatur wird beschrieben, dass etwa 60 % bis 78 % aller Mammakarzinome 

AR-positiv sind [116, 117]. Diese Zahlen sind mit unseren Ergebnissen vereinbar, 

obwohl im Rahmen dieser Arbeit nur der AR-Status von DTC-positiven Patienten 

bestimmt wurde.  

Das Auswahlkriterium nur bei DTC-positiven Patienten den AR-Status des 

Tumors zu untersuchen hat zur Folge, dass der AR-Status von Patienten mit 

Mammakarzinom dieser Studie eventuell nicht auf alle Patienten mit 

Mammakarzinom übertragen werden kann, zumal die Stichprobengröße sehr 

klein ist.  

 

4.2.4  Korrelation des AR-Status der DTCs und des 

Primärtumors 

Bei insgesamt 21 Patienten, bei denen der AR-Status der DTCs im Rahmen 

dieser Studie bestimmt werden konnte, wurde auch der AR-Status des 

Primärtumors bestimmt. Der statistische Zusammenhang wurde unter anderem 

mit Hilfe des exakten Tests nach Fischer bestimmt. Dabei ergab sich kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen AR-Status des Primärtumors und der 

DTCs (p=0,203). Dieses Ergebnis bestätigte sich auch nach Herausnahme der 

Patienten, die zum Zeitpunkt der KMP bereits eine neoadjuvante Therapie 

erhalten hatten oder ein Mammakarzinom in der Vorgeschichte haben (p=0,377). 

Die Aussage des ebenfalls verwendeten Chi-Quadrat-Tests, der ebenfalls jeweils 
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keinen signifikanten Zusammenhang zeigte, ist eingeschränkt, da mehr als eine 

Zeile Werte kleiner fünf enthält. 

Insgesamt ist das Ergebnis unter der Einschränkung einer sehr kleinen 

Patientenstichprobe von 21 Patienten, beziehungsweise - bei Betrachtung der 

Patienten ohne neoadjuvante Therapie oder ein Mammakarzinom in der 

Vorgeschichte - von 19 Patienten, zu verstehen. 

Es konnte keine Arbeit gefunden werden, die sich bisher mit dem Vergleich des 

AR-Status von DTCs und dem Primärtumor beschäftigt hat. Jedoch legen andere 

Arbeiten, welche Merkmale von DTCs und Primärtumoren vergleichen, ebenfalls 

nahe, dass der Rezeptorstatus unterschiedlicher Merkmale zwischen 

Primärtumor und DTC unabhängig voneinander exprimiert wird [71, 72, 74]. So 

wurde beispielsweise in Arbeiten von Solomayer et al. und Hartkopf et al. die 

Expression des Her2-Status zwischen Primärtumor und DTCs verglichen, der 

dabei nicht signifikant miteinander korrelierte [71, 72].  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte insgesamt beobachten werden, dass DTCs 

seltener AR-positiv sind (15 der 50 detektierten DTCs (30 %) und 10 der 26 

Patienten (38,5 %)) als der Primärtumor (13 von 21 Patienten, entspricht 61,9 

%). In einer Arbeit, welche die ER-Expression zwischen Primärtumor und DTC 

verglich, waren 12% der DTCs ER-positiv, während 82 % der Primärtumore ER-

positiv waren [74].  Eine positive Her2-Expression ist bei DTCs hingegen häufiger 

zu beobachten als beim Primärtumor [71, 72]. Die Beobachtungen dieser Arbeit 

unterstützen somit die These, dass DTCs einen besonders aggressiven Klon 

darstellen [159]. Gemeinsam mit der Erkenntnis, dass DTCs Stammzellmarker 

exprimieren können, die im Primärtumor nicht zu finden sind, wird hiermit die 

Theorie der parallelen Progression unterstützt [14, 158].   

Der AR-Status von Primärtumor und Metastase hatte in einer Arbeit eine 

Konkordanz von mehr als 60 %  [154]. Geht man davon aus, dass Metastasen 

aus DTCs entstehen, ist die Diskrepanz zwischen Primärtumor und DTCs in 

dieser Arbeit interessant, da dann auch eine phänotypische Ähnlichkeit zwischen 

DTC und Primärtumor eher naheliegend erscheinen würde. Zur genaueren 

Untersuchung und Klärung dieser Diskrepanz wäre weitere Forschung sinnvoll. 

Insbesondere würde sich anbieten phänotypische Merkmale nicht nur zwischen 
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Primärtumor und DTC zu vergleichen, sondern in einer Arbeit die phänotypische 

Charakterisierung von Primärtumor, DTC und Metastase miteinzubeziehen. So 

zeigte Wallwiener et. al. in einem Vergleich des Her2-Status von CTCs und 

Metastasen sowie dem Primärtumor eine Übereinstimmung von Primärtumor und 

Metastase von 83 %. Die Her2-Expression der CTCs zeigte hingegen eine 

Übereinstimmung von 74 % zu Metastasen, bzw. von 69 % zum Primärtumor 

[160]. 

Phänotypische Unterschiede zwischen Primärtumor und DTCs haben auch 

potentielle klinische Konsequenzen, falls eine gegen den AR gerichteten 

Therapie etabliert werden sollte. Dann wäre es zum einen möglich, dass 

Patienten mit AR-negativem Primärtumor und AR-positiven DTCs von einer 

gegen den AR-gerichteten Therapie profitieren könnten. Gleichzeitig könnte so 

auch eine fehlende Eradikation von DTCs bei AR-positivem Primärtumor und AR-

negativen DTCs erklärt werden. Inwieweit eine systemische Therapie jedoch 

grundsätzlich in der Lage ist, DTCs zu eradizieren, und ob eine gegen den AR 

gerichtete Therapie AR-positive DTCs eradiziert, muss in weiteren Arbeiten 

untersucht werden. 
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4.3 Schlussfolgerung 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mittels einer Immunfluoreszenzmehrfach-

färbung gezeigt werden, dass DTCs einen AR exprimieren können. Dabei 

wurden bei 26 der 77 eingeschlossenen Patienten der AR-Status der DTCs 

bestimmt. 10 dieser 26 Patienten hatten AR-positive DTCs.   

Dabei ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den klassischen 

klinisch-pathologischen Daten der Patienten oder dem AR-Status des 

Primärtumors und dem AR-Status der DTCs. In den wenigen Patientinnen mit 

mehr als einer DTC konnte eine Heterogenität des AR-Status festgestellt werden.  

Diese Ergebnisse könnten im Rahmen des großen Interesses an antiandrogenen 

Therapien beim Mammakarzinom [77, 131, 133, 134] von Bedeutung sein, da sie 

zum einen eine fehlende Wirksamkeit bei AR-positiven Primärtumoren und AR-

negativen DTCs erklären könnten sowie zum anderen einen möglichen Nutzen 

der gegen den AR gerichteten Therapie bei AR-negativen Tumoren mit AR-

positiven DTCs bieten könnten. Die Effektivität einer gegen den AR gerichteten 

Therapie beim Mammakarzinom - insbesondere auch gegen DTCs – muss 

jedoch zukünftig noch geklärt werden.  

Insgesamt stellte sich jedoch die manuelle Detektion von DTCs als zeitaufwändig 

dar. Zur Einführung einer spezifischen gegen DTCs gerichteten Therapie in die 

klinische Praxis wäre zukünftig sicher die Etablierung einer automatisierten 

Detektionsmethode für DTCs sinnvoll, wie sie bei CTCs mit dem durch die FDA 

zugelassenen CellSearch®-System durchgeführt wird und bereits in einzelnen 

Studien zur Detektion von DTCs angewendet wurde [68, 69].  
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