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Abstract

Einleitung:

Auch nach Einfuhrung nationaler Screeningprogramme bleibt das Zervixkarzinom welt-
weit die vierthaufigste Tumorerkrankung der Frau. Es besteht dringender Bedarf an
wirksamen, vor allem auch gezielten Therapien. Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) ge-
winnen durch die Entwicklung und Optimierung der Methoden ihrer Isolation und Cha-
rakterisierung zunehmend an Bedeutung als ,Liquid Biopsy“. Sie bieten eine nicht-
invasive Moglichkeit des Beitrags zum individuellen Tumormanagement.

Methoden:

Um den potentiellen Nutzen von CTCs fur Patientinnen mit Zervixkarzinom zu evaluie-
ren, wurde anhand der Tumorzelllinien Hela, SiHa, Caski und SW620, Spiking-
Experimenten und Blut- und Gewebeproben von 8 Patientinnen ein Markerpanel zur
durchflusszytometrischen CTC-Detektion etabliert. Die CTC-Anreicherung erfolgte mit-
tels immunomagnetischer CD45-Depletion.

Ergebnisse

Zusammenfassend zeigten sich die Zervixkarzinomzelllinien stark positiv fur EGFR und
CK7/8 und schwach (SiHa, HelLa) bzw. stark positiv fur EpCAM (Caski). In Spiking-
Experimenten mit der EpCAM-positiven Kolonkarzinomzelllinie SW620 wurden anhand
der Marker EpCAM und CK7/8 durchschnittliche Wiederfindungsraten von 50%, bei
Spiking-Experimenten mit der EpCAM-schwach-positiven Zervixkarzinomzelllinie SiHa
nur von durchschnittlich 20% erreicht. Beim Einsatz der Methode zur Analyse von Pati-
entenblutproben fanden sich CK7/8-positive Zellen bei 6 von 8 Patientinnen. Immunhis-
tochemische Referenzfarbungen von zervikalem Adeno- und Plattenepithelkarzinom-
gewebe erwiesen sich als gleichermalien CK7/8- und p16-positiv, jedoch EGFR-
negativ.

Diskussion

Das in dieser Arbeit eingesetzte CTC-Detektionsverfahren weist klare technische Limi-
tationen auf, erbringt jedoch den Hinweis, dass der Nachweis von CTCs bei Zervixkar-
zinompatientinnen anhand ihrer Expression von CK7/8 moglich ist. Eine Aussage Uber
die Rolle der CTCs nicht nur als Tumormarker sondern als Tumormodellsystem kann

anhand der vorliegenden Ergebnisse fur das Zervixkarzinom nicht getroffen werden.



Introduction

Despite the establishment of national screening programs cervical cancer still remains
the fourth most commonly diagnosed cancer in females worldwide. Evidently there is an
urgent need of effective, especially targeted therapeutic agents. Due to the develop-
ment and optimisation of methods for the isolation and characterisation of circulating
tumour cells (CTCs) they become of increasing interest as a ,Liquid Biopsy*“.

Methods

To evaluate the potential benefit of CTCs for cervical cancer patients a marker panel
was developed, that allows the flow cytometric detection of circulating tumour cells in
cervical cancer patients. A flow cytometric analysis of the cancer cell lines HelLa, SiHa,
Caski und SW620, and blood and tissue samples from 8 cervical cancer patients as
well as spiking experiments were performed for this purpose. CTCs were enriched by
immunomagnetic CD45-Depletion.

Results

Overall, the cervical cancer cell lines showed to be strongly positive for the markers
EGFR and CK7/8 as well as weakly (HeLa, SiHa) and strongly (Caski) positive for Ep-
CAM respectively. In spiking experiments using the EpCAM-positive colon carcinoma
cell line SW620 and the markers EpCAM and CK7/8 for CTC-Detection average recov-
ery rates of 50% have been reached. Using the weakly EpCAM-positive cervical cancer
cell line SiHa the average recovery rate was not higher than 20%. When applying the
Method to patient’s blood samples CK7/8-positive cells were found in 6 out of 8 pa-
tients. Reference staining of cervical squamous cell carcinoma and adenocarcinoma
tissue showed to be equally CK7/8- and p16-positive and EGFR-negative.

Discussion

The CTC detection method applied in this thesis shows obvious technical limitations but
provides evidence that CTC detection could be feasible in cervical cancer patients using
CK7/8. The present results do not allow conclusions about the role of CTCs not only as

a tumour marker but as a tumour model system.
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1. Einleitung
1.1. Zahlen und Fakten zum Zervixkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Zervixkarzinom war noch Anfang der 1970er Jahre sowohl in Deutschland als auch
in den USA der zweithaufigste Tumor bei Frauen [1,2]. Durch die Einfuhrung der Krebs-
friherkennungsuntersuchung mittels zytologischem Abstrich im Jahre 1971 konnte die
Inzidenz des Zervixkarzinoms deutlich gesenkt werden [2]. In Deutschland erkrankten
2012 noch ca. 4.600 Frauen an einem Zervixkarzinom, das somit auf die zwolfte Stelle
der haufigsten Tumorerkrankungen fiel [2].

Weltweit ist das Zervixkarzinom noch heute die vierthaufigste Tumorerkrankung der
Frau, wobei eine deutliche Mehrheit der Falle (ca. 85%) in Entwicklungslandern auftritt
[3]. Dort hat das Zervixkarzinom nach wie vor eine hohe Inzidenz und Mortalitat. In
Entwicklungslandern, v.a. in Afrika, macht das Zervixkarzinom 12% aller Krebserkran-
kungen bei Frauen aus, in Ost- und Mittelafrika ist das Zervixkarzinom die haufigste
Krebserkrankung unter den dort lebenden Frauen [3]. Auch im Hinblick auf die Mortali-
tat besteht mit einer Uber zehnfach hoheren Mortalitatsrate in Entwicklungs- im Ver-
gleich Industrielandern ein signifikanter Unterschied [3].

Das durchschnittliche Erkrankungsalter fur das Auftreten invasiver Karzinome betragt
ca. 50-60 Jahre, prainvasive Vorstufen kdnnen schon im Alter von 30-40 Jahren auftre-
ten. Demnach sind im Durchschnitt 10-15 Jahre jungere Patienten betroffen als bei an-
deren gynakologischen Tumorerkrankungen [2,4].

Wahrend die 5-Jahresuberlebensrate in fruhen Stadien mit lokal begrenzter Ausbrei-
tung noch ca. 92% betragt, verschlechtert sich die Prognose bei Fernmetastasierung
auf eine 5-Jahresuberlebensrate von nur ca. 17% [4].

Anhand dieser Daten wird deutlich, dass das Zervixkarzinom trotz der bestehenden

Moglichkeiten der Fraherkennung nach wie vor nicht an Relevanz verloren hat.

1.1.2. Tumorbiologie und Metastasierung

Zervixkarzinome entstehen an der Transformationszone, einer bandformigen Metapla-
sie- bzw. Ektopiezone, die den Ubergang des endozervikalen Driisenepithels zum ekto-
zervikalen/ vaginalen Plattenepithel markiert und die sich hormonbedingt im Alter zu-
nehmend in den Zervixkanal zurlckzieht [5,6]. Bei einem Grolteil der invasiven Zervix-

karzinome handelt es sich demnach um Plattenepithel- (65,6%) und Adenokarzinome
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(28,2%), wobei die Inzidenz des Adenokarzinoms in den letzten Jahrzehnten kontinuier-
lich zugenommen hat [7,8]. Gleichermalien [9] gilt die Infektion mit einem Hochrisiko-
Subtyp des humanen Papillomvirus (HPV, v.a. 16, 18, aber auch 31, 33, 35, 45, 52, 58)
[10] als ursachlich fur die maligne Transformation [11]. Bei ca. 99,7% der Zervixkarzi-
nome ist HPV nachweisbar [12], wobei das Plattenepithelkarzinom vorwiegend mit HPV
16 (HPV 16: 59,3%, HPV 18: 13,2%) assoziiert ist, wahrend beim Adenokarzinom hau-
figer auch HPV 18 (HPV 18: 36,8%, HPV 16: 36,3%) eine Rolle spielt [13]. Das HPV
Genom kodiert lediglich fur 8 Gene [14], wobei die gleichnamigen Genprodukte der pri-
maren viralen Onkogene E6 und E7 die Schlusselrolle bei der HPV-assoziierten Karzi-
nomentstehung einnehmen [15]. Zentrale Zielstrukturen sind die wirtszellularen Protei-
ne p53 und Retinoblastoma Tumour Supressor Protein (pRb): E6 bewirkt durch seine
Interaktion mit p53 eine Apoptoseinhibition und damit die Immortalisierung der Wirtszel-
le [16]. E7 bindet pRb, was eine Disinhibition des Transkriptionsfaktors E2F und damit
eine Dysregulation des Zellzyklus und unkontrolliertes Wachstum zur Folge hat [17].
Weiterhin fuhrt die Interaktion von E7 mit pRB zu einem paradoxen Anstieg des Tumor-
suppressors p16 INK4a. In gesunden Zellen inaktiviert p16 die zyklinabhangigen Kina-
sen CDK4 und 6, die wiederum den Transkriptionsfaktor E2F durch die Phosphorylie-
rung von pRB disinhibieren und arretiert somit den Zellzyklus in der G1-Phase. Eine
pRB-Inaktivierung durch E7 hat eine Uberexpression von p16 durch die aufgehobene
Feedback-Hemmung zur Folge. Eine hohe p16-Expression wird folglich mit einer HPV-
Infektion assoziiert und wird in der Pathologie in der immunhistochemischen Differenti-
aldiagnostik HPV-assoziierter Tumoren wie z.B. dem Zervixkarzinom oder Karzinomen
des Kopf-Hals-Bereichs eingesetzt [18].

Das Zervixkarzinom kann sich lokal in Uteruskorper, Parametrien, Vagina, Bauchhohle,
Harnblase oder Rektum ausdehnen. Eine lymphogene Ausbreitung in pelvine und pa-
raaortale Lymphknoten kann schon in frihen Erkrankungsstadien erfolgen [19]. Ein Be-
fall von paraaortalen Lymphknoten wird als Fernmetastasierung (M1) klassifiziert [19].
Eine hamatogene Fernmetastasierung ist insgesamt selten und meistens Folge einer
Rezidiverkrankung. Fernmetastasen konnen v.a. in Lunge, Leber und Knochen auftre-
ten [20].

Die Prognose des Zervixkarzinoms wird durch das FIGO-Stadium, den Lymphknoten-
status, TumorgrofRe und -invasionstiefe, dem histologischen Subtyp und dem Vorliegen
von Lymphgefallinvasion bestimmt [19]. Unter den zellularen Biomarkern zeigen vor

allem solche eine prognostische Relevanz, die in den Prozess der Angiogenese
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(VEGF-C, COX2), die Reaktion auf Hypoxie (HIF1a, -2a) oder den EGFR-Signalweg
(EGFR, HER2/neu, AKT, mTOR) involviert sind [21,22].

Tumormarker, insbesondere SSC und CYFRAZ21-1, lassen sich vor allem bei Patientin-
nen mit Plattenepithelkarzinom der Zervix nachweisen. Erhdhte Serumspiegel beider
Tumormarker sind assoziiert mit ungunstigen Prognosefaktoren wie einem hohen FI-
GO-Stadium, der Tumorgrof3e sowie der Invasionstiefe und sind in der Lage einen
Lymphknotenbefall vorherzusagen. Insbesondere bei fortgeschrittener Erkrankung kann
anhand von Verlaufsbeobachtungen des Serumspiegels der Tumormarker eine Aussa-
ge Uber das Ansprechen auf Bestrahlung und/oder Chemotherapie getroffen werden.
Bei bis zu 90% der Patientinnen geht ein Tumormarkeranstieg im Verlauf dem Kklini-
schen Nachweis einer Krankheitsprogression um einige Monate voraus [23].

Der ursprunglich beim Ovarialkarzinom nachgewiesene Tumormarker CA-125 |asst sich
bei einem Teil der Patientinnen mit Adenokarzinom der Zervix nachweisen und ist mit
einer schlechteren Prognose assoziiert. Der Anstieg des CA-125 Serumspiegels im

Verlauf kann ein Rezidiv eines Adenokarzinoms der Zervix anzeigen [23].

1.1.3. Friherkennung und Pravention

Die Erkenntnis, dass eine HPV-Infektion mafdgeblich das Risiko fur ein Zervixkarzinom
definiert, eroffnet mit der Impfung gegen HPV die Mdglichkeit der Primarpravention von
Krebs [24]. Die beiden HPV-Impfstoffe Cervarix® und Gardasil® basieren auf einem
Strukturprotein des Viruskapsids (L1) und richten sich gegen HPV 16 und 18, bzw.
Gardasil® zusatzlich gegen HPV 6 und 11, die typischen Erreger von Genitalwarzen
[25]. Es wird geschatzt, dass eine weltweite Vakzinierungsrate von 70% einen Ruck-
gang der Zervixkarzinominzidenz um jahrlich ca. 65% zur Folge haben wird und jahrlich
ca. 65% der Todesfalle vermieden werden konnen [26]. In Australien, wo bereits eine
Vakzinierungsrate von uber 70% erreicht werden konnte, ist ein Rlickgang der Zervix-
karzinominzidenz um 38% zu verzeichnen [27].

Durch die Krebsfruherkennungsrichtlinien des gemeinsamen Bundesausschusses
(GBA) ist in Deutschland ein jahrliches Gebarmutterhalskrebsscreening ab dem 20. Le-
bensjahr vorgesehen [28]. Regelhaft wird ein Zervixabstrich nach Papanicolaou (PAP-
Test) durchgefuhrt, bei dem von der Portiooberflache und aus dem Zervixkanal Proben
entnommen und direkt oder in einem Flussigkeitsmedium (liquid based cytology, Thin-
Prep) auf einen Objekttrager aufgebracht werden [29]. Die Proben werden nach Papa-

nicolaou gefarbt und Zellbild und -morphologie mikroskopisch beurteilt.
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Der PAP-Test hat, bei groer untersucherabhangiger Variabilitat, eine Sensitivitat von
etwa. 50-70% und eine Spezifitat von Uber 95% in der Detektion hohergradiger in-
traepithelialer Neoplasien (CIN 11+) [30].

In den epidemiologischen Daten spiegelt sich wider, dass die Inzidenz des Adenokarzi-
noms sich weniger durch ein Screeningprogramm beeinflussen lasst als die des Plat-
tenepithelkarzinoms (s. 1.1.1). Die Rate falsch-negativer Testergebnisse ist beim A-
denokarzinom signifikant hoher. Das Adenokarzinom kann im Zervixkanal auftreten und
sich somit einer Detektion durch den PAP-Abstrich entziehen [31].

Die Testung auf Hochrisiko-HPV-Subtypen ist nachweislich sensitiver (80-100%), je-
doch in der Detektion hochgradiger intraepithelialer Neoplasien (CINII+) weniger spezi-
fisch (ca.90%) als der PAP-Test [30,32]. Insbesondere bei Frauen unter 30 Jahren ist
eine HPV-Infektion haufig transient, sodass bei einer routinemafligen HPV-Testung die
Gefahr der Uberdiagnose besteht [33]. Bei Frauen ber 30 Jahren kann die HPV-
Testung bei auffalliger Zytologie ergdnzend eingesetzt werden [34,35].
Insbesondere fur jungere Frauen unter 30 Jahren, bei denen der Nutzen der HPV-
Testung begrenzt ist, eignet sich auch eine Farbung der zytologischen Proben mit dem
HPV-assoziierten Marker p16 und dem Proliferationsmarker Ki-67, um bei gleichblei-
bender Spezifitat die Sensitivitat der Zytologie in der Detektion von hohergradigen in-
traepithelialen Neoplasien (CINII+) zu erhdhen [36].

Es wird deutlich, dass das herkommliche zytologische Screening klare Limitationen
aufweist, sodass molekulare, biomarkerbasierte Screeningverfahren wie die HPV-
Testung oder p16-Farbung zunehmend an Bedeutung gewinnen und neue sensitive
und spezifische Biomarker zum Einsatz in der Friherkennung von grof3em Nutzen sein

konnen.

1.1.4. Therapie

Das Staging des Zervixkarzinoms erfolgt klinisch anhand der Klassifikation der Interna-
tional Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) [37].

Beim Fruhkarzinom der Stadien IA-IIA steht die Lokaltherapie, insbesondere die Opera-
tion, im Vordergrund, wahrend die Pharmakotherapie eine geringe Rolle spielt. In den
lokal begrenzten Stadien <IIA soll eine primar operative Therapie durchgefuhrt werden
[38]. In den Stadien IA1 und IA2 sowie IB1 und IlA1 bei einer Tumorgrofde <2cm ohne
Vorliegen von Risikofaktoren ist die radikale Hysterektomie Therapie der Wahl bei

postmenopausalen Frauen oder Patientenwunsch. Eine fertilitatserhaltende Therapie
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mittels Trachelektomie kann pramenopausalen Frauen mit Kinderwunsch angeboten

werden [39]. Eine neoadjuvante Chemotherapie kann zur Reduktion der Tumorgrofle

erwogen werden, wenn eine fertilitatserhaltende Therapie angestrebt wird [39].

Tabelle 1: Ansétze zur gezielten Therapie des Zervixkarzinoms

Wirkmechanismus Zielstruktur Wirkstoff Entwicklungsstand
. ACC: Zulassung (FDA)

VEGF Bevacizumab LACC: kein Benefit + RCT
Angiogenese- VEGFR, . ACC: Monotherapie wirksam
hemmung PDGFR, c-Kit " @zopanib LACC: in Erprobung + RCT

VEGFR Cediranib ACC: Benefit + RCT

VEGFR, FGFR Brivanib ACC: in Erprobung (Monotherapie)

.. ACC: kein Benefit (Monotherapie)

ECGFR Erlotinib LACC: Benefit + RCT
Proliferations- ACC: kein Benefit (Monotherapie, + Cisplatin), mehr
hemmung EGFR Cetuximab UEs (+Cisplatin + Topotecan), in Erprobung

(+Carboplatin + Paclitaxel)

EGFR Panitumumab LACC: in Erprobung + RCT

TK-Inhibitor Imatinib ACC: Kein Benefit (Monotherapie)

) . TK-Inhibitor Sunitinib ACC: Kein Benefit , hohe UE-Rate
Proliferations-und | | it Sorafenib LACC: Studie vorzeitig beendet [46]
Angiogenese-
hemmung mTOR T ACC: eingeschrankte Vertraglichkeit (+ Topotecan),

kein Benefit (Monotherapie)
mTOR Everolimus LACC: In Erprobung (+ RCT)
. ACC: in Erprobung (+ Paclitaxel), geringer Benefit (+

PARP Veliparib
Apoptoseinduktion 2 Topotecan + (peg)G-CSF)

PARP Olaparib ACC: In Erprobung (+ Paclitaxel)

T ACC: moderater Benefit, schwerwiegende Myelo-
Modulation epigene- | DNMT Decitabine suppression ’ ’
tischer Mechanis-
men DNMT Hvdralazin + Valproat ACC: Benefit (+Cisplatin + Topotecan)
Y P LACC: Benefit (Strahlensensitivierung)
siRNA Antisense- e . .

HPV E6/ E7 A q Praklinisch starker antitumorigener Effekt
Interaktion mit vira- Oligonukleotide, u.a. <
ler Atiologie . . Praklinisch u.a. Strahlensensitivierung

HPV Cidofovir Benefit bei CINII+

TRAIL-1 Mapatumumab LACC: in Erprobung (+ RCT)

u-a. TLR4- Bryostatin-1 ACC: Kein Benefit (Monotherapie, + Cisplatin)

Ligand
Immuntherapie CTLA-4 Ipilimumab ACC: In Erprobung (Monotherapie)

PD-1 Nivolumab ACC: In Erprobung (Monotherapie)

-~ ADXS1.1'001 L ACC: Benefit (Monotherapie ebenso wirksam wie +
Vakzinierung (attenuierte Listeria mono- Cisplatin)
cytogenes) P

VEGF(R): Vascular Endothelial Growth Factor (Receptor), PDGF(R): Plateled-derived Growth Factor (Receptor), FGFR: Fibro-
blast Growth Factor Receptor, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, TK: Tyrosinkinase, mTOR: Mammalian/ Mechanistic
Target of Rapamycin, PARP: Poly(ADP-ribose)-Polymerase, DNMT: DNA-Methyltransferase, HPV: Humanes Papillomvirus,
TRAIL-1: Tumour Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand 1, TLR4: Toll Like Receptor 4, CTLA-1: Cytotoxic T-
Lymphocyte Associated Protein 4, PD-1: Programmed Cell Death Protein 1, siRNA: Small interfering RNA, ACC: Fortgeschrit-
tenes Zervixkarzinom (Advanced Cervical Cancer), LACC: Lokal fortgeschrittenes Zervixkarzinom (Locally Advanced Cervical
Cancer), RCT: Radiochemotherapie, UE: unerwiinschtes Ereignis, (peg) G-CSF: (pegylated) Granulocyte-Colony Stimulating
Factor [45].

Zur Risikostratifizierung erfolgt intraoperativ ein Staging mittels pelviner und paraaorta-
ler Lymphonodektomie. Eine adjuvante Chemotherapie ist nur bei Patientinnen mit ho-

hem Rezidivrisiko indiziert und sollte dann in Form einer kombinierten Radiochemothe-
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rapie erfolgen [40,41]. Eine solche trimodale Therapie sollte jedoch aufgrund schwer-
wiegender Langzeittoxizitat durch eine adaquate Patientenselektion moglichst vermie-
den und eine unimodale Therapie (Operation oder Radiochemotherapie) angestrebt
werden [40].

Bei lokal fortgeschrittenen Zervixkarzinomen der Stadien IIB-IVA und in den Stadien IB2
und IIA2 bei Vorliegen von Risikofaktoren wie z.B. dem Befall von Lymphknoten wird
die kombinierte Radiochemotherapie mit Cisplatin empfohlen [42]. Im fernmetastasier-
ten Stadium IVB und in der Rezidivsituation wird mit einer palliativen, in der Regel pla-
tinhaltigen Chemotherapie behandelt, die das progressionsfreie und Gesamtuberleben
in diesem Stadium jedoch nur noch geringfugig beeinflusst [43]. Kurzlich konnte in einer
Phase-llI-Studie gezeigt werden, dass die zusatzliche Gabe von Bevacizumab zu einer
Verbesserung des progressionsfreien und des Gesamtuberlebens fuhrt [44].

Die Entwicklung zielgerichteter Therapien fur das Zervixkarzinom ist im Vergleich mit
anderen Tumorerkrankungen wenig fortgeschritten [45]. Tabelle 1 bietet eine Ubersicht
Uber molekulare Ansatzpunkte und Wirkstoffe, die sich zum Einsatz bei Patientinnen mit
Zervixkarzinom in praklinischer und klinischer Testung befinden [45].

Trotz vielversprechender Ergebnisse ist die konventionelle Chemotherapie nach wie vor
unverzichtbarer Bestandteil der Pharmakotherapie des fortgeschrittenen Zervixkarzi-
noms [45].

Sensitive Biomarker und individuelle Mutationsanalysen konnen einen relevanten Bei-
trag zur Entwicklung einer effizienten und gleichzeitig gut vertraglichen personalisierten

Therapie des Zervixkarzinoms leisten.

1.2. Zirkulierende Tumorzellen

Im Zeitalter der personalisierten Medizin sind tumorspezifische Biomarker von essenti-
eller Bedeutung. Die Kenntnis des Proteinexpressionsmusters eines Tumors ist Vo-
raussetzung um Tumortherapeutika gezielt einsetzen zu kdnnen. Nach wie vor stellt die
Gewebsbiopsie die einzige valide Methode dar eine Tumordiagnose zu sichern und den
Tumor molekular zu charakterisieren [47]. Jedoch limitieren zahlreiche Faktoren die
Durchfuhrbarkeit und die pradiktive Aussagekraft einer Biopsie hinsichtlich des Anspre-
chens eines Tumors auf eine zielgerichtete Therapie: Einige Tumoren sind einer Biop-
sie aufgrund ihrer Lage nicht zuganglich oder die Biopsie ist mit schwerwiegenden Risi-
ken verbunden. Mikrometastasen im Sinne einer minimalen Resterkrankung konnen

nicht durch eine Biopsie erfasst werden [47]. Vor allem aber werden bei der alleinigen
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Biopsie des Primartumors moglicherweise relevante, den Tumorprogress oder die Me-
tastasierung vorantreibende Mutationen und Expressionsmuster nicht entdeckt, denn
der Primartumor kann sich in seinen molekularen Charakteristika signifikant von Meta-
stasen und Rezidiven unterscheiden. Dieses Phanomen der raumlichen oder zeitlichen
Intratumorheterogenitat schrankt die Effektivitat zielgerichteter Therapien signifikant ein
[48,49]. Die demnach erforderlichen zusatzlichen Biopsien von Metastasen und Rezidi-
ven sind aufgrund der oben genannten Risiken eines solchen invasiven Eingriffs nicht
immer praktikabel und stellen aulierdem einen relevanten Kostenfaktor dar [50].

Es zeigt sich demzufolge deutlich die Notwendigkeit einer nichtinvasiven Methode, die
ermoglicht, Aussagen Uber molekulare Eigenschaften eines Tumors zu treffen.
Tumorzellen, die im Rahmen der Metastasierungskaskade bereits in frihen Erkran-
kungsstadien in die Blutbahn gelangen und dort zirkulieren, gewinnen daher zuneh-
mend an Bedeutung als potentielle nichtinvasive ,Liquid Biopsy“ [51].

Solche zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) konnten zwar schon 1869 erstmals im Blut
eines Tumorpatienten nachgewiesen werden [52], ihre Konzentration im Blut ist mit ca.
einer CTC in 10°-10 Leukozyten jedoch gering, sodass erst die Entwicklung effizienter
Methoden zur ihrer Anreicherung, Detektion und molekularen Charakterisierung im letz-
ten Jahrzehnt ermoglicht hat, den Nutzen von CTCs als Biomarker zu untersuchen [51].
Insbesondere beim Mammakarzinom lie3en sich CTCs bereits als prognostischer Mar-
ker etablieren und ihr Nutzen in der Beurteilung von Krankheitsverlauf und Therapiean-
sprechen aufzeigen [53,54]. Auch beim Kolon- [55] und beim Prostatakarzinom [56] ist
ihre prognostische Relevanz belegt. Zahlreiche Arbeiten befassen sich mit der Moglich-
keit und den Konsequenzen des CTC Nachweises bei diversen Karzinomerkrankungen
[57]. Durch Verfahren wie das Next Generation Sequencing (NGS) wird es zunehmend
moglich, selbst geringe Konzentrationen von CTCs bis hin zu Einzelzellen molekular zu

analysieren [58].

1.2.1. Methoden zur Anreicherung und Detektion zirkulierender Tumorzellen
Tumorzellen unterscheiden sich sowohl aufgrund physikalischer Eigenschaften wie
Grole oder Dichte, als auch aufgrund ihres Markerexpressionsprofils von gesunden
Zellen des menschlichen Blutes. Diese Eigenschaften machen sich CTC-
Anreicherungsmethoden zunutze [51].

Durch Filter oder Dichtegradientzentrifugation lassen sich CTCs anhand ihrer physikali-

schen Eigenschaften von Leukozyten separieren. Anreicherungsmethoden, die auf
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physikalischen Eigenschaften basieren, ermdglichen die markerunabhangige Separati-
on von CTCs und Leukozyten. Hierdurch wird einem Zellverlust durch heterogene Mar-
kerexpression der Tumorzellen entgegengewirkt [51,59].

Markerabhangig konnen CTCs mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern gegen tumoras-
soziierte Antigene (positive Selektion) oder gegen das leukozytenspezifische Antigen
CD45 (negative Selektion) angereichert werden. CTC-Chips kombinieren markerbasier-
te und physikalische Anreicherungsverfahren, um CTCs aus kleinsten Probenvolumina

anzureichern [51].

Tabelle 2: Verfahren zur CTC-Anreicherung

Assay

Methode (Beispiele)

Quelle

U Dichtegradientzentrifugation

Dichte (Ficoll, OncoQuick, Greiner Bio-One)

[51]

. Isolation by Size of epithelial Tumour Cells
(ISET)

o Mikrofluidik (ClearCell FX, Clearbridge, Bio-
metrix)

Basierend auf physikali- GroRe, Verformbarkeit
schen Eigenschaften

[51,60]

*  Continuous flow Dielectrophoretic Field-Flow
Membraneigenschaften Fractionation (DEP-FFF, ApoStream, [60]
ApoCell)

. CD45 (MACS System, Miltenyi Biotec; Ro-

setteSep CTC Enrichment Cocktail, EasySep

CD45 Depletion, STEMCELL Technologies) [60]
. CD45 Depletion und Kurzzeitkultur

Basierend auf biologi- (EPISPOT)

schen Eigenschaften «  EpCAM-basiert (CellSearch®, Jannsen Diag-
(markerbasiert) nostics)
Positive Inmunomagneti- . Basiert auf anderen Oberflachenantigenen [60]
sche Anreicherung (AdnaTest, Adnagen; MagSweeper™, lllumi-
na; MACS system, Miltenyi Biotec)
U In vivo (CellCollector, GILUPI)

. Mikrofluidik-basierte CTC-Chips mit EpCAM-
beschichteten Mikroposten (Ephesia, CTC-
iChip™*®, Herringbone chip)

. Mikrofluidik-basierte CTC-Chips mit
CD45/CD66-beschichteten Mikroposten
(CTC-iChip™?)

Negative immunomagneti-
sche Anreicherung

Kombination biologischer
und physikalischer Verfah- | CTC-Chips
ren

[51,60]

Zur Detektion angereicherter CTCs stehen Protein- oder mRNA-basierte Verfahren zur
Verfugung (s.Tabelle 3) [51].

Das einzige von der US Food and Drug Administration (FDA) zur CTC-Anreicherung
und Detektion anerkannte Verfahren, demnach der ,Goldstandard“ zur CTC-Detektion,
ist das CellSearch®-System (Jannsen Diagnostics, LLC, Raritan). CellSearch® kombi-
niert eine immunomagnetische Anreicherung von Zellen, die das Epithelial Cell Surface
Antigen (EpCAM) exprimieren, mit der Detektion durch Farbung von CD45 und Zytoke-

ratin (CK) mit fluoreszensmarkierten Antikorpern und einer Zellkernfarbung mit 4’,6-
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Diamidin-2-phenylindol (DAPI) [59,61]. CTCs werden mittels Fluoreszenzmikroskopie
als CD45-, CK+, DAPI+ identifiziert [51,62].

Eine Ubersicht Uber aktuell verfligbare Anreicherungs- und Detektionsmethoden bieten
die Tabellen 2 und 3. Im Folgenden werden die CD45-Depletion als Verfahren zur CTC-
Anreicherung und die Durchflusszytometrie als Verfahren zur CTC-Detektion genauer

beschrieben, da diese in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 3: Verfahren zur CTC-Detektion

Assay
(Beispiele)

CD45-, CK+, DAPI+ (CellSearch®)
Immunfluoreszenz »  Funktionsassay: Sezernierte Marker nach [51]
Kurzzeitkultur (EPISPOT)

. Multiparameter Durchflusszytometrie, z.B.
Proteinbasiert EpCAM+, EGFR+, CD45-

. Durchflusszytometrie kombiniert mit Fluo-
reszenzmikroskopie (ImageStream, Amnis)
Photoakustische Durchflusszytometrie
(PAFC)

Z.B. fir CK19, MUC1, HER2
Kommerziell: AdnaTest (AdnaGen)

mRNA: messenger Ribonukleinsdure, CD45: Cluster of Differentiation 45, CK: Zytokeratin, DAPI: 4’,6-Diamidin-2-phenylindol,
EpCAM: Epithelial Cell Surface Antigen, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymer-
ase Chain Reaction, MUC1: Mucin 1, HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Methode Quelle

Durchflusszytometrie [60,63]

mRNA-basiert RT-PCR

[64]

1.2.1.1. CD45-Depletion

Das Leucocyte Common Antigen CD45 wird von beinahe allen Leukozyten [65], nicht
jedoch von Epithelzellen exprimiert. Die CD45-Depletion ist demnach eine Moglichkeit
zur negativen Anreicherung von CTCs und erfolgt durch Markierung CD45-
exprimierender Zellen mit einem tetramerischen Antikorper, der einerseits CD45 und
andererseits Magnetpartikel erkennt. Die auf diese Weise gekennzeichneten Zellen
werden mittels eines Magneten separiert: Die Magnetpartikel, die an die CD45-
tragenden Zellen gebunden sind, werden durch den Magneten angezogen, wahrend
nicht CD45-tragende (z.B. Tumorzellen) zuruckbleiben [59]. Die Methode der CD45-
Depletion ist im Labor der AG Keilholz bereits etabliert [66].

1.2.1.2. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie macht sich physikalische Eigenschaften von Licht zunutze,
um Einzelzellen oder andere Partikel (z.B. DNA-Praparationen, Mikroorganismen u.a.,
PartikelgroRe 0,2 — 20pm) zu untersuchen und zu charakterisieren [67,68]. Moderne
Zytometer sind in der Lage 14 verschiedene Parameter zu differenzieren [69]: Die phy-

sikalischen Parameter ZellgroRe und -komplexitat/ -granularitat lassen sich anhand der
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Streuung eines auf die Zelle treffenden Lichtstrahls ableiten. Die Farbung von Oberfla-
chen- oder intrazellular lokalisierten Proteinen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern
ermoglicht die Charakterisierung der Zellen anhand ihrer Fluoreszenzeigenschaften
[68]. Drei grundsatzliche Systeme gewahrleisten die Funktion des Zytometers: Das
Flussigkeitssystem, das optische System und das System der Datenaufnahme und
-verarbeitung [70].

Das Flussigkeitssystem des Zytometers schafft die notwendigen Voraussetzungen flr
die Einzelzellanalyse, indem es einen laminaren Zellstrom erzeugt [68]: Der Proben-
strom wird durch einen Hullstrom, der ihm in seiner Flussrichtung entgegengerichtet ist,
umschlossen, sodass Einzelzellen den Analysepunkt passieren (Prinzip der hydrody-
namischen Fokussierung) [68,70].

Mit Hilfe des optischen Systems erfolgt die eigentliche Differenzierung der Zellen an-
hand ihrer optischen und Fluoreszenzeigenschaften [70].

Als Lichtquelle dienen in der Regel ein oder mehrere Laser. Das am Analysepunkt auf
die Zellen treffende Laserlicht wird an der Zelloberflache gestreut: Parallel zur Einstrah-
lungsrichtung des Lasers entsteht Vorwartsstreulicht (Forward scatter, FSC), das die
Zellgrolie widerspiegelt. Abhangig von der Zellkomplexitat/ -granularitat wird Licht in 90°
zur Einstrahlungsrichtung des Lasers abgelenkt, das als Seitwartsstreulicht (Side scat-
ter, SSC) bezeichnet wird. Gleichzeitig regt der Laser ein Uber einen Antikorper an die
Zelle gebundenes Fluorochrom zur Fluoreszenz an [68,70]. Indem ein Fluorochrom
Lichtenergie in einem spezifischen Wellenlangenbereich absorbiert, wird eines seiner
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Zur Photoemission, der Abgabe
von Lichtenergie, kommt es bei der Ruckkehr des Elektrons auf sein Ruheniveau. Die
Emissionswellenlange ist ebenfalls fluorochromspezifisch. Der Einsatz von Fluorochro-
men identischer Exzitations-, aber unterschiedlicher Emissionswellenlangen ermoglicht
die simultane Messung verschiedener Zellcharakteristika (Mehrfachfarbung) [68].

Mittels Linsen und Filtern wird das emittierte Licht aufgefangen und entsprechend sei-
ner Wellenlange auf Detektoren weitergeleitet.

Detektoren dienen der Signalverarbeitung und -umwandlung. Das kraftigere Vorwarts-
streulicht wird von Photodioden aufgenommen, Seitwartsstreulicht und Fluoreszenzlicht
liefern schwachere Signale, die von Photomultiplier Tubes (PMTs) detektiert werden.
Die Detektoren wandeln die optischen Signale in elektronische um, die computerbasiert

digital weiterverarbeitet werden konnen [70].
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1.2.2. Zirkulierende Tumorzellen beim Zervixkarzinom

Karzinome der Cervix uteri metastasieren in erster Linie auf lymphogenem Wege. Um
extralymphatische Metastasen zu bilden, ist ein Eintreten von Tumorzellen in die Blut-
bahn jedoch obligat [71], sodass auch im Blut von Patientinnen mit Zervixkarzinom von
einem Vorkommen zirkulierender Tumorzellen ausgegangen werden kann.

Es befassen sich jedoch nur wenige Arbeiten mit CTCs beim Zervixkarzinom. Der in
diesen Arbeiten am haufigsten angewandte Ansatz zum Nachweis von CTCs macht
sich die HPV-Assoziation des Zervixkarzinoms zunutze. Mittels RT-PCR konnten Tseng
et al. bei 18 von 35 und Pao et al. bei 12 von 13 Patientinnen mit HPV-assoziiertem
Zervixkarzinom mRNA des HPV-16- oder -18-Onkogens E6 nachweisen und somit
Ruckschlisse auf das Vorhandensein zirkulierender Zervixkarzinomzellen ziehen
[72,73]. Der Nachweis von HPV mRNA war mit einer schlechteren Prognose assoziiert
[72].

Auch CK19-exprimierende Zellen konnten in einer Studie von Yuan et al. im Blut von 18
von 84 Patientinnen mit Zervixkarzinom im Fruhstadium (Ib, 1Ib) nach radikaler Hyste-
rektomie mittels RT-PCR als Hinweis auf eine fruhe Tumordisseminierung detektiert
werden. Es konnte jedoch keine Aussage Uber den prognostischen Nutzen getroffen
werden [74].

Bei dem Versuch, ein CTC-Detektionspanel fur gynakologische Tumoren zu etablieren,
gelang Obermayer et al. der CTC-Nachweis bei 44% der 25 Zervixkarzinompatientin-
nen im Vergleich zu 28,6% der Patientinnen mit primarem und 80,6% der Patientinnen
mit rezidivertem Mammakarzinom. Es wurde eine RT-PCR fur die Gene CCNE2,
DKFZp762E1312, EMP2, MAL2, PPIC und SLC6A8 durchgeflhrt, wobei bei den Pati-
entinnen mit Zervixkarzinom vorwiegend CCNEZ2 detektiert werden konnte [75].

Die Detektion von mRNA mittels RT-PCR fur EGFR gelang Mitsuhashi et al bei 12 von
45 Zervixkarzinompatientinnen [76]. Zhang et al. wiesen in einer Kohorte aus 109 Zer-
vixkarzinompatientinnen, 138 Patientinnen mit CIN und 80 gesunden Probanden mittels
RT-PCR signifikant hohere bmi-1-mRNA-Spiegel bei Patientinnen mit Zervixkarzinom
als bei gesunden Probanden und Patientinnen mit CINI-Ill nach [77].

Disseminierte Tumorzellen (DTCs) im Knochenmark konnten durch Fehm et al. und
Banys et al. mittels immunhistochemischer Farbung mit dem Pan-Zytokeratin-
Antikorper A45B/B3 detektiert werden [78—80]. Fehm et al. fanden DTCs schon in fru-

hen Stadien einer Zervixkarzinomerkrankung [78]. Der Nachweis von DTCs korrelierte
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mit Tumorstadium und Lymphknotenmetastasierung, nicht jedoch mit der Prognose
[78-80].

1.2.3. Potentielle Marker zur CTC-Detektion beim Zervixkarzinom

1.2.3.1. EpCAM

Das transmembranare Glykoprotein EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), auch
bekannt als ESA oder EGP40, ist ein epithelspezifisches interzellulares Adhasionsmo-
lekdl, das von zahlreichen Karzinomen, insbesondere z.B. von Adenokarzinomen des
Kolons, der Prostata oder des Ovars exprimiert wird [81]. Went et al. konnten den Mar-
ker EpCAM in 28 von 42 (67%) Gewebeproben von Patientinnen mit Plattenepithelkar-
zinom der Zervix immunhistochemisch mit schwacher (11/28), moderater (9/28) oder
starker (8/28) Intensitat und 3 von 3 (100%) der Gewebeproben von Patientinnen mit
Adenokarzinom der Zervix mit starker Intensitat nachweisen [81]. Es konnte schon frih
gezeigt werden, dass der Nachweis von EpCAM im zervikalen Plattenepithel mit ver-
starkter Proliferation assoziiert ist [82].

Als epithelialer Oberflachenmarker ist EpCAM sowohl in der Anreicherung als auch in
der Detektion von CTCs etabliert und wird z.B. in dem von der FDA anerkannten Ver-

fahren CellSearch® und zahlreichen weiteren CTC-Assays eingesetzt [60].

1.2.3.2. Zytokeratine

Zytokeratine (CK) sind epithelspezifische Intermediarfilamente und damit Bestandteil
des epithelialen Zytoskeletts. Derzeit wurden 20 unterschiedliche Subtypen identifiziert,
deren Expressionsmuster sich im Laufe der zellularen Differenzierung, aber auch im
Prozess der malignen Entartung deutlich unterscheidet [83,84]. Im Rahmen der CTC-
Analyse nehmen Zytokeratine als epitheliale Biomarker eine zentrale Stellung ein und
sind unter anderem Bestandteil des CellSearch® Verfahrens [60]. Die Zytokeratinex-
pression beim Zervixkarzinom wurde umfassend analysiert, wobei insbesondere CKS8,
CK17 und CK19 mit dem Malignitatsgrad einer zervikalen Lasion korrelierten [84-87].
CK19 mRNA konnte bereits im Blut von Zervixkarzinompatientinnen nachgewiesen
werden (s. 1.2.2., [74]). Das CK19-Fragment CYFRA21 wird als Tumormarker unter
anderem auch beim Zervixkarzinom als prognostischer Marker untersucht [23]. Es fin-
den sich in der Literatur jedoch auch Hinweise auf eine geringe Spezifitat von CK19 als
Marker in der CTC-Detektion, bedingt durch eine aul3erordentliche Transkription von
CK19 mRNA durch Leukozyten [76].
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1.2.3.3. EGFR

Der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ist an der Entstehung zahlreicher Kar-
zinome beteiligt [88]. Gegen EGFR gerichtete gezielte Therapien sind bei vielen Karzi-
nomen etabliert und auch beim Zervixkarzinom sind sie Gegenstand der Forschung (s.
1.1.4., [45]).

Insbesondere zur CTC-Detektion bei Patienten mit nichtkleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC) ist eine EGFR-basierte Herangehensweise mittels RT-PCR in Erprobung [89].
Wie auch in 1.2.2 beschrieben, liel3 sich EGFR-mRNA im Blut von Patientinnen mit

Zervixkarzinom nachweisen [76].

1.2.3.4. p16

Der Cyclin Dependant Kinase Inhibitor 2A (CDKI2A), der auch als p16/INK4a bezeich-
net wird, wird in seiner Funktion als zellzyklusregulierendes Protein in den meisten Kar-
zinomzellen herunterreguliert. Beim Zervixkarzinom findet sich jedoch, insbesondere
bedingt durch den Verlust der Feedback-Regulation durch pRB aufgrund seiner Interak-
tion mit dem viralen Onkoprotein HPV E7, eine Uberexpression von p16, die sich im-
munhistochemisch in einem Grolteil der hohergradigen intraepithelialen Neoplasien
(CINII+), Plattenepithelkarzinome und auch Adenokarzinome nachweisen lasst [18]. Die
Moglichkeit des Einsatzes von p16 in der Zytologie ist in Kapitel 1.1.3 beschrieben. Ein
durchflusszytometrischer Ansatz zum biomarkerbasierten Zervixkarzinomscreening

(p16, Mcmb) zeigte eine Sensitivitat von 100% und eine Spezifitat von 93% [90].

1.2.3.5. Stammzellmarker

Tumorstammzellen machen nur einen kleinen Teil der Tumormasse aus. Aufgrund ihrer
Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Self-Renewal) gelten sie jedoch als verantwortlich fur
Tumorinitiierung und aufgrund ihrer geringeren Sensitivitat gegenuber Chemotherapie
auch fur Tumorprogress und -rezidiv [91]. CD133 und CD44 wurden in zahlreichen Stu-
dien als Marker von Tumorstammzellen identifiziert und es finden sich Hinweise, dass

sie auch von Tumorstammzellen des Zervixkarzinoms exprimiert werden [91,92].

1.2.3.6. SPARC

Das kalziumbindende matrizellulare Glykoprotein SPARC (Secreted Protein Acidic and
Rich in Cysteine) oder Osteonectin moduliert Zell-Matrix-Interaktionen sowie das Zell-
wachstum. Beim Zervixkarzinom ist SPARC uber eine Interaktion mit dem p53/p21-

Signalweg, den Apoptoseproteinen bcl-2 und bax sowie einer Stimulation der Expressi-
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on der Matrixmetalloproteasen (MMP) 2 und 9 an der Proliferation von Zervixkarzinom-
zellen, der Apoptoseinhibition und der Metastasierung beteiligt. Das Protein wird vor
allem von hochinvasiven Krebszellsubklonen exprimiert. Ein Ausschalten von SPARC
fuhrt in vitro zu einer Suppression der Proliferation, einer Induktion von Zellzyklusarrest

und Apoptose und einer Inhibition von Invasion und Metastasierung [93].

1.2.3.7. EMMPRIN

Das Transmembranprotein EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer),
auch CD147, spielt eine signifikante Rolle bei Tumorwachstum, Angiogenese, Invasion
und Metastasierung, indem es unter anderem die Produktion von MMP-1, MMP-2,
MMP-9 und VEGF stimuliert. Eine Uberexpression von EMMPRIN in lokal fortgeschrit-
tenen Zervixkarzinomen ist mit einer Bestrahlungsresistenz assoziiert, ein Phanomen,
dass durch eine gleichzeitige Uberexpression des Glukosetransporters GLUT1 noch
verstarkt wird. Die Suppression von EMMPRIN durch Transfektion hat in vitro einen

anti-invasiven Effekt auf Zervixkarzinomzellen [94].

1.2.3.8. TROP2

Der Trophoblast Cell Surface Marker (TROPZ2) ist ein transmembranares Glykoprotein,
das in diversen Karzinomen und auch dem Zervixkarzinom nachweislich Uberexprimiert
wird. Seine Rolle in der Karzinomentstehung und -progression wird unter anderem sei-
ner Beeinflussung des ERK/MAPK-Signalwegs und seiner Stimulation der Expression
von Zyklinen und zyklinabhangigen Kinasen (Zyklin D1, Zyklin E, CDK2, CDK4) zuge-
schrieben [95]. Als Oberflachenmarker ist TROP2 als Zielstruktur fur eine Antikdrperthe-
rapie von Interesse. Der Einsatz des gegen TROP2 gerichteten monoklonalen Antikor-
pers hRS7 zeigte in vitro eine zytotoxische Wirkung bei TROP2-exprimierenden Zellli-
nien [96].

1.3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

CTCs gewinnen als Biomarker zur Prognoseabschatzung und Beurteilung des Thera-
pieansprechens zunehmend an Bedeutung. Im Zeitalter der personalisierten Tumorme-
dizin bieten CTCs eine vielversprechende Moglichkeit der nichtinvasiven Tumorcharak-
terisierung, sodass sie zukunftig zur Entwicklung neuer, gezielter und individualisierter
Tumortherapien beitragen konnen.

Das Zervixkarzinom hat auch nach Einfuhrung nationaler Screeningprogramme nicht an

Bedeutung verloren. Das Screening hat die Zervixkarzinominzidenz zwar drastisch re-
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duziert, weist jedoch insbesondere bei jungeren Patientinnen Limitationen hinsichtlich
Sensitivitat und Spezifitat auf. Es besteht klarer Bedarf der Therapieoptimierung, insbe-
sondere in fortgeschrittenen Stadien und im Hinblick auf die Entwicklung und Erprobung
gezielter Tumortherapeutika. CTCs konnten einen relevanten Beitrag zu einem opti-
mierten individualisierten Tumormanagement beim Zervixkarzinom leisten. Bisher exis-
tieren jedoch keine umfassenden Studien zum Nachweis und Nutzen von CTCs bei
dieser Tumorerkrankung.

Ziel der Arbeit ist folglich die Entwicklung einer Methode, die den Nachweis zirkulieren-
der Tumorzellen bei Patientinnen mit Zervixkarzinom ermoglicht. Die sensitive und spe-
zifische Isolation von CTCs ist Grundvoraussetzung, um deren Relevanz auch fur das
Zervixkarzinom weitergehend zu untersuchen. Zu diesem Zweck soll ein Marker-Panel
etabliert werden, anhand dessen Zervixkarzinomzellen von Blutzellen differenziert wer-
den konnen.

Zur Evaluierung potentiell geeigneter Biomarker (s. 1.2.3.) werden Karzinomzelllinien
und mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) mit spezifischen fluores-
zenzmarkierten Antikorpern angefarbt, um sie durchflusszytometrisch auf die Expressi-
on dieser Biomarker zu untersuchen. Die Mdglichkeit der Charakterisierung von Zellen
anhand ihrer Expression intra- und extrazellularer Marker macht die Durchflusszytomet-
rie zu einer geeigneten Methode zur CTC-Detektion. Die CD45-Depletion ist als Verfah-
ren zur CTC-Anreicherung im Labor der AG Keilholz etabliert und wird daher zu diesem
Zweck auch in dieser Arbeit eingesetzt.

In Spiking-Experimenten, in denen eine definierte Zahl von Zellen einer Tumorzelllinie
zu einer Blutprobe eines gesunden Spenders hinzugegeben werden, soll eine Testung
des zusammengestellten Markerpanels auf seine Sensitivitat in der CTC-Detektion und
die Optimierung der CD45-Depletion als Protokoll zur Probenvorbereitung und CTC-
Anreicherung erfolgen. Zuletzt sollen Patientenproben auf das Vorkommen von CTCs
untersucht und mit immunhistochemischen Farbungen von Tumorgewebe-Stichproben

verglichen werden.
Die folgenden experimentellen Schritte wurden zur Bearbeitung der Fragestellung

durchlaufen:

1. Die Kultur von Tumorzelllinien als Modellsystem.
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. Die Farbung von unterschiedlichen Zelllinien und PBMCs mit Antikorpern, die
gegen potentielle Tumorbiomarker gerichtet sind, mit anschlieBender durch-
flusszytometrischer Messung.

. Spiking-Experimente und Bestimmung der Wiederfindungsrate nach CD45-
Depletion und Detektion der Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie und des
zuvor zusammengestellten Markerpanels.

. Die Untersuchung von Patientenproben auf das Vorkommen von CTCs mittels
des etablierten Nachweisverfahrens.

. Die Referenzfarbung von Tumorgewebe-Stichproben mit ausgewahlten Markern.
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2. Patienten, Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Gerate

Durchflusszytometer BD FACS Canto™ || BD Biosciences (Becton Dickinson),

Heidelberg
Gefriergerat -80°C Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Inkubator Heraeus B 5060 Heraeus, Hanau
Inkubator mit Rotor Sgshofer Laboratoriumsgerate, Reutlin-
Inkubator Heraeus, Hanau
Kuhlgerate -4°C Liebherr, Ochsenhausen
Mikroskop Invertoskop ID03 Zeiss, Jena
Prazisionswaage KB-802 Kern&Sohn, Balingen
Sicherheitswerkbank Technoflow Integra Biosciences, Zizers
Sicherheitswerkbank Hera Safe KS9 Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Stickstoff-Nachfulltanks Messer Industriegase, Bad Soden
Stickstofftanks Messer Industriegase, Bad Soden
Vortexer VF2 IKA-Labortechnik, Staufen
Vortexer Merck Eurolab Merck, Darmstadt
Vortexer Reax 2000 Heidolph, Instruments, Schwabach
gg&;ﬁ%r\x) (I>tr)tex Gz 2 (el Coslls VWR International, Darmstadt
Zentrifuge Centrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Rotina 420R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

2.1.2. Laborzubehor

10 ml Heparin Blutentnahmerohrchen: BD BD Biosciences (Becton Dickinson),

Vacutainer® Blood Collection Tube Heidelberg
: . BD Biosciences (Becton Dickinson),
™ _
15ml BD Falcon™-Zentrifugenréhrchen Heidelberg
50ml BD Falcon™-Zentrifugenrohrchen BD. Biosciences (Becton Dickinson),
Heidelberg
, BD Biosciences (Becton Dickinson),
BD Vacutainer® One-Use Holder Heidelberg
Butterflies (Blutentnahme): BD Vacutain- BD Biosciences (Becton Dickinson),
er® Safety Lok™ Heidelberg
EasySep™ Magnet STEMCELL Technologies, Kdln
e Nalgene®, Thermo Fisher Scientific,
Einfrierbox
Schwerte
Elektronische Pipettierhilfe Pipetus® akku Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorfgefalle Sarstedt, Nurnbrecht

FACS-Réhrchen: BD Falcon™ Round BD Biosciences (Becton Dickinson),
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Bottom Tubes
Kryorohrchen

Neubauer Zahlkammer
Pipetten

Pipettenspitzen Filter Tips

Serologische Pipetten

T25 Zellkulturflasche (Wachstumsflache

25cm?)

T75 Zellkulturflasche (Wachstumsflache

75cm?)
Transferpipetten, steril
Zellschaber 25cm

Heidelberg

Sarstedt, Nurnbrecht

Marienfeld Superior, Lauda Kénigshofen
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nurnbrecht

BD Biosciences (Becton Dickinson),
Heidelberg

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sarstedt, NiUrnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht

2.1.3. Chemikalien/ Verbrauchsmaterialien

Durchflusszytometer Hullflissigkeit: BD BD Biosciences

FACSFlow™ Sheath Fluid

Durchflusszytometer
keit: BD FACS™ Clean Solution

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

EasySep™ CD45 Depletion Kit
Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA,

0.5M, pH 8.0)
Fetal Calf Serum (FCS)

Ficoll Paque®

Formaldehyd 37%

Hank’s Salt Solution
L-Alanyl-L-Glutamin

Lysepuffer EasySep™ RBC lysis buffer
MACS® FcR blocking reagent
Natriumazid (NaNs)

Penicillin Streptomycin
Phosphat buffered saline (PBS)
RPMI 1640

Saponin

Trypanblau

Ultra Pure Water

Kompensationsstandards: Anti-Mouse g,
k/Negative Control Compensation Parti-

Reinigungsflussig-

(Becton Dickinson),
Heidelberg

BD Biosciences (Becton Dickinson),
Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

STEMCELL Technologies, Koln
Carl Roth, Karlsruhe

Ambion®, Thermo Fisher Scientific |,
Schwerte

Gibco®, Thermo
Schwerte

GE Healthcare, Mlunchen

Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

STEMCELL Technologies, Koln
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Biochrom, Berlin

BD Biosciences (Becton Dickinson),
Heidelberg

Fisher Scientific,
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cles Set

2.2. Zellkultur

Tabelle 4: In der Zellkultur eingesetzte Pufferlésungen

Losung Herstellung
50% FCS

Einfriermedium 42% RPMI
8% DMSO
PBS

PBS + FCS 2% ECS

Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheits-

werkbank mit Laftungssystem und Schwebstofffilter und unter Verwendung steriler Ma-

terialien.

2.2.1. Zelllinien

Eine Ubersicht Giber die firr diese Arbeit eingesetzten Zelllinien zeigt Tabelle 5. Die Zell-

linie UD2 wurde freundlicherweise durch die AG Tinhofer-Keilholz zur Verfugung ge-

stellt.

Tabelle 5: Eigenschaften eingesetzter Zelllinien

Gewebe Morphologie Wachstum Erkrankung Kulturmedium Herkunft
Zervix: Metastase im DMEM =+ 10% FCS
Caski D‘iajnndarm epithelial adharent Plattenepithelkarzinom,  + 2% L-Glutamin ATCC, Ma-
P Dunndarmmetastase + 1% Penicillin/ nassas, USA
HPV+ h
Streptomycin
DMEM + 10% FCS
Zervix L .. . + 2% L-Glutamin ATCC, Ma-
HelLa HPV+ epithelial adharent Adenokarzinom + 1% Penicillin/ nassas, USA
Streptomycin
DMEM + 10% FCS
. Zervix e . Plattenepithelkarzinom + 2% L-Glutamin DMSZ,
SiHa HPV+ epithelial adharent Grad Il + 1% Penicillin/ Braunschweig
Streptomycin
RPMI + 20% FCS
Colon: Lymphknoten- T .. Adenokarzinom, + 2* L-Glutamin ATCC, Ma-
SW620 metastase epithelial adharent Duke C + 1% Penicillin/ nassas, USA
Streptomycin
DMEM + 10% FCS
Hypopharynx S = Plattenepithelkarzinom,  + 2% L-Glutamin AG Tinhofer-
a2 HPV+ EelEl B e Stadium | + 1% Penicillin/ Keilholz

Streptomycin

2.2.2. Auftauen von Zellen
Zelllinien wurden in DMSO-haltigem Einfriermedium (s. 2.2.4 und Tabelle 4) bei -80°C

oder in flussigem Stickstoff gelagert. Die gefrorenen Zellen wurden in vorgewarmtem

Kulturmedium (je nach Zelllinie, s. Tabelle 5) resuspendiert. Um das DMSO auszuwa-
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schen, wurden die Zellen anschliefend bei 1200rpm und 4°C 5 Minuten zentrifugiert.
AnschlieRend wurden die Zellen, je nach Grolde des Pellets, in einer oder in mehreren

Zellkulturflaschen ausgesat.

2.2.3. Prozessierung von Zellen

Die Zellen wurden im COgz-Inkubator bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Eine Prozessie-
rung erfolgte nach Kontrolle des Wachstums unter dem Mikroskop meist nach 4 Tagen.
Die adharenten Zellen wurden mechanisch mittels eines Zellschabers mobilisiert. Zur
weiteren Kultivierung wurden jeweils etwa 20% der Zellsuspension in eine neue Kultur-
flasche Ubertragen.

Fir die Durchfuhrung eines Experiments wurden die Zellen nach Mobilisierung in PBS +

FCS aufgenommen und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

2.2.4. Einfrieren von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden Zellen bei Erreichen einer Wachstumsdichte von
mindestens 90% eingefroren. Nach Ablosen der adharenten Zellen wurden sie zentrifu-
giert (1200rpm, 4°C, 5 Minuten), in DMSO-haltigem Einfriermedium (s. Tabelle 4) re-
suspendiert und als Aliquots eingefroren. Durch den Einsatz einer Isopropanol-
enthaltenden Einfrierbox wurde eine langsame, kontrollierte Einfrierrate von 1°C pro
Stunde gewahrleistet. Die Zellen wurden umgehend bei -80°C, spater in flussigem

Stickstoff gefroren.

2.3. Patienten

Patientinnen mit fortgeschrittenem, metastasiertem oder rezidiviertem Zervixkarzinom
wurden 20ml Heparin-Blut enthommen. Seit der letzten Verabreichung einer zytotoxi-
schen Chemotherapie waren mindestens 4 Wochen vergangen.

Gewebeproben wurden Uber die zentrale Biobank der Charité (ZeBanC) akquiriert.

Alle teilnehmenden Patientinnen haben sich schriftlich mit der Blutentnahme sowie der
Entnahme von Gewebe im Rahmen diagnostischer Routineuntersuchungen mit an-
schlieBender Archivierung in der ZeBanC einverstanden erklart. Eine Zustimmung

durch die Ethikkommission der Charité liegt vor.

2.4. Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie ist unter 1.2.1.2 ausfuhrlich dargestellt. Fir die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden Zytometer des Typs BD
FACSCanto II™ (BD Biosciences, Heidelberg) genutzt. Die Ausstattung mit drei Lasern
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(405nm, 488nm, 633nm) erlaubte die simultane Messung von bis zu 10 verschiedenen

Parametern.

2.4.1. Probenvorbereitung

2.41.1. Zellfarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern

Tabelle 6: Bei der Farbung mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern eingesetzte Pufferlésungen

Losung Herstellung
Hank’s Salt Solution

100x Permeabilisierungslésung 10% Saponin
5% NaN3

1% Formaldehyd 1:37-Verdinnung von Formaldehyd (37%) in PBS
PBS

+
PBS + FCS 2% FCS

Tabelle 7: Antikorper

Marker Label Isotyp Firma

&Tf;m e '(ilﬂils) Miltenyi Biotec

(c::;%g PECY™7 Rﬂil:) BD Biosciences

cD4 » 1gG2b k ,

(OKT4) PECy™5 (Maus) BioLegend

(%5‘1:26) APC I(ﬁAGait;)K BD Biosciences

(CN?E4'; 26) PacificBlue™ I(?AGQILS) Exbio Praha

(CN?ES; 2 PacificBlue™ I(gli/IGa:JS) Exbio Praha

(CSIZI)(81) APC Cy™7 I(%\’/IiL:) BD Biosciences

CK17 1gG1 . .

(2D4-1G9) PE (Maus) Novus Biologicals

(CBIXIS: ) PE I(f\’llils) Novus Biologicals

(CE:IYI\IABS 2 PE I(gli/IGaiZ)K BD Biosciences
IgG2

(CCIXI'\Inss 2 FITC (f\’lliuZ) BD Biosciences

EGFR lgG1 i

(AY13) AlexaFluor®488 (Maus) BioLegend

EGFR IgG1 k .

(AY13) PEICY? (Maus) Biokegend

(ESI\I’JI“(;I)PRIN PE lﬁ/IGals) Novus Biologicals

(EEchAA-:n) PerCPCy™5.5 I(?AGQILS)\) BD Biosciences

P16 IgG1 iosci

(G175-1239) FITC (Maus) BD Biosciences

SPARC lgG1

T PE (Maus) R&D Systems

(77'32502) APC I(ﬁ/IGaiZ) R&D Systems
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Fir die Zellfarbung wurden mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierte monoklonale
Antikdrper eingesetzt. Eine Ubersicht tber die verwendeten Antikdrper bietet Tabelle 7.
Isotypkontrollen zeigen das Ausmal} an unspezifischer Bindung eines Antikorpers an
das untersuchte Material und wurden als Negativkontrollen eingesetzt. Isotypkontrollen
zeichnen sich durch einen mit dem markierenden Antikorper identischen Isotyp, eine
identische Wirtsspezies und eine identische Fluoreszenzmarkierung aus, besitzen aber
hierbei eine unklare Spezifitat.

In zwei FACS-Rohrchen in PBS+FCS suspendierte Einzelzellen wurden gewaschen
(1200rpm, 4°C, 5 Minuten), um sie von Aufbewahrungsmedien (z.B. Zellkulturmedien)
zu befreien.

Nach jeder Zentrifugation und vor jeder Hinzugabe von Antikdrpern oder Puffern wur-

den die Zellen durch Vortexen wieder in Suspension gebracht.

Fir die Farbung von Zelloberflachenproteinen wurden 10ul FcR-Blocking Reagenz hin-
zugegeben und 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung einer
Probe mit der gewunschten Konzentration des Antikorpers und der zweiten Probe mit
der identischen Konzentration der Isotypkontrolle. Um ein UV-induziertes Ausbleichen
des Farbstoffes zu verhindern, wurden die gefarbten Proben stets unter lichtgeschutz-
ten Bedingungen gelagert. Nach 15 Minuten Inkubation wurden die Zellen erneut mit
PBS + FCS gewaschen (1200rpm, 4°C, 5 Minuten), um ungebundene Antikdrper zu

entfernen und somit Hintergrundsignale zu reduzieren.

Wenn zusatzlich eine Farbung intrazellularer Marker durchgefuhrt wurde, erfolgte diese
im Anschluss an die Farbung von Oberflachenantigenen. Fur die Farbung intrazellular
lokalisierter Proteine wurden Zellen zunachst in 1% Formaldehyd fixiert. Nach einer In-
kubationszeit von mindestens 30 Minuten wurden die Zellen mit PBS gewaschen
(1700rpm, 4°C, 5 Minuten). Im Anschluss wurden die Zellen fur 8-10 Minuten mit 1ml
1xPermeabilisierungslosung inkubiert und zentrifugiert (1700rpm, 4°C, 5 Minuten).
Nach Zugabe der intrazellularen Antikdrper und Isotypkontrollen wurde 20 Minuten in-
kubiert. Ungebundene Antikdrper wurden mit 1xPermeabilisierungslosung ausgewa-
schen (1700rpm, 4°C, 5 Minuten).

Zur Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen in 100 - 200ul PBS aufge-

nommen.
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2.4.1.2. Konzentrationsoptimierung von Antikorpern

Um beim Einsatz eines fluoreszenzmarkierten Antikorpers ein optimales Ergebnis zu
erzielen, wurde im ersten Schritt eine sattigende Konzentration des Antikorpers deter-
miniert. Wird die sattigende Konzentration Uberschritten, besteht das Risiko einer un-
spezifischen Antikorperbindung. Wird hingegen eine zu niedrige Konzentration einge-
setzt, kann es zu falsch-negativen Ergebnissen kommen. Daher erfolgte eine Titrierung
der Konzentration neuer, noch nicht etablierter Antikdrper und der entsprechenden lso-
typkontrolle an der Zervixkarzinomzelllinie SiHa.

Die Titrierung wurde nach dem unter 2.4.1.1 beschriebenen Farbeprotokoll mit jeweils
der gleichen Konzentration von markierendem Antikorper und Istotypkontrolle durchge-
fuhrt.

2.4.1.3. Isolierung mononuklearer Blutzellen mittels Ficoll-Dichtegradienten-
zentrifugation

PBMCs wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Hierzu wurden
10ml Blut eines gesunden Spenders 1:3 mit PBS verdunnt und in einem 50ml Falcon™-
Rohrchen vorsichtig auf 15ml Ficoll-Paque™ aufgeschichtet. Die Probe wurde 20 Minu-
ten bei Raumtemperatur und 2000rpm mit abgeschalteter Zentrifugenbremse zentrifu-
giert. Der dabei entstandene Buffy Coat wurde in ein 50ml Falcon™-Rohrchen uberfuhrt
und mit PBS gewaschen (1200rpm, 4°C, 5 Minuten).

2.4.1.4. CD45-Depletion

Tabelle 8: Bei der CD45-Depletion eingesetzte Pufferlésungen

Losung Herstellung

1x Lysepuffer 1:10-Verdiinnung von Lysepuffer (10x) in Ultra Pure Water
PBS

Fresh Recommended Buffer (FRB) 2% FCS
2mM EDTA (0.5M, pH 8.0)

Essigsaure 2% 1:50 Verdiinnung von Essigsaure (100%) in PBS

Die CD45-Depletion von Leukozyten aus einer Blutprobe wurde mithilfe des EasySep™
CD45 Depletion Kits (STEMCELL Technologies, Koln) durchgefuhrt.

Um die Blutprobe von Erythrozyten zu befreien, wurde eine Erythrozytenlyse durchge-
fuhrt. Das Blut wurde in einem Verhaltnis von 1:5 mit dem 1x Lysepuffer in einem 50ml-
Falcon™-Rohrchen 10-15 Minuten inkubiert. Nach erfolgter Lyse wurde die Probe zent-
rifugiert (1200rpm, 4°C, 5 Minuten). Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert. Durch

vorsichtiges Pipettieren mit einer 1000ul Pipette wurden die Zellen vereinzelt und im
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Anschluss mit PBS gewaschen (1200rpm, 4°C, 5 Minuten). Als Depletionsmedium dien-
te eine vom Hersteller empfohlene und in ihrer Zusammensetzung zuvor im Labor der
AG Keilholz optimierte Pufferlosung (Fresh Recommended Buffer, FRB; s. Tabelle 8).
Das Zellpellet wurde in einer definierten Menge FRB resuspendiert und in ein FACS-
Rohrchen Uberfuhrt. Um den Zellverlust beim Transfer zu minimieren, wurde das Fal-
con™-Rohrchen mit einer wiederum definierten Menge FRB gespult und diese der be-
reits transferierten Zellsuspension hinzugefugt. Die Zelldichte wurde in einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt: Es wurden 20ul der Zellsuspension in einem Verhaltnis von 1:20
mit 2% Essigsaure verdunnt. Mindestens zwei diagonal zueinander liegende Grol3quad-
rate der Zahlkammer wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt und die Zelldichte

anhand der folgenden Formel bestimmt:

Zelldichte = Volumen der Zellsuspension (in ml) x durchschnittliche Zellzahl pro Quad-

rant x Verdiinnungsfaktor x 1x10* (Kammerfaktor)

Nach Zentrifugation (1200rpm, 4°C, 5 Minuten) wurde das Zellpellet in FRB in einer
Zielkonzentration von 1000ul FRB pro 5x10’ Zellen resuspendiert.

Im nachsten Schritt wurde die Probe zuerst mit dem EasySep™ CD45 Depletion Cock-
tail (CD45-Depletionscocktail) in einer Konzentration von 50ul/ 1000yl FRB, dann mit
EasySep™ Magnetic Particles (magnetischen Nanopartikeln) in einer Konzentration
von 100ul/ 1000ul FRB fur jeweils 15-20 Minuten bei 4°C inkubiert. Durch zwischenzeit-
liches Schwenken oder Vortexen wurde eine Sedimentation der Zellen verhindert und
somit eine verbesserte Bindung von Depletionscocktail und magnetischen Nanoparti-
keln ermaoglicht.

Die Probe wurde mit FRB auf ein Gesamtvolumen von 3-3,5 ml aufgefullt und durch
Pipettieren sorgfaltig durchmischt, um die Magnetflache des EasySep™-Magneten voll-
standig zu nutzen. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten im Magneten wurde der
CD45-depletierte Uberstand mit einer sterilen Transferpipette in ein neues FACS-
Rohrchen uberfuhrt. Die CD45-positive Fraktion wurde ungefarbt zur Einstellung des
Zytometers mitgefuhrt. Die CD45-depletierte Fraktion wurde sorgfaltig durch Pipettieren
vereinzelt und auf zwei FACS-Rohrchen aufgeteilt. Im Anschluss erfolgte die Farbung
eines Ansatzes mit den markierenden Antikdrpern und des zweiten Ansatzes mit den

entsprechenden Isotypkontrollen (s. 2.4.1.1.).
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2.4.1.5. Spiking von Zellen einer Tumorzelllinie in Gesundblut

Tabelle 9: In Spiking-Experimenten eingesetzte Pufferlésungen

Losung Herstellung
PBS
PBS + F
S +FCS 2% FCS
2% Essigsaure 1:50 Verdlinnung von Essigsaure (100%) in PBS
1x Lysepuffer 1:10-Verdiinnung von Lysepuffer (10x) in Ultra Pure Water

PBS
2% FCS
2mM EDTA (0.5M, pH 8.0)

Fresh Recommended Buffer (FRB)
(Immer frisch herstellen)

1% Formaldehyd 1:37-Verdunnung von Formaldehyd (37%) in PBS
Hank’s Salt Solution

100x Permeabilisierungspuffer 10% Saponin
5% NaNj3

Folgende Schritte sind zur Durchfuihrung eines Spiking-Experiments erforderlich:

1. Blutentnahme:

Fur ein Spiking-Experiment wurden 10ml Heparin-Blut eines gesunden, d.h. in

erster Linie nicht an einer Tumorerkrankung leidenden Spenders, vorzugsweise

eines Nichtrauchers, entnommen. Das Blut wurde bei Raumtemperatur gelagert

und innerhalb von 12 Stunden nach der Blutenthahme verarbeitet.

2. Vorbereitung der Tumorzellen und Losungen:

Die in Tabelle 9 gezeigten Losungen wurden zu Beginn des Experiments vorbe-

reitet. Zellen einer Tumorzelllinie (s. Tabelle 5) wurden, wie unter 2.2.3 beschrie-

ben, gewonnen und bis zur Weiterverarbeitung in PBS+FCS auf Eis gelagert.

1ml der Zellsuspension wurde in ein FACS-Roéhrchen Uberfuhrt. Daraus wurden

10pl fur die Zellzahlung entnommen und 1:2 mit Trypanblau verdunnt. Der Farb-

stoff kann von lebenden Zellen aktiv ausgeschieden werden, wahrend er tote

Zellen blau anfarbt. Die Zahlung der lebenden Zellen erfolgte unter Verwendung

der Neubauer Zahlkammer (s. 2.4.1.4). Es wurden stets alle 4 GroRquadrate

ausgezahlt. Die fur das Spiking gewlnschte Zellzahl der Tumorzelllinie wurde

durch Verdunnung erreicht, wobei in jedem Verdunnungsschritt mindestens 80ul

der Zellsuspension pipettiert wurden.
3. Spiking:

Das Spenderblut wurde in zwei Ansatze aufgeteilt. Einem der Ansatze wurde die

gewunschte Tumorzellzahl hinzugegeben. Der zweite Ansatz diente als tumor-

zellfreie Kontrolle.
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4. CD45-Depletion:
Es erfolgte eine Erythrozytenlyse und anschlieRende CD45-Depletion wie unter
2.4.1.4 beschrieben.

5. Farbung mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern:
Die Proben wurden mit PBS+FCS (1400rpm, 4°C, 5 Minuten) gewaschen und
anschliel3end nach dem unter 2.4.1.1 beschriebenen Protokoll gefarbt. Leukozy-
ten wurden durch eine Farbung der Leukozytenantigene CD45 und CDS53 mit
PacificBlue ™-konjugierten Antikorpern markiert.
Die zum Spiking verwendete Zelllinie durchlief denselben Farbeprozess und

diente bei der spateren durchflusszytometrischen Messung als Positivkontrolle.

2.4.1.6. Vorbereitung von Patientenblutproben

Fur die CTC-Analyse in Patientenblut wurde den Patienten 20ml Heparin-Blut entnom-
men. Das Blut wurde im Zeitraum von < 4 Stunden weiterverarbeitet und bis zu Beginn
des Experiments in einem Inkubator mit Rotor bei Raumtemperatur gelagert.

Die Patientenblutproben wurden wie die Proben nach Spiking nach dem unter 2.4.1.4
und 2.4.1.5 beschriebenen Protokoll vorbereitet. Wenn die Messung am Durchflusszy-
tometer nicht am selben Tag durchgefuhrt werden konnte, wurden die Proben mit 1%
Formaldehyd fixiert. Alle Messungen erfolgten im Zeitraum von <24 Stunden nach Ab-

schluss der Probenvorbereitung.

2.4.2. Messung

Zur Gerateeinstellung am BD FACSCanto™ || wurde die Software BD FACSDiva™ (BD
Biosciences, Heidelberg) eingesetzt.

Vor einer Messreihe am Durchflusszytometer wurden die Empfindlichkeit der Detekto-
ren anhand der angelegten Spannung gesteuert und spektrale Uberlappungen mittels
Kompensation, einem Prinzip der elektronischen Subtraktion, minimiert.

Ein Schwellenwert von FSC = 10 000 wurde gewahlt, um Hintergrundsignale durch
kleine, nicht zellulare Probenbestandteile zu vermeiden.

Um vergleichbare Ergebnisse zu erreichen, wurden bei der Versuchsreihe mit Patien-
tenblutproben die Einstellungen des Zytometers beibehalten bzw. hinsichtlich der

Spannungs-/ Verstarkereinstellungen nur minimal adaptiert.
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2.4.2.1. Spannungs- und Verstarkereinstellungen

Indem die Empfindlichkeit der Detektoren anhand der angelegten Spannung adaptiert
wird, lassen sich die Messparameter (FSC, SSC, Fluoreszenz) entsprechend der zu
messenden Probe einstellen. Die Optimierung der Parameter erfolgte manuell anhand
eines ungefarbten Kontrollansatzes der zu messenden Zellart.

Dot Plots stellten die Verteilung eines Parameters sowie das Verhaltnis von zwei
Messparametern zueinander dar. In einem Dot Plot, der die ZellgroRe (FSC) auf der x-
Achse gegen die Zellkomplexitat (SSC) auf der y-Achse darstellt, wurde die angelegte
Spannung fur die entsprechenden Parameter (FSC und SSC) so gewahlt, dass im Re-
sultat die gesamte Zellpopulation innerhalb der Grenzen des Dot Plots lag.

Die Optimierung der Spannungs- und Verstarkereinstellungen fur die Fluoreszenzpa-
rameter erfolgte mithilfe von Histogrammen. In Histogrammen kann die Fluoreszenzin-
tensitat eines Einzelparameters abgebildet werden. Durch Adaptation der angelegten
Spannung wurde das Histogramm, das die ungefarbten Zellen im Sinne einer Negativ-
population darstellt, auf der x-Achse in den Bereich einer niedrigen Fluoreszenzintensi-
tat verlagert. Somit wurde eine bessere Differenzierung von negativ und positiv ermog-
licht.

2.4.2.2. Kompensation

Beim simultanen Einsatz von mehreren fluoreszenzmarkierten Antikorpern kann es zu
spektralen Uberlappungen kommen. Mit der Kompensation kénnen spektrale Uberlap-
pungen nach dem Prinzip der elektronischen Subtraktion korrigiert werden.

Die Kompensation erfolgte mit Hilfe von Kompensationsstandards (Anti-Mouse g,
k/Negative Control Compensation Particles Set, BD Biosciences, Heidelberg). Diese
bestehen aus zwei Arten von Mikropartikeln: Einer Positivkontrolle, die einen spezifi-
schen Rezeptor fur alle leichtkettentragenden Immunglobuline der Antikorper-
Wirtspezies besitzt, und einer Negativkontrolle ohne Bindungskapazitaten. Werden die
Kompensationsstandards gefarbt, erhalt man zwei klar voneinander abgrenzbare Popu-
lationen, die eine gefarbt, die andere ungefarbt. Fur jedes in einem Experiment einge-
setzte Fluorochrom wurde ein Ansatz der Kompensationsstandards mit den entspre-
chenden Antikorpern in identischer Konzentration gefarbt. In Dot Plots wurden jeweils
zwei Fluoreszenzparameter gegeneinander aufgetragen, wobei das Fluorochrom, mit
dem gefarbt wurde, auf der x-Achse lag. Wenn die Emissionsspektren der gewahlten

Fluorochrome uberlappen, detektiert jeder Detektor auch Signale des benachbarten
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Farbstoffes, sodass im Dot Plot die Population der Positivkontrolle im rechten oberen
Quadranten erscheint. In diesem Falle wurde manuell eine Kompensation durchgeflhrt.
Erfolgreich kompensierte Fluoreszenzparameter zeigten sich im entsprechenden Dot
Plot mit der Negativpopulation im linken unteren und der Positivpopulation im rechten
unteren Quadranten. Die Kompensation wurde auf diese Weise fur jede Fluorochrom-

Kombination wiederholt.

5 5
10° 10°

¥
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TR T T T T TR T T

0 103 104 105 0 103 104 105
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Unkompensiert Kompensiert

Abbildung 1: Kompensation

Exemplarisch ist eine Farbung von Kompensationsstandards mit dem Antikdrper Anti-EGFR AlexaFlu-
or®488 aufgetragen. Gezeigt ist die Uberlappung des Fluoreszenzspektrums von AlexaFluor® mit PE.
Die auf der x-Achse weiter links liegende Population reprasentiert jeweils die Negativkontrolle, die weiter
rechts liegende Population die Positivkontrolle der Kompensationsstandards. Auf der linken Seite ist das
Messergebnis vor Kompensation gezeigt: Das Signal des Fluorochroms AlexaFluor®488 wird durch den
benachbarten Detektor ebenfalls aufgenommen, sodass die Positivkontrolle als doppelt-positiv fiir
AlexaFluor®488 und PE erscheint. Nach Kompensation durch Subtraktion von 21% des AlexaFluor®488-
Signals, das durch den PE-Detektor gemessen wird, erhdlt man das rechts dargestellte Ergebnis. Die
Positivkontrolle wird jetzt lediglich als positiv fiir AlexaFluor®488, dem Fluorochrom, mit dem sie gefarbt

wurde, erkannt.

2.4.3. Auswertung

Die Auswertung der Messergebnisse wurde mit Hilfe der Software FlowJo™ 7.2.2
(FlowJo LLC, Ashland, USA) durchgefiihrt.

Um Subpopulationen zu analysieren und mehr als zwei Parameter miteinander in Ver-
bindung zu setzen, wurden Gates eingesetzt.

Fur jedes Messergebnis wurde in einem Dot Plot (FSC gegen SSC) die Hauptpopulati-

on durch Setzen eines Gates definiert, wobei kleiner Zelldebris ausgeschlossen wurde.
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Die in diesem Gate dargestellte Zellpopulation wird nachfolgend als Hauptpopulation
bezeichnet. Im Folgenden werden stets nur Zellen betrachtet, die innerhalb des Gates
Hauptpopulation liegen. Die Gates wurden, wenn nicht anders beschrieben, anhand der

Isotypkontrolle definiert und fur die gefarbten Zellen identisch ubernommen.

2.4.3.1. Konzentrationsoptimierung

Die Ergebnisse der in unterschiedlichen Antikorperkonzentrationen durchgefuhrten Far-
bungen der Zelllinie SiHa wurden zur Abbildung der Fluoreszenzintensitat in Histo-
grammen dargestellt. Die Fluoreszenzintensitat ist direkt proportional zur Anzahl von
Antikorperbindungsstellen. Die sattigende Konzentration eines Antikorpers wird dem-
nach unterschritten, sobald das Histogramm des markierenden Antikorpers sich auf der
horizontalen Achse in der Lage des Histogramms der Isotypkontrolle annahert. Als op-
timale Konzentration wurde die geringste Konzentration definiert, bei der eine klare

Trennung der Signale von Istoypkontrolle und markierendem Antikorper erreicht wurde.

2.4.3.2. Zelllinien und PBMCs
Folgende Messergebnisse lagen zur Auswertung vor:
1. mit Isotypkontrollen gefarbter Ansatz, im Folgenden als Kontrolle bezeichnet
2. mit den markierenden Antikdrpern gefarbter Ansatz, im Folgenden als Geféarbt

bezeichnet

FUr jedes eingesetzte Fluorchrom wurde ein Dot Plot erstellt, wobei die Fluoreszenzpa-
rameter jeweils auf der x-Achse und SSC auf der y-Achse aufgetragen wurden. Die Po-
sition der Ergebnisse aus Kontrolle im linken Bereich des Dot Plots definiert den negati-
ven Bereich. Das Gate, in dem in dieser Darstellung mit einem markierten Antikorper
gefarbte Zellen zu erwarten waren, umschloss demnach den rechten Bereich des Dot
Plots (Positivbereich). Die linke Begrenzung des Gates wurde durch die Lage der Zellen
aus Kontrolle mit einem Zielwert von 1% falsch-positiver Zellen innerhalb des Gates
definiert.

Um die Intensitat einer Farbung aufzuzeigen, wurden Geférbt und Kontrolle aulierdem

fur jedes eingesetzte Fluorochrom in Histogrammen dargestellt.

2.4.3.3. Spiking
Folgende Messergebnisse lagen zur Auswertung vor:

1. Zellen der zum Spiking verwendeten Tumorzelllinie (Referenzfarbung)
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a. mit den Isotypkontrollen der markierenden Antikorper gefarbte Tumorzel-
len, im Folgenden als Referenz-Kontrolle bezeichnet
b. mit den markierenden Antikdrpern gefarbte Tumorzellen, im Folgenden

als Referenz-Gefarbt bezeichnet

2. Blutproben

a. Gesundblut, tumorzellfrei, mit Isotypkontrollen der markierenden Antikor-
per gefarbt, im Folgenden als Gesundblut-Kontrolle bezeichnet

b. Gesundblut, tumorzellfrei, mit den markierenden Antikdrpern gefarbt, im
Folgenden als Gesundblut-Geférbt bezeichnet

c. Gesundblut nach Spiking mit Tumorzellen, mit Isotypkontrollen der mar-
kierenden Antikorper gefarbt, im Folgenden als Spiking-Kontrolle bezeich-
net

d. Gesundblut nach Spiking mit Tumorzellen, mit markierenden Antikorpern

gefarbt, im Folgenden als Spiking-Geférbt bezeichnet

Die Auswertung eines Spiking-Experiments erfolgte in den folgenden Schritten:

1.

Definition der CD45/53-negativen Fraktion (potentieller Tumorzellen):

Spiking- und Gesundblut-Kontrolle sowie die Referenzfarbung der Tumorzelllinie
wurden nicht mit einem Antikorper gegen CD45/53 gefarbt, definieren also die
Lage der CD45/53-negativen Population. In einem Dot Plot mit CD45/43 Pa-
cificBlue™ auf der x-Achse und SSC auf der y-Achse wurde demnach ein Gate
festgelegt, das die Zellpopulation aus Spiking- und Gesundblut-Kontrolle sowie
der Referenzfarbung vollstandig einschliet (CD45-negativ). Dieses wurde an-
schliel3end auf alle Ubrigen Proben ubertragen.

Darstellung der Eigenschaften der Tumorzelllinie:

Die Population CD45-negativ der Tumorzelllinie wurde in Dot Plots auf ihre Fluo-
reszenzeigenschaften untersucht. Wurden mehr als zwei Marker analysiert, wa-
ren mehrere Dot Plots erforderlich. Das Gate wurde hier anhand der gefarbten
Probe (Referenz-Geféarbt) determiniert und somit die Lage der Tumorzellpopula-
tion festgelegt (Tumorzellgate). In Referenz-Kontrolle sollten keine Zellen inner-
halb des Tumorzellgates liegen.

Ubertragen der Gates auf die Blutproben:

Die in Schritt 2 festgelegten Tumorzellgates wurden zunachst fur Spiking- und

Gesundblut-Kontrolle sowie fur Gesundblut-Geféarbt Ubernommen und eventuell
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angepasst, um die Rate falsch-positiver Ergebnisse zu minimieren. Jede Ande-
rung des Tumorzellgates anhand der Blutproben wurde mit Referenz-Geférbt
abgeglichen, um sicherzustellen, dass die Kernpopulation der Tumorzelllinie
durch das Gate erfasst war. Nachdem das Tumorzellgate auf diese Weise opti-
miert wurde, wurde es auf Spiking-Geférbt Ubertragen. In diesem Gate wurden
die dem Blut zugefligten Tumorzellen erwartet, demnach wurden die innerhalb
des Tumorzellgates liegenden Zellen ausgezahlt und anhand der bekannten An-

zahl hinzugegebener Tumorzellen die Wiederfindungsrate prozentual bestimmt.

2.4.3.4. Patientenblut
Folgende Messergebnisse lagen zur Auswertung vor:
1. Patientenblut, mit Isotypkontrollen der markierenden Antikorper gefarbt, im Fol-
genden als Patient-Kontrolle bezeichnet
2. Patientenblut, mit den markierenden Antikorpern gefarbt, im Folgenden als Pati-
ent-Gefédrbt bezeichnet

Das Verfahren zur Auswertung von Patientenproben entspricht im Grundsatz dem eines
Spiking-Experiments: Anhand von Patient-Kontrolle wurde die CD45-negative Fraktion
in einem Gate definiert. Diese wiederum wurde auf ihre Markerexpression untersucht,
indem die Fluorochrome der eingesetzten Marker in Dot Plots gegeneinander aufgetra-
gen wurden. Diese Dot Plots wurden durch Gates in 4 Quadranten unterteilt. Die Quad-
ranten wurden durch die Lage der Zellen in Patient-Kontrolle definiert: Die Kernpopula-
tion von Patient-Kontrolle ist Marker-negativ und sollte im linken unteren Quadranten
liegen. Die ubrigen drei Quadranten identifizieren Marker-positive Zellen und sollten in

Patient-Kontrolle maglichst keine Zellen enthalten.

2.5. Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten anhand von Tumorgewebe, das
in der zentralen Biomaterialdatenbank der Charité (ZeBanC) archiviert worden war. Das
Gewebe lag in Form von Paraffinblocken vor.

Geeignete Praparate wurden anhand von Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbungen ausge-
wahlt, die im Rahmen der Routinediagnostik hergestellt worden waren.

Die Paraffinschnitte und die immunhistochemischen Farbungen wurden mit den Gera-
ten und Reagenzien des immunhistochemischen Labors des Instituts fur Pathologie am

Charité Campus Mitte angefertigt.
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Am Mikrotom (pfmmedical, Koln) wurden die Paraffinblocke in einer Dicke von 2-3um
geschnitten, die Schnitte dann auf einen Objekttrager aufgebracht und im Inkubator
(Heraeus, Hanau) uber Nacht bei <60°C oder fur 30 Minuten bei 90°C in aufrechter Po-
sition getrocknet. Das auf diese Weise verflussigte Paraffin konnte somit ablaufen.

Backen, Entparaffinierung, Multiparameter-Zellfarbung, Gegenfarbung und Titrierung
erfolgten vollautomatisiert (BenchMark ULTRA, Ventana, Tucson, USA). Die Antikorper

wurden in der optimalen Verdinnung manuell aufgetropft.

Tabelle 10: Zur immunhistochemischen Farbung eingesetzte Antikorper

Protokoll Marker Klonalitat Verdiinnung Firma
. CK8 . .

Mild (C51) monoklonal 1:500 BioGenex
CK7 .

Protease (OV-TL12/30) monoklonal 1:1000 Dako
EGFR Vom Hersteller vorver-

Protease (587) monoklonal diinnt Ventana
EpCAM .

Protease (Ber-EP4) monoklonal 1:200 Dako

Amplifier Al monoklonal 1:2 Ventana

P (E6H4) :

Je nach eingesetztem Antikorper wurden unterschiedliche, im Automaten voreingestell-
te Protokolle zur Farbung verwendet (s. Tabelle 11).

Allgemein erfolgt nach der Entparaffinierung eine Epitopdemaskierung mittels eines Cell
Conditioners (ULTRA Cell Conditioner 1) oder Proteasen. ULTRA CC1 ist ein Tris-
basierter Puffer mit leicht basischen pH, der in der Lage ist, bei der Formalinfixierung
entstandene kovalente Bindungen zwischen Aldehyd- und Aminogruppen und Methy-
lenbricken zu hydrolysieren und der formalinbedingten Proteindenaturierung entgegen-
zuwirken. Proteasen spalten Proteine, um Epitope freizulegen. Durch beide Verfahren
kann eine signifikant bessere Antikorperbindung erreicht werden.

Auf die manuelle Titration des Primarantikorpers folgt eine Gegenfarbung mit Hama-
toxylin und anschlielfend mit einem Bluing Reagent. Ein Liquid Cover Slip (LCS) wird
eingesetzt, der eine Reaktionskammer auf der Oberflache des Objekttragers erzeugt,
um die Evaporation zu kontrollieren, die Integritat des Gewebes zu schitzen und die
Menge des verwendeten Reagenz zu minimieren.

Der Antikorper gegen p16 ist ein schwach farbender Mausantikorper, sodass ein Ampli-

fier eingesetzt wurde, um die Signalintensitat zu erhohen.
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Nach Abschluss der automatisierten Farbung wurden die Proben in Ethanol (99%) und

Xylol, bzw. dem weniger toxischen NeoClear gewaschen und nach Aufbringen des

Deckglases im Inkubator bei 60°C getrocknet.

Tabelle 11: Farbeprotokolle des BenchMark ULTRA

Mild

Protease

Amplifier

Backen

Entparaffinierung

Epitopdemaskierung

Titration (Priméarantikorper)

Verstarkung

Gegenfiarbung

70°C, 8 min

Auf mittlere Temperatur er-
héhen

ULTRA CC1

95°C

8 min — 20 min — 36 min
Manuell auftragen

32 min

1 Tropfen Hematoxylin+LCS
8 min

1 Tropfen Bluing Reagent +
LCS

4 min

Auf mittlere Temperatur er-
héhen

1 Tropfen Protease 1+LCS
8 min

Manuell auftragen
40 min

1 Tropfen Hematoxylin+LCS
4 min

1 Tropfen Bluing Reagent +
LCS

4 min

70°C, 8 min

Auf mittlere Temperatur er-
héhen

ULTRA CC1

95°C

8 min — 20 min — 36 min
Manuell auftragen

32 min

OptiView Amplification Kit

1 Tropfen Hematoxylin+LCS
4 min

1 Tropfen Bluing Reagent +
LCS

4 min

2.6. Statistik

Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten statistischen Berechnungen wurde die Software

Microsoft Excel 2011 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines Marker-Panels zum CTC-Nachweis

Potentiell geeignete Marker wurden mittels Literaturrecherche identifiziert.

Die Konzentration von Antikorpern, die nicht bereits zum durchflusszytometrischen Ein-
satz optimiert waren, wurden an der Zervixkarzinomzelllinie SiHa titriert (Konzentrati-
onsoptimierung). Anhand dieser Zelllinie wurde determiniert, ob mittels eines fluores-
zenzmarkierten AntikOorpers gegen einen neuen Marker der durchflusszytometrische
Nachweis von Zervixkarzinomzellen mit ausreichender Sensitivitat erfolgen kann. Ein
fur die CTC-Detektion gut geeigneter Marker sollte von der gesamten Zellpopulation in
hohem Ausmal} exprimiert werden und sich durch einen spezifisch gegen ihn gerichte-
ten fluoreszenzmarkierten Antikorper mit hoher Intensitat anfarben lassen. Vergleichend
erfolgten Farbungen der Zelllinien Caski und HelLa und der Zelllinie UD2, die einem
HPV-positiven Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs entstammt. Zur Quali-
tatskontrollle des Farbeprotokolls erfolgte eine Referenzfarbung der Zelllinie SW620 mit
den zur CTC-Detektion im Labor der AG Keilholz bereits etablierten Markern CK7/8 und
EpCAM. Die Tumorzelllinien wurden nicht zu einem definierten Zeitpunkt ihres Lebens-
zyklus untersucht.

Durch die Kontrollfarboung von PBMCs wurde Uberpruft, ob ein Marker tumorzellspezi-

fisch ist.

3.1.1. EpCAM

3.1.1.1. Konzentrationsoptimierung

Tabelle 12: Anti-EpCAM Antikorperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge .
Clon (Wirt) Label (ng/ml) ) Firma
e IgG1 1 PerCP By
Antikorper EBA-1 (Maus) Cy™5.5 2 20 BD Biosciences
IgG1 1 PerCP o
Isotypkontrolle X40 (Maus) Cy™5.5 25 1.6 BD Biosciences

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Antikorper gegen EpCAM war im Labor der
AG Keilholz bereits im durchflusszytometrischen Einsatz etabliert.

Tabelle 12 spezifiziert die fur die Verwendung des Antikorpers relevanten Daten.
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3.1.1.2. Bestimmung der Sensitivitat an Zelllinien
Die Zervixkarzinomzelllinien SiHa, HeLa und Caski, die Kopf-Hals-Tumor-Zelllinie UD2
und die Kolonkarzinom-Zellinie SW620 wurden mit dem Anti-EpCAM-Antikorper ge-

farbt.

SiHa
Mean: 55.06
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Abbildung 2: Farbung von Tumorzelllinien mit dem Antikérper Anti-EpCAM PerCPCy™5.5

Die Histogrammdarstellungen zeigen die Intensitat der Farbung verschiedener Zelllinien mit dem Antikor-
per Anti-EpCAM PerCPCy™5.5. Es ist jeweils exemplarisch das Ergebnis einer reprasentativen Farbung
abgebildet. Angegeben sind der Durchschnitt (Mean) und die Spannweite (Range) im Dot Plot innerhalb
des Positivgates liegender Zellen (hier nicht dargestellt) sowie die konkreten Ergebnisse

(% Farbung und % Kontrolle) der gezeigten Farbung.

Anzahl durchgefiihrter Farbungen: SiHa n=8, HeLa n=2, Caski n=3, SW620 n=7, UD2 n=1.
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Als Referenz lasst sich die Kolonkarzinomzelllinie SW620 intensiv mit EpCAM anfar-
ben. Auch die Zervixkarzinomzelllinie Caski zeigt eine stark EpCAM-positive, in 2 von 3
Farbungen jedoch auch eine EpCAM-negative Zellpopulation. Die Zervixkarzinomzellli-
nien SiHa und Hela sind hingegen nur schwach EpCAM-positiv. Es lassen sich keine
unterschiedlichen Populationen voneinander abgrenzen. Die Fluoreszenzintensitat ist
bei der Farbung von SiHa hoher als bei der Farbung von HelLa. Die Kopf-Hals-
Karzinom-Zelllinie UD2 Iasst sich nicht gegen EpCAM anfarben, es wurde jedoch nur
eine Farbung mit EpCAM an dieser Zelllinie durchgefihrt. Abbildung 2 gibt eine Uber-
sicht Uber die Ergebnisse der Zelllinienfarbung mit dem Anti-EpCAM-Antikorper.

3.1.1.3. Bestimmung der Spezifitat an PBMCs
PBMCs lie3en sich nicht mit dem Anti-EpCAM Antikorper anfarben. Dies deutet auf ei-
ne ausreichende Spezifitat des Antikorpers zum Einsatz in der durchflusszytometri-

schen Analyse von CTCs beim Zervixkarzinom hin.

3.1.2. Zytokeratine

Es wurden jeweils 3 Farbungen mit PE-konjugierten Antikorpern gegen CK17 und CK19
mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von 1ug/Test durchgefihrt

(s. Tabelle 13).

Tabelle 13: Anti-CK17 und Anti-CK19 Antikorperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge .
Clon (Wirt) Label (mg/ml) (1) Firma
1gG1 .
CK17 2D4-1G9 (Maus) PE 1 1 Novusbio
IgG1 .
CK19 BA-17 PE 1 1 Novusbio
(Maus)
MOPC- 1gG1 .
Isotypkontrolle 31C (Maus) PE 1 1 Novusbio

Insbesondere der Antikorper gegen CK17 war in der Lage, die Gesamtpopulation der
Zelllinie SiHa mit hoher Intensitat anzufarben (mittlerer prozentualer Anteil an Zellen im
Positivgate: 97,63%). Bei der Farbung mit CK19 lagen nur durchschnittlich 14,24% der
Zellen im Positivgate. Jedoch kam es bei beiden Antikdrpern auch bei der Farbung von
PBMCs zu einem positiven Signal. Es erfolgten demnach keine weiteren Versuche mit

diesen Antikorpern.
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3.1.2.1. Konzentrationsoptimierung
Ein PE-konjugierter gegen CK7 und CK8 gerichteter Antikdrper war im Labor der AG
Keilholz bereits im durchflusszytometrischen Einsatz etabliert. Tabelle 14 spezifiziert die

fur die Verwendung des Antikorpers relevanten Daten.

Tabelle 14: Anti-CK7/8 Antikorperspezifikationen

Isotyp

Konzentration

Einsatzmenge

Clon . Label Firma
(Wirt) (ng/ml) (ul)
Antikorper Sl lgG2a PE 6 15 BD Biosciences
2 (Maus)
Isotypkontrolle G155- lgG2a k PE 50 1.8 BD Biosciences
yp 178 (Maus) ’

3.1.2.2. Bestimmung der

Sensitivitat an Zelllinien
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Abbildung 3: Farbung von Tumorzelllinien mit dem Antikérper Anti-CK7/8 PE
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Reprasentative Histogrammdarstellungen zeigen die Intensitat der Farbung verschiedener Zelllinien mit
dem Antikérper Anti-CK7/8 PE. Angegeben sind der Durchschnitt (Mean) und die Spannweite (Range) im
Dot Plot innerhalb des Positivgates liegender Zellen (hier nicht dargestellt), sowie die konkreten Ergeb-
nisse (% Farbung und % Kontrolle) der gezeigten Farbung.

Anzahl der Farbungen: SiHa n=12, HeLa n=2, Caski n=3, SW620 n=7, UD2 n=1.

In allen Zervixkarzinomzelllinien sowie der Kolonkarzinomzelllinie SW620 lie3en sich
durchschnittlich mindestens 91% der Zellen intensiv mit dem Antikorper gegen CK7/8
anfarben. In einer von 2 Farbungen der Zelllinie HelLa, 3 von 3 Farbungen der Zelllinie
Caski, 5 von 7 Farbungen der Zelllinie SW620 und 10 von 12 Farbungen der Zelllinie
SiHa fand sich eine klar abzugrenzende zweite, CK7/8-negative Population.

Die Kopf-Hals-Karzinomzelllinie UD2 erwies sich als negativ fiir die CK7/8. Eine Uber-

sicht Uber die Ergebnisse der Zelllinienfarbung zeigt Abbildung 3.

3.1.2.3. Bestimmung der Spezifitat an PBMCs
PBMCs lie3en sich nicht mit dem Antikorper gegen CK7/8 anfarben. Dies deutet auf
eine ausreichende Spezifitat des Antikorpers zum Einsatz in der durchflusszytometri-

schen Analyse von CTCs beim Zervixkarzinom hin.

3.1.3. EGFR

3.1.3.1. Konzentrationsoptimierung

Um moglichst viele unterschiedliche Markerkombinationen zu ermdglichen, wurden ein
AlexaFluor®488- und ein PECy®7-konjugierter Antikorper gegen EGFR getestet und fur
den durchflusszytometrischen Einsatz optimiert.

Die Titrierung des AlexaFluor®488-konjugierten Antikorpers erfolgte ausgehend von
einer vom Hersteller empfohlenen Konzentration von 2ug/Test.

Eine signifikante Reduktion der Fluoreszenzintensitat war erst ab einer Konzentration
von 0,02ug/Test zu erkennen (s. Abbildung 4). Fur alle weiteren Farbungen wurde da-
her eine Konzentration von 0.08ug/Test festgelegt (s. Abbildung 4 und Tabelle 15).

Der PECy™7-konjugierte Antikorper wurde ausgehend von einer vom Hersteller emp-
fohlenen Konzentration von 0,5ug/Test titriert. Es zeigte sich bereits bei einer Konzent-
ration von 0,05ug/Test eine sehr geringe und bei einer Konzentration von 0,02ug/Test
dann eine signifikante Reduktion der Fluoreszenzintensitat (s. Abbildung 4). Eine Kon-
zentration von 0,1ug/Test wurde fur die Folgeversuche als Einsatzmenge determiniert
(s. Abbildung 4 und Tabelle 15).
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Abbildung 4: Konzentrationsoptimierung der Antikérper Anti-EGFR AlexaFluor®488 und Anti-
EGFR PECy™7

Dargestellt ist die Farbeintensitadt nach Farbung mit den Antikérpern Anti-EGFR AlexaFluor®488 und
Anti-EGFR PECy™7 in absteigender Konzentration. Angegeben sind die jeweilige Einsatzmenge von
Antikoérper (AK) und Isotypkontrolle (IK) und die entsprechende Konzentration pro Test. Die Darstellung

der optimalen Konzentration ist grau unterlegt.

Tabelle 15: Anti-EGFR Antikorperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge

Clon (Wirt) Label (g/ml) (G e
AY13 1gG1 k AlexaFluor® 400 0.2 BioLegend
. (Maus) 488
Antikorper IgG1 K
™ i
AY13 (Maus) PECy™7 100 1 BioLegend
MOPC- 1gG1 AlexaFluor® 200 0.4 BioLegend
21 (Maus) 488
Isotypkontrolle MOPC IgG1 k
. ™ i
21 (Maus) PECY™Y 200 o Petesen

3.1.3.2. Bestimmung der Sensitivitat an Zelllinien

Durchschnittlich mindestens 87% der Zellen aller Zervixkarzinomzelllinien und der Kopf-
Hals-Karzinomzelllinie UD2 lie3en sich intensiv mit den Antikorpern gegen EGFR an-
farben (s. Abbildung 5).

5 von 7 Farbungen der Zelllinie SiHa und eine von 2 Farbungen der Zelllinie Caski wur-
den mit dem AlexaFluor®488-konjugierten Antikorper durchgefuhrt.

Eine dieser 5 Farbungen der Zelllinie SiHa mit Anti-EGFR AlexaFluor®488 weist eine
geringe Fluoreszenzintensitat auf und wich damit stark von den ubrigen Ergebnissen
ab.

Bei 2 von 7 Farbungen der Zelllinie SiHa (Antikorper: Anti-EGFR AlexaFluor®488) fand
sich eine kleine, separate, EGFR-negative Population. Bei der Farbung der Zelllinie
Caski mit Anti-EGFR AlexaFluor®488 waren eine EGFR-positive und eine EGFR-
negative Population zu differenzieren, die jeweils etwa die Halfte der Gesamtpopulation

ausmachten.

3.1.3.3. Bestimmung der Spezifitat an PBMCs
PBMCs liel3en sich mit keinem der beiden Antikorper gegen EGFR anfarben. Dies deu-
tet auf eine ausreichende Spezifitat des Antikorpers zum Einsatz in der durchflusszyto-

metrischen Analyse von CTCs beim Zervixkarzinom hin.

50



SiHa HelLa Caski
Mean: 79,74 Mean: 90,40 Mean: 72.07
(Range: 27,9-99,92) (Range: 90,40) (Range: 49,39-94,74)
100 100

80 80

s. Abbildung 3 zur Konzentrationsop- 60 60

timierung

% of Max
% of Max

Farbung AF488: 88,54%, 40 - 40

Kontrolle: 1,06%

Farbung PECy7: 99,92%, N

Kontrolle: 1.03% w 0]

0 — Ry aa T 0 T T
10 10' 10% 10° 10° 10’ 10° 10°
PE-Cy7-A': EGFR PE-Cy7-A PE-Cy7-A: EGFR PE-Cy7-A
Farbung PECy™7: 90,40%, Farbung PECy™7: 94,74%,
Kontrolle: 1.02% Kontrolle: 1,04%
uD2
Mean: 86,69

(Range: 86,69)

100

80

% of Max
o
3

=
=]

0 T T T

5
100 101 107 103

PE-Cy7-A: EGFR PE-Cy7-A

Farbung PECy™7: 86,69%,
Kontrolle: 1.02%

Abbildung 5: Farbung von Tumorzelllinien mit Anti-EGFR AlexaFluor®488 und PECy™7

Die Histogrammdarstellungen zeigen die Intensitat der Farbung verschiedener Zelllinien mit spezifischen
Antikérpern gegen EGFR. Die Ergebnisse der Farbung der Zelllinie SiHa sind nicht erneut dargestellt.
Siehe hierzu die Darstellung der optimalen Konzentration in Abbildung 3. Fur die anderen Zelllinien ist
jeweils exemplarisch das Ergebnis einer Farbung mit dem Antikdrper Anti-EGFR PECy™7 gezeigt. An-
gegeben sind der Durchschnitt (Mean) und die Spannweite (Range) im Dot Plot innerhalb des Positivga-
tes liegender Zellen (hier nicht dargestellt), sowie die konkreten Ergebnisse (% Farbung und

% Kontrolle) der gezeigten Farbung.

Anzahl der Farbungen: SiHa n=7, HeLa n=1, Caski n=2, UD2 n=1.

3.1.4. p16

3.1.4.1. Konzentrationsoptimierung
Bei der Farbung der Zelllinie SiHa mit Anti-p16 FITC konnte selbst mit der empfohlenen

Konzentration von 1ug/Test keine ausreichende Farbeintensitat erreicht werden.
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Abbildung 6: Konzentrationsoptimierung des Antikérpers Anti-p16 FITC

Dargestellt ist die Farbeintensitat nach Farbung mit dem Antikérper Anti-p16 FITC in absteigender Kon-
zentration. Angegeben sind die jeweilige Einsatzmenge von Antikdrper (AK) und Isotypkontrolle (IK) so-
wie die entsprechende Konzentration pro Test.

Tabelle 16: Anti-p16 Antikorperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge

Clon . Label Firma
(Wirt) (ng/ml) (1)
_— G175- 1gG1 k L
Antikorper 1239 (Maus) FITC 50 20 BD Biosciences
MOPC- IgG1 k N
Isotypkontrolle 21 (Maus) FITC 50 20 BD Biosciences

3.1.4.2. Bestimmung der Sensitivitat an Zelllinien

Da aufgrund der unzureichenden Fluoreszenzintensitat bei der Farbung von SiHa keine
optimale Einsatzmenge definiert werden konnte, wurde fur weitere Experimente die
vom Hersteller empfohlene Konzentration von 1ug/Test gewahlt, die in der Farbung der
Zelllinie SiHa das beste Ergebnis lieferte (s. Abbildung 6 und Tabelle 16).

Bei keiner der untersuchten Zelllinien gelang mit dem FITC-konjugierten Antikoper ge-

gen p16 eine Farbung mit ausreichender Fluoreszenzintensitat (s. Abbildung 7).

3.1.4.3. Bestimmung der Spezifitat an PBMCs

Bei der Farbung von PBMCs mit dem FITC-konjugierten Antikorper gegen p16 fand
sich eine kleine, klar abzugrenzende p16-positive Zellpopulation neben der p16-
negativen Kernpopulation. Es erfolgten daher Gegenfarbungen mit den Leukozyten-
markern CD4 (Lymphozyten: T-Helfer-Zellen), CD8 (Lymphozyten: zytotoxische T-
Zellen) und CD16 (Monozyten). Die p16-positive Zellpopulation erwies sich als CD4-,
CD8- und CD16+.
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Abbildung 7: Farbung von Tumorzelllinien mit Anti-p16 FITC

Die Histogrammdarstellungen zeigen die Intensitat der Farbung verschiedener Zelllinien mit dem Antikor-
per Anti-p16 FITC. Es ist jeweils exemplarisch das Ergebnis einer reprasentativen Farbung abgebildet.
Angegeben sind der Durchschnitt (Mean) und die Spannweite (Range) im Dot Plot innerhalb des Positiv-
gates liegender Zellen (hier nicht dargestellt), sowie die konkreten Ergebnisse (% Farbung und % Kon-
trolle) der gezeigten Farbung.

Anzahl der Farbungen: SiHa n=3, HeLa n=1, Caski n=1, UD2 n=2.

3.1.5. Weitere

3.1.5.1. Stammzellmarker

Fur den APC-konjugierten Antikorper gegen CD133 war im Labor der AG Keilholz be-
reits eine optimale Einsatzmenge von 10ul des Antikorpers und 2,5ul der Isotypkontrolle
definiert. Nach Farbung von SiHa und Hela unter diesen Bedingungen konnte kein

Fluoreszenzsignal gemessen werden.
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Ein spezifisch gegen CD44 gerichteter, APC-konjugierter Antikorper konnte die Ge-
samtpopulation der Zelllinie SiHa intensiv anfarben. Die Konzentration wurde auf
0,3ug/Test optimiert. Bei der Farbung von PBMCs mit dieser Antikorperkonzentration

resultierte ein deutliches Fluoreszenzsignal.

Tabelle 17: Anti-CD44 und Anti-CD133 Antikorperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge

Clon . Label Firma
(Wirt) (ng/ml) (1)
Antikérper AC133 J9G1 APC 22 10 Miltenyi Biotec
(Maus)
cD133 1S5 1gG1
- g . . .
Isotypkontrolle 21F5 (Maus) APC 22 2,5 Miltenyi Biotec
Antikérper G2464 ; I?Sfubs;( APC 3 10 BD Biosciences
CD44 1aG2b
Isotypkontrolle  27-35 3°<°K  aApc 6,25 48 BD Biosciences
(Maus)
3.1.5.2. SPARC
Tabelle 18: Anti-SPARC Antikorperspezifikationen
Isotyp Konzentration Einsatzmenge .
Clon - Label Firma
(Wirt) (ng/ml) (1)
Antikorper 122511 l9G1 PE 25 10 R&D Systems
P (Maus) v
Isotypkontrolle 11711 lgG1 PE 25 10 R&D Systi
yp (Maus) ystems

Als sezerniertes Protein kann SPARC sowohl in intrazellularen Kompartimenten, wie
z.B. als Inhalt von Sekretionsgranula, als auch als Oberflachenantigen vorkommen. Es
wurden daher Farbungen mit einem PE-konjugierten spezifischen AntikOrper gegen
SPARC mit der durch den Hersteller empfohlenen Konzentration von 0,25ug/Test nach
dem Protokoll zur Farbung von Oberflachen- und mit dem Protokoll zur Farbung von
intrazellularen Markern an der Zelllinie SiHa durchgefuhrt. Die Zelllinie UD2 wurde als
Referenz ebenfalls gegen SPARC angefarbt, da in der Literatur eine SPARC-
Uberexpression bei Kopf-Hals-Tumoren beschrieben wurde, die mit einer ungiinstigen
Prognose assoziiert war [97].

Beide Zelllinien lieBen sich weder nach dem Protokoll zur intrazellularen noch nach
dem zur Farbung von Oberflachenantigenen mit dem Anti-SPARC-Antikorper anfarben.
Da sich der Marker damit bereits als ungeeignet erwiesen hatte, wurde keine Kontroll-
farbung von PBMCs durchgefuhrt.
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3.1.5.3. EMMPRIN

Tabelle 19: Anti-EMMPRIN Antikorperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge .
Clon (Wirt) Label (mg/ml) (1) Firma
_— 1gG1 .
Antikorper 8D6 PE 0,8 1,25 Novusbio
(Maus)
MOPC- 1gG1 .
Isotypkontrolle 21 (Maus) PE 1 1 Novusbio

Ein PE-konjugierter spezifischer Antikorper gegen EMMPRIN wurde an der Zelllinie
SiHa evaluiert. FUr die Isotypkontrolle wurde durch den Hersteller eine Konzentration
von 1ug/Test vorgeschlagen. Ausgehend von dieser Empfehlung erfolgte die Titrierung
des Antikorpers. Erst bei einer Konzentration von 4pug/Test lieR sich die gesamte Zell-
population intensiv anfarben. Allerdings fand sich bereits bei einer Konzentration von
1ug/Test ein schwaches Signal bei der Farbung von PBMCs. Aufgrund der hierdurch
gezeigten unzureichenden Spezifitdt wurde der Marker nicht fur weitere Experimente im

Rahmen dieser Arbeit eingesetzt.
3.1.5.4. TROP2

Tabelle 20: Anti-TROP2 Antikérperspezifikationen

Isotyp Konzentration Einsatzmenge .
Clon (Wirt) Label (ng/ml) () Firma
_— IgG2a
Antikorper 77220 (Maus) APC 10 10 R&D Systems
MOPC- IgG2a
Isotypkontrolle 21 (Maus) APC 10 10 R&D Systems

Mit einem APC-konjugierten spezifischen Antikorper gegen TROP2 liel3 sich die Ge-
samtpopulation der Zelllinie SiHa mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration
von 0,1pg/Test mit maRiger Intensitat anfarben. Erst eine Erhdhung der Antikdrperkon-
zentration auf 0,15ug/ Test fihrte zu einem starken Fluoreszenzsignal, das eine klare
Differenzierung gefarbter Zellen von der ungefarbten Isotypkontrolle ermoglicht. Bei der
Farbung von PBMCs mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration resultierte ein
schwaches Fluoreszenzsignal.

Aufgrund der hierdurch gezeigten unzureichenden Sensitivitat und Spezifitat wurde der

Marker nicht fur weitere Experimente im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt.
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3.1.6. Markerpanel zur CTC-Detektion beim Zervixkarzinom

Anhand der unter 3.1.1-3.1.5. beschriebenen Ergebnisse wurde das in Tabelle 21 ge-
zeigte Markerpanel zur durchflusszyometrischen Detektion von CTCs beim Zervixkarzi-
nom zusammengestellt.

Tabelle 21: Potentielles Markerpanel zur CTC-Detektion im Blut von Patientinnen mit Zervixkarzi-
nom

Marker Label Konzentration (ug/Test) Firma
CK7/8 PE 0,09 BD Biosciences
EpCAM PerCPCy™5.5 0,5 BD Biosciences
EGFR AlexaFluor®488 0,08 BioLegend
CD45 PacificBlue™ 4ul/Test Exbio
CD53 PacificBlue™ 4ul/Test Exbio

3.2. Spiking

Die 15 Spiking-Experimente mit der Zelllinie SW620 (K =Kolon) und die 12 Spiking-
Experimente mit der Zelllinie SiHa (Z=Zervix) wurden entsprechend der Reihenfolge
ihrer Durchfuhrung nummeriert (1-6) um aufzuzeigen, welche Experimente gemeinsam
durchgefuhrt wurden (a-d). Bei gemeinsam durchgefuhrten Experimenten entstammten
die zum Spiking verwendeten Tumorzellen einem gemeinsamen Grundstock der Zellli-
nie, dem die jeweils gewunschte Zellzahl enthommen wurde und der dann nach Far-
bung als gemeinsame Referenz diente. Die Spender der Gesundblutprobe variierten im
Verlauf der Versuchsreihe.

Das Tumorzellgate (CD45-/CK+/EpCAM+ bzw. CD45-/CK+/EGFR+) wurde anhand von
Referenz-Geférbt definiert (s. 2.4.3.3.) und an Spiking-Kontrolle und Gesundblut-
Geférbt angepasst, sodass maoglichst viele Zellen der Tumorzelllinie und dabei mog-

lichst wenige unspezifisch gefarbte Zellen durch das Gate erfasst wurden.

3.2.1. Spiking mit SW620

Die Kolonkarzinomzelllinie SW620 zeigte gemal® den Ergebnissen unter 3.1.1.2 und
3.1.2.2 eine starke Expression der Marker EpCAM und CK7/8. Die Zelllinie wurde daher
eingesetzt, um die im Rahmen dieser Arbeit praktizierte Methode des Spikings und der
durchflusszytometrischen Tumorzelldetektion zu validieren. Es wurden Spiking-
Experimente mit unterschiedlichen Zellzahlen durchgefihrt. Tabelle 22 zeigt eine Uber-
sicht Uber Experimente, Anzahl hinzugegebener Tumorzellen, Wiederfindungsraten und
Raten falsch-positiver Zellen im Tumorzellgate (CD45-/CK+/EpCAM+) in Gesundblut-
Geférbt.
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Abbildung 8: Ergebnisse des Spiking-Experiments K5a

50 Zellen der Zelllinie SW620 wurden zu Gesundblut hinzugegeben. Bei diesem Experiment lagen
56,21% der SW620-Zellen in Referenz-Geférbt im Tumorzellgate. In der Negativkontrolle Gesundblut-
Geférbt fand sich eine falsch-positive Zelle im Tumorzellgate. Die Isotypkontrolle Spiking-Kontrolle zeigte
ein mafiges Hintergrundsignal (n=19 Zellen im Tumorzellgate). Bei 53 Zellen im Tumorzellgate bei

Spiking-Geférbt kann von einer Wiederfindungsrate von 106% ausgegangen werden.
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Bei Anwendung der unter 2.4.3.3 beschriebenen Gatingstrategie lagen noch durch-
schnittlich ca. 76% (56,21-92,44%) der SW620-Zellen in Referenz-Geférbt innerhalb
des Tumorzellgates.

In Gesundblut-Geférbt konnte die Zahl der innerhalb des Tumorzellgates liegenden Zel-
len dadurch auf durchschnittlich 7,33 (1-13) Zellen reduziert werden.

Mithilfe der Marker CK7/8 und EpCAM konnte insgesamt eine Wiederfindungsrate von
durchschnittlich 50% mit einer hohen Schwankungsbreite von 16-122% erreicht wer-
den. Das Spiking mit 500 Zellen fuhrte durchschnittlich zu einer Wiederfindungsrate von
knapp 40%, das Spiking mit 50 Zellen zu einer durchschnittlichen Wiederfindungsrate
von ca. 65%. Abbildung 8 zeigt exemplarisch die Ergebnisse des Spiking-Experiments
Kb5a.

Tabelle 22: Ergebnisse der Spiking-Experimente mit der Zelllinie SW620

Marker Zellzahl Wiederfi?,;:;mgsrate FaI(sZ(:I\I-z;;(:]sl)itiv
K1a CK, EpCAM 500 54,8 13
K1b CK, EpCAM 500 35 13
K1c CK, EpCAM 500 29,2 13
K2a CK, EpCAM 500 38,4 1
K2b CK, EpCAM 500 41,2 1
K2c CK, EpCAM 500 34,4 1
K3a CK, EpCAM 200 39,5 6
K3b CK, EpCAM 100 21 6
K3c CK, EpCAM 50 58 6
K4a CK, EpCAM 50 122 11
K4b CK, EpCAM 50 72 11
K4c CK, EpCAM 50 28 11
K4d CK, EpCAM 50 50 11
K5a CK, EpCAM 50 106 1
K5b CK, EpCAM 50 16 5
Mittelwert (Range) gesamt 49,7 (16-122) 7,33 (1-13)
Mittelwert (Range) 500 Zellen 38,83 (29,2-54,8) 7 (1-13)
Mittelwert (Range) 50 Zellen 64,57 (16-122) 8 (1-11)

3.2.2. Spiking mit SiHa

Die unter 3.1 beschriebenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Marker EGFR und
CK7/8 stark und der Marker EpCAM mafig von Zellen der Zelllinie SiHa exprimiert wer-
den. In Spiking-Experimenten mit der Zelllinie SiHa sollte evaluiert werden, ob das etab-
lierte Markerpanel in der Detektion von Zervixkarzinomzellen im Blut ausreichend sensi-
tiv ist und ob der Einsatz von Anti-EGFR die Wiederfindungsrate beeinflusst. Zur Far-

bung von EGFR wurde der AlexaFluor™488-konjugierte Antikorper eingesetzt.
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Tabelle 23: Ergebnisse der Spiking-Experimente mit der Zelllinie SiHa

+- Zell Wieder- Wieder- Falsch-positiv Falsch-positiv
EGER zahl findungsrate: findungsrate EpCAM EGFR
CKI/EpCAM (%) CKI/EGFR (%) (Zellzahl) (Zellzahl)
Z1a - 500 50,4 - 6 -
Z1b + 500 23,4 24,8 6 6
Z6 + 500 8 8,6 21 26
Z2a - 200 25 - 1
Z2b + 200 12 9,5 1 0
Z2c + 100 20 16
Z4 - 100 28 - 2
Z5a - 100 6 - 14
Z5b - 100 24 - 3
Z2d + 50 20 8 1 0
Z3a - 50 18 - 4
Z3b - 50 14 - 4 -
e ——————————————
Mittelwert (Range) gesamt (g_%’gi) (g_?é’i%) (?1211)’) (0?516)
Mittelwert (Range) 500 Zellen (g_gg,z) - (6121 N
Mittelwert (Range) 200 Zellen 18,5 1
(12-25)
Mittelwert (Range) 100 Zellen (é?ég) - ( 2 4
Mittelwert (Range) 50 Zellen (11_23) -- (1?4)
Experimente, bei denen der Marker EGFR zusatzlich zu der Markerkombination aus EpCAM und CK7/8 engesetzt wurde, sind
grau unterlegt.

Zur Auswertung dieser Experimente wurden zwei Tumorzellgates definiert:
CD45-/CK+/EpCAM+ bzw. CD45-/CK+/EGFR+. Vergleichend wurden Experimente mit
der an SW620 erprobten Markerkombination aus CK7/8 und EpCAM durchgefuhrt. Un-
terschiedliche Tumorzellzahlen wurden zum Spiking eingesetzt.

Tabelle 23 zeigt eine Ubersicht tiber Experimente, eingesetzte Marker, Anzahl hinzuge-
gebener Tumorzellen, Wiederfindungsraten und Raten falsch-positiver Zellen in Ge-
sundblut-Geférbt. Durchschnittlich ca. 73% (26,95-91,55%) der SiHa-Zellen in Refe-
renz-Geféarbt lagen innerhalb des Tumorzellgates CD45-/CK+/EpCAM+ und ca. 71%
(36,11-89,75%) innerhalb des Tumorzellgates CD45-/CK+/EGFR+. Die Zellzahl inner-
halb der Tumorzellgates in Gesundblut-Geférbt wurde auf diese Weise auf durchschnitt-
lich 5,33 (1-21 in CD45-/CK+/EpCAM+) bzw. 6,4 (0-26 in CD45-/CK+/EGFR+) gesenkt.
Insgesamt wurde mithilfe der Marker EpCAM und CK7/8 eine Wiederfindungsrate von
durchschnittlich ca. 20% (6-50,4%) und mithilfe der Marker EGFR und CK7/8 eine Wie-
derfindungsrate von durchschnittlich 13% (8-24,8%) erreicht.

59



Population aus Hauptpopulation Population aus CD45-negativ
256K - 105_
192K a 1044
Referenzfarbung < f 10°
(SiHa) + spezifi- 3 128K z
sche Antikorper ERNTS
(Referenz- 64K
Geférbt) 1o
T T T T T ‘1‘01 ‘1‘02 ‘103 ‘1‘04 105
101 102 103 104 105 CK7I18 PE
CD45/CD53 Pacific Blue
CD45/CK+EpCAM+: 80%
256K
192K | §
8
Gesundblut < g
+ Spezifische g 128k z
Antikdrper &
(Gesundblut- 64K |
Geférbt)
T T T L | T 10° ‘ 103 ‘ 1‘04 105
101 102 103 104 105 CK7I18 PE
CD45/CD53 Pacific Blue
CD45/CK+EpCAM+: 6
256K
192K g
Spiking 500 Zel- < 3
len + Isotypkon- 3 128K z
trolle &
(Splklng- 64K - .
Kontrolle)
I T T
T T T T T 101 107 103 104 105
101 102 103 104 105i CK7I18 PE
CD45/CD53 Pacific Blue
CD45/CK+EpCAM+: 15
256K -
192K | g
Spiking 500 Zel- 3 ol <
len + spezifische ¢ 2
Antikérper
(Spiking-Geférbt) 8K
T T T T T 101 102 ‘103 1‘04 1‘05
101 102 103 104 105 CK7I18 PE
CD45/CD53 Pacific Blue
CD45/CK+EpCAM+: 252

Abbildung 9: Ergebnis des Spiking-Experiments Z1a ohne Anti-EGFR

500 Zellen der Zelllinie SiHa wurden zu Gesundblut hinzugegeben. Bei diesem Experiment lagen 80%
der SiHa-Zellen in Referenz-Gefédrbt im Tumorzellgate. In der Negativkontrolle Gesundblut-Geférbt fan-
den sich 6 falsch-positive Zellen im Tumorzellgate. Die Isotypkontrolle Spiking-Kontrolle zeigte ein mafi-
ges Hintergrundsignal (n=15 Zellen im Tumorzellgate). Bei 252 Zellen im Tumorzellgate in Spiking-
Geférbt kann von einer Wiederfindungsrate von 50,4% ausgegangen werden.
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Abbildung 10: Ergebnisse des Spiking-Experiments Z1b mit Anti-EGFR

500 Zellen der Zelllinie SiHa wurden zu Gesundblut hinzugegeben. Bei diesem Experiment lagen 80%
der SiHa-Zellen in Referenz-Gefédrbt im Tumorzellgate CD45-/CK+/EpCAM+ und 86,84% im Tumorzell-
gate CD45-/CK+/EGFR+. In der Negativkontrolle Gesundblut-Geférbt fanden sich 6 falsch-positive Zellen
in beiden Tumorzellgates. Die Isotypkontrolle Spiking-Kontrolle zeigte ein maRiges Hintergrundsignal
(n=17 Zellen in CD45-/CK+/EpCAM+ und n=22 Zellen in CD45-/CK+/EGFR+). Bei n=117 Zellen in CD45-
/CK+/EpCAM+ und n= 124 Zellen in CD45-/CK+/EGFR+ in Spiking-Geférbt kann von einer Wiederfin-
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dungsrate von 23,4% mittels EpCAM und CK7/8 bzw. 24,8% mittels EGFR und CK7/8 ausgegangen

werden.

In 2 der 5 Experimente, in denen EGFR als zusatzlicher Marker eingesetzt wurde, lie-
Ren sich mehr Zellen durch die Markerkombination CK7/8 + EGFR als durch CK7/8 +
EpCAM wiederfinden (Z1b: 124/500 vs. 117/500; Z6: 43/500 vs. 40/500). In den Ubrigen
3 Experimenten war die Wiederfindungsrate durch die Markerkombination CK7/8 +
EpCAM hoher. Die Erganzung des Panels durch Anti-EGFR konnte die Wiederfin-
dungsrate dieser Versuchsreihe demnach nicht erhhen.

Die Wiederfindungsrate lag bei einer Hinzugabe von 500 Tumorzellen durchschnittlich
bei 27,27% (8-50,4%) und damit hoher als beim Spiking mit 200 (18,5%, Range: 12-
25%), 100 (19,5%, Range: 6-28%) und 50 (17,33%, Range: 14-20%) Zellen. Die Abbil-
dungen 9 und 10 zeigen exemplarisch die Ergebnisse der Spiking-Experimente Z1a
und Z1b ohne bzw. mit Einsatz von Anti-EGFR.

3.3. Patienten
3.3.1. Patientencharakteristika

Tabelle 24: Patientencharakteristika

Tumor- Histologischer FIGO Fern-

Patient status Subtyp bei ED Grading N metastasen Vortherapien
Adenokarzinom . .
- +
1 Fortgeschritten  (bei Karzinosar- e i pg el Hysterektomie + LNE,
karzinose Chemotherapie
kom)
kutan, hepa- Hysterektomie + LE,
2 Fortgeschritten PECA 1B Il NO tisch, pulmo- Radiatio (WS),
nal, ossar Chemotherapie
Hyterektomie + LNE,
3 Fortgeschritten Adenokarzinom 1B l NO = Radiatio (Becken),
Chemotherapie
4 Lokal Fortge- PECA B i NO - Staging-LNE
schritten

P ral Staging-LNE, kombi-
5 Fortgeschritten ~ PECA 1B Il N1 2IGE0NAS nierte RCT,
LK .
Chemotherapie
Hysterektomie,
6 Fortgeschritten PECA 11B 1] N1 LWK kombinierte RCT
Radiatio (Becken)

7 Lol FeriEes PECA 1B1 i Nt - Staging-LNE
schritten
Hysterektomie + LNE,
. Adenosquaméses kombinierte RCT,
8 Fortgeschritten "~ B I NO - Radiatio (Becken),

Exenteration
Lokal Fortgeschritten: FIGO IIB-IVA oder N1, Fortgeschritten: FIGO IVB (Fernmetastasen) oder Rezidiv
ED: Erstdiagnose; N: Lymphknotenstatus, PECA: Plattenepithelkarzinom; LNE: Lymphonodektomie; LK: Lymphknoten; RCT:
Radiochemotherapie; WS: Wirbelsaule; LWK: Lendenwirbelkdrper

62



Nach Aufklarung und schriftlichem Einverstandnis wurde von 8 Patientinnen mit Zervix-
karzinom 20ml Heparin-Blut enthommen. Alle Patientinnen litten unter einem lokal fort-
geschrittenen Zervixkarzinom mit FIGO I1IB-IVA bzw. lokoregionarem (pelvinem)
Lymphknotenbefall (N1) bei Erstdiagnose oder einem fortgeschrittenen Zervixkarzinom
mit FIGO IVB (Fernmetastasierung, auch Befall paraaortaler Lymphknoten) bzw. einem
Rezidiv. Der histologische Subtyp des Plattenepithelkarzinoms lag bei 5 von 8 Patien-
tinnen, der des Adenokarzinoms bei 3 von 8 Patientinnen vor. 4 von 8 Patientinnen wa-
ren bei Erstdiagnose nodal positiv. 6 von 8 Patientinnen hatten Vortherapien verschie-
dener Modalitaten erhalten, bei 2 von 8 Patientinnen erfolgte die Blutentnahme kurz

nach Diagnosestellung durch operatives Staging und histologische Sicherung.
3.3.2. CTC-Detektion im Blut

Tabelle 25: Ergebnisse der Analyse von Patientenblut

Zellzahl/ Isotypkontrolle Farbung

Fgr;)be CK+ | EGFR+ | EpCAM+ Eg'::+ E:CK;LH CK+ | EGFR+ | EpCAM+ E((:;||(=T=zl+ E:CK;KM
1| 2135679 | 13 10 3 0 1 28 0 2 0 0
2 | 1.816.658 | 33 346 9 2 29 67 19 23 18
3| 1620970 | 45 24 1 0 0 18 40 12 14 11
42171024 | 3 129 26 2 0 2 0 0 0
5 | 901.030 4 2 13 0 0 5 1 2 1
6 | 90.699 10 16 5 0 25 43 8 25 5
7 | 243.423 0 0 1 0 0
8 | 520.532 2 0 1 0 0 0 0 0
g";tst::“:’te“ 1388 | 6588 6,88 2 03 | 1513 | 1975 5,25 8 4,38
Mittelwert bei
Zellzahl > 1 235 | 127,25 95 275 075 21 27,25 8,25 9,25 7,25
Mio
Mittelwert bei
Zellzahl < 1 425 45 425 1,25 0 925 | 12,25 2,25 6,75 1,5
Mio

Die Zellzahl/ Probe ist als Durchschnitt aus der Zellzahl in Patient-Kontrolle und der in Patient-Geférbt angegeben.

CK/ EGFR bzw. CK/EpCAM doppelt-positive Zellen sind sowohl in die Zéhlung der CK-, EGFR- bzw. EpCAM (einfach) positiven
als auch in die Zahlung der doppelt-positiven Zellen eingegangen. Zum Beispiel fanden sich bei Pat. 2 demnach 29 CK-positive
Zellen, von denen 23 Zellen CK/EGFR- und 18 CK/EpCAM-doppelt-positiv waren.

Bei den Patientinnen 1-4 kam es vor dem Hintergrund einer hohen Leukozytenzahl von
uber 1,5 Millionen Zellen pro Probe zu einer hohen Rate an unspezifischer Antikorper-
bindung. Es fanden sich demzufolge bei den Patientinnen 1-4 in Patient-Kontrolle noch
durchschnittlich 23,5 (3-45) unspezifisch CK7/8-positive, 127,25 (10-346) unspezifisch
EGFR-positive und 9,5 (1-26) unspezifisch EpCAM-positive Zellen. Unspezifisch dop-
pelt-positiv fur CK7/8 und EGFR waren durchschnittlich 2,75 (0-9) Zellen und fur CK7/8
und EpCAM durchschnittlich 0,75 (0-2) Zellen. Nach Abzug der unspezifisch positiven
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Zellen waren noch bei 2 von 4 Patientinnen (Patientinnen 1 und 4) CK7/8-positive, bei
einer von 4 Patientinnen (Patientin 3) EGFR-positive und bei 2 von 4 Patientinnen (Pa-
tientin 2 und 3) EpCAM-positive Zellen zu verzeichnen. Bei den Patientinnen 2 und 3
fanden sich sowohl CK/EGFR als auch CK/EpCAM doppelt-positive Zellen.

In den Proben der Patientinnen 5-8 betrug die Zellzahl < 1 Million, hier konnte die An-
zahl unspezifisch gefarbter Zellen innerhalb der Tumorzellgates in Patient-Kontrolle auf
durchschnittlich 4,33 einfach bzw. 0,63 doppelt-positive Zellen gesenkt werden. Folglich
wurde jeweils fur die Patientinnen 1-4 und die Patientinnen 5-8 eine identische Ga-
tingstrategie angewandt. Abzuglich der unspezifisch positiven Zellen aus Patient-
Kontrolle fanden sich in Patient-Geféarbt CK7/8-positive Zellen bei den Patientinnen 5-8,
EGFR-positive Zellen bei den Patientinnen 5-7 und EpCAM-positive Zellen bei Patientin
6. Doppelt-positive Zellen fur die Marker CK7/8 und EGFR und fur die Marker CK7/8
und EpCAM lie3en sich bei den Patientinnen 5 und 6 nachweisen.
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Abbildung 11: Ergebnis von Patientin 8

Es finden sich bei dieser Patientin n= 5 CK7/8-positive und n=0 EpCAM-positive, EGFR-positive oder
CK/EGFR- bzw CK/EpCAM doppelt-positive Zellen bei geringem Hintergrundsignal (n=2 CK7/8-positive
und n=1 EpCAM-positive Zellen in Patient-Kontrolle).
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Es ist anzumerken, dass die CK 7/8 und EGFR doppelt-positiven Zellen, die auch bei
den Patientinnen 2 und 3 vorkamen, eine enorm hohe Fluoreszenzintensitat aufwiesen,
sodass sie im Dot Plot CK7/8 PE gegen EGFR AlexaFluor®488 in der rechten oberen
Ecke erschienen. Zellen gleicher Lage fanden sich in Patient-Kontrolle von Patientin 2.
Gleiches gilt fur EpCAM und CK7/8 doppelt-positive Zellen, die bei denselben Patien-
tinnen auftraten. Auch die EGFR-positive Zellfraktion bei Patientin 6 weist ein ahnliches
Verteilungsmuster auf, wie die in geringerer Zahl auch in Patient-Kontrolle auftretenden
unspezifisch EGFR-positiven Zellen. Bei Patientin 5 erwiesen sich abzuglich der unspe-
zifisch positiven Zellen aus Patient-Kontrolle 3 Zellen als EGFR-positiv, hiervon eine
CK-, EGFR+. Bei Patientin 7 findet sich eine EGFR-positive und hierbei CK-negative
Zelle. Nach Abzug der unspezifisch positiven Zellen aus Patient-Kontrolle sind 5 Zellen
bei Patientin 6 als EpCAM-positiv zu werten. Insgesamt am haufigsten lieRen sich
CK7/8-positive Zellen in geringer Zahl (bei den Patientinnen 5-8 im Mittel 9,25 abzuglich
der durchschnittlich 4,25 Zellen in der Isotypkontrolle, demnach 5 Zellen) in Blutproben

von Patientinnen mit Zervixkarzinom nachweisen.

3.3.3. Gewebeproben

Exemplarisch wurden Gewebeproben der Patientinnen 2 (Plattenepithelkarzinom, Ute-
rusresektat) und 3 (Adenokarzinom, Infiltration des Colons) auf die Expression der Mar-
ker des in 3.3.2 eingesetzten Panels sowie p16 analysiert. Der Marker p16 wird in der
Pathologie haufig zur immunhistochemischen Differentialdiagnostik des Zervixkarzi-
noms eingesetzt. Der in dieser Arbeit getestete Antikdrper Anti-p16 FITC erwies sich
jedoch als nicht ausreichend sensitiv und spezifisch in der Farbung von Zervixkarzi-
nomzellen (s. 3.1.4).

Es zeigte sich, korrelierend mit den Ergebnissen der Zelllinienfarbungen, eine starke
Expression von CK7/8 in beiden Proben. Das Adenokarzinom (Patientin 3) lie® sich
kraftig, das Plattenepithelkarzinom (Patientin 2) nur schwach gegen EpCAM anfarben.
Im Gegensatz zu den Zervixkarzinomzelllinien sind beide Proben EGFR-negativ, zeigen
aber eine starke Expression von p16. Das Institut fur Pathologie der Charité hat Refe-
renzfarbungen von einer Gewebeprobe eines Patienten mit Oropharynxkarzinom als

Positivkontrolle der EGFR-Farbung zur Verfugung gestellt (hier nicht dargestellt).
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Patientin 2 Patientin 3
(Plattenepithelkarzinom) (Adenokarzinom)
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Fortsetzung Abbildung 12

p16

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung von Tumorgewebe der Patientinnen 2 und 3
Die Aufnahmen wurden bei 10facher VergroRerung angefertigt. Zur Interpretation der Ergebnisse der

Farbung s. Text.

4. Diskussion

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der Farbungen der Zervixkarzinomzelllinien
(s. 3.1 ) gezeigt, dass sich die Marker CK7/8, EpCAM und EGFR zur Detektion von
CTCs bei Patientinnen mit Zervixkarzinom eignen konnten. Spiking-Experimente mit der
Zelllinie SW620 (s. 3.2.1) haben bestatigt, dass die durchflusszytometrische Detektion
von Tumorzellen im Blut anhand der Marker EpCAM und CK7/8 moglich ist. Der Einsatz
dieser Marker in Spiking-Experimenten mit der Zelllinie SiHa erreichte jedoch lediglich
Wiederfindungsraten von durchschnittlich 20%. Auch die Hinzunahme eines Anti-
EGFR-Antikorpers konnte die Wiederfindungsrate nicht verbessern. In 4 der 8 unter-
suchten Patientenblutproben fanden sich nur wenige unspezifisch gefarbte Zellen, wah-
rend CK7/8-positive Zellen und in Einzelfallen auch EpCAM- und EGFR-positive Zellen
nachgewiesen werden konnten. Exemplarische immunhistochemische Farbungen von
Tumorgewebe der Patientinnen 2 (Plattenepithelkarzinom) und 3 (Adenokarzinom)
zeigten eine starke Expression von CK7 und CK8 sowie p16, aber keine Expression
von EGFR. Das Adenokarzinom der Patientin 3 erwies sich als stark EpCAM-positiv,
wahrend das Plattenepithelkarzinom der Patientin 2 sich nur schwach gegen EpCAM

anfarben liel}.
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4.1. Kritische Uberlegungen zur Methode der CTC-Detektion

4.1.1. Auswahl der Marker

EpCAM und Zytokeratin sind etablierte Marker zur CTC-Detektion und werden in zahl-
reichen CTC-Assays, darunter CellSearch®, eingesetzt [59,60]. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen eine starke Expression von CK7 und CKS8 in sowohl Plattenepithel-, als
auch Adenokarzinomen der Zervix entstammenden Zelllinien und Gewebeproben, wah-
rend lediglich die Gewebeprobe eines Adenokarzinoms, nicht jedoch die eines Plat-
tenepithelkarzinoms und keine der untersuchten Zelllinien eine starke EpCAM-
Expression aufwiesen. Passend zu diesen Ergebnissen gelang auch Obermayr et al.
der CTC-Nachweis bei Patientinnen mit Zervixkarzinom mittels EpCAM nicht [75]. In
dieser Arbeit konnten EpCAM-positive Zellen in den Blutproben von 3 der 8 Patientin-
nen detektiert werden. Dieses Ergebnis kann jedoch bei einem starken Hintergrundsig-
nal auf eine unspezifische Antikorperbindung zurickzufuhren sein.

CK7/8 zeigte in dieser Arbeit die besten Ergebnisse in der Zelllinienfarbung. Der Nach-
weis von CK7/8-negativen Subpopulationen in einigen Zelllinienfarbungen ist am wahr-
scheinlichsten auf einen variablen Zeitpunkt der Zellernte aus der Kultur zurickzufuh-
ren. Mittels Zellzahlung standardisierte Passage- und Erntebedingungen koénnten zu
einer Optimierung der Ergebnisse der Zelllinienfarbung beitragen.

In 6 der 8 Blutproben fanden sich auch abzlglich der unspezifisch gefarbten Zellen aus
Patient-Kontrolle CK-positive Zellen, wobei wiederum bei den Patientinnen 1-4 aufgrund
der hohen Positivitdtsrate in Patient-Kontrolle eine unspezifische Antikdrperbindung
nicht ausgeschlossen werden kann. CK7, CK8 und CK19 werden als die in Karzinomen
am haufigsten exprimierten Zytokeratine beschrieben [98]. CK19 erhohte jedoch in den
von Liu et al. durchgefuhrten durchflusszytometrischen Versuchen zur CTC-Detektion
das falsch-positive Hintergrundsignal [66], was den diesen Marker betreffenden Ergeb-
nissen dieser Arbeit entspricht.

Als Voraussetzung fur die Invasion von CTCs in die Blutbahn gilt der Prozess der
epithelial-mesenchymalen Transition (EMT), bei der die Tumorzelle ihre epithelialen
Eigenschaften verliert und Eigenschaften mobiler mesenchymaler Zellen annimmt [99].
Daraus folgt mitunter ein moglicher Verlust von Adhasionsmolekulen, zu deren Gruppe
auch der Marker EpCAM gehort, und eine Reorganisation des Zytoskeletts, sodass das
im Netzwerk der Intermediarfilamente im Epithelverband reichlich vorhandene Zytokera-
tin zunehmend durch Vimentin ersetzt wird [99,100]. Dieser Verlust epithelialer Marker

im Rahmen der EMT stellt eine relevante Limitation der Detektion von CTCs mittels

68



EpCAM und Zytokeratin dar, der durch die Erweiterung der Markerkombination durch
einen charakteristischen Marker der EMT begegnet werden sollte.

Es konnte gezeigt werden, dass EGF die EMT in Zervixkarzinomzelllinien induziert und
dass EGFR in Lymphknotenmetastasen und Zervixkarzinomrezidiven hochreguliert ist.
Eine Hochregulation von EGFR und auch des Intermediarfilaments Vimentin ist dem-
nach assoziiert mit einem Progress einer Zervixkarzinomerkrankung [101]. EGFR ist
folglich ein vielversprechender Marker zur Detektion von CTCs nach EMT.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten jedoch keine Verbesserung der Wiederfindungs-
rate von Zervixkarzinomzellen durch die Hinzunahme des Markers EGFR zusatzlich zu
einer Kombination aus EpCAM und CK7/8 nachweisen. EGFR-positive Zellen fanden
sich zwar im Blut von 4 der 8 Zervixkarzinompatientinnen, diese Ergebnisse sind jedoch
wiederum aufgrund der hohen Rate unspezifisch gefarbter Zellen in Patient-Kontrolle
kritisch zu betrachten. Daruberhinaus erwiesen sich die zwei exemplarisch untersuch-
ten Gewebeproben in der immunhistochemischen Farbung von EGFR als EGFR-
negativ. Dieses Ergebnis liel sich durch eine immunhistochemische Farbung von Ge-
webe eines Patienten mit Kopf-Hals-Karzinom im Sinne einer Positivkontrolle festigen.
Aufgrund der Intratumorheterogenitat konnen jedoch anhand der Markerexpression des
Primartumors keine endgultigen Aussagen uber die Markerexpression von CTCs und
Metastasen getroffen werden [48]. Tatsachlich wurde EGFR1 in einer Studie von Ha-
gemann et al. als eines von 8 Genen identifiziert, die bei etwa der Halfte der in der Stu-
die untersuchten Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Primartumor kontinuierlich
hochreguliert waren [102].

Zu einer potentiell verbesserten Identifikation und Klassifikation von CTCs nach EMT
kann die Erweiterung des Panels um die EMT-Marker Vimentin und N-Cadherin beitra-
gen [103].

Tumorstammzellen besitzen die notwendige Plastizitat, um sich einer EMT zu unterzie-
hen und nach Erreichen des Zielorgans mittels mesenchymal-epithelialer Transition
(MET) wieder den zur dortigen Kolonisierung erforderlichen epithelialen Phanotyp an-
zunehmen [104]. Es ist zunehmend evident, dass zirkulierende Tumorstammzellen in
sehr geringer Zahl als CTC-Subpopulation vorkommen. Diese zirkulierenden Tu-
morstammzellen werden jedoch aufgrund ihrer Eigenschaft der uneingeschrankten
Selbsterneuerung als verantwortlich fur Metastaseninitierung, Therapieresistenz und
Tumorrezidiv betrachtet, was eine Identifikation dieser CTC-Subgruppe mithilfe von

Stammzellmarkern erstrebenswert macht [104]. Keiner der im Rahmen dieser Arbeit
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untersuchten Marker zur Detektion und Charakterisierung von Tumorstammzellen er-
wies sich in Versuchen an Zelllinien und PBMCs von gesunden Spendern als ausrei-
chend sensitiv und spezifisch. Die Expression stammzelltypischer Oberflachenmarker
durch zirkulierende Tumorstammzellen kann sich durch Umgebungsbedingungen und
als Reaktion auf eine systemische Tumortherapie stark verandern. Somit stellt die De-
tektion und klare Identifikation zirkulierender Tumorstammzellen mithilfe der herkdmmli-
chen Stammzellmarker, zu denen neben den in dieser Arbeit untersuchten Markern
CD44 und CD133 u.a. auch die Marker CD24, ALDH1 und CD166 zu zahlen sind, wei-

terhin eine Herausforderung dar [104].

4.1.2. Verfahren zur CTC-Anreicherung

Das in dieser Arbeit eingesetzte Verfahren zur negativen Anreicherung von CTCs mit-
tels CD45-Depletion ermdglicht eine unbeeinflusste CTC-Detektion. So kdnnen nach
CD45-Depletion auch CTCs oder CTC-Subpopulationen nachgewiesen werden, die
keine epithelialen Marker, insbesondere nicht den haufig zur markerabhangigen positi-
ven Anreicherung eingesetzten Marker EpCAM exprimieren [59]. Anders als nach einer
EpCAM-basierten Anreicherung, die auch Teil des CellSearch®-Verfahrens ist, ist nach
negativer Anreicherung folglich auch eine Detektion von CTCs nach EMT sowie von
Tumorstammzellen madglich, die insbesondere fur Krankheitsprogression und Therapie-
resistenz verantwortlich sind [104]. In dieser Arbeit haben die Ergebnisse der Farbung
von Zelllinien und Gewebeproben einheitlich gezeigt, dass Zervixkarzinomzellen nur
eine maldige Positivitat fur den Marker EpCAM aufweisen, sodass ein EpCAM-basiertes
Anreicherungsverfahren mit grof3er Wahrscheinlichkeit zu einem Verlust von CTCs im
Rahmen der Anreicherung fuhren wurde.

Liu et al. fuhrten einen direkten Vergleich der Verfahren zur negativen sowie positiven
immunomagnetischen Anreicherung von CTCs anhand von Spiking-Experimenten
durch. Sie erzielten eine Wiederfindungsrate von im Durchschnitt 58% nach negativer
Anreicherung mittels CD45-Depletion und von im Durchschnitt 25% nach positiver,
EpCAM-basierter Anreicherung [66]. Watanabe et al. erzielten nach CD45-Depletion
ebenfalls bessere Wiederfindungsraten EpCAM-negativer Zelllinien mittels eines Chip-
basierten durchflusszytometrischen Detektionsverfahrens (FISHMAN-R-System, durch-
schnittliche Wiederfindungsrate: 78,5%) als mit CellSearch® (durchschnittliche Wieder-
findungsrate 1%). CellSearch® war dem FISHMAN-R-System in der Wiederfindung
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EpCAM-positiver Zelllinien jedoch klar Uberlegen (93,5% im Vergleich zu 77,5% durch-
schnittliche Wiederfindungsrate) [1095].

CTCs variieren in ihrer Grolde, sodass auch bei groRenbasierten Anreicherungsverfah-
ren ein Verlust von CTC-Subpopulationen die Folge sein kann [103].

Nach negativer Anreicherung besteht im Vergleich zur positiven Anreicherung in der
Regel eine starkere Kontamination der Probe durch verbliebene Leukozyten [59]. Die-
ser Limitation wurde in dieser Arbeit mit der Gegenfarbung mit einem CD45- und CD53-
spezifischen Antikorper begegnet. Dennoch zeigen die Ergebnisse der Analyse der
Blutproben der Patientinnen 1-4, dass die Spezifitat der CTC-Detektion durch ein ver-
starktes Hintergrundsignal bei hoher Leukozytenzahl enorm eingeschrankt ist.

Jedoch kann es auch im Rahmen der CD45-Depletion zu einem Verlust an Leukozyten
gebundener CTCs kommen [61]. Insbesondere allogene Tumorzellen einer Zelllinie
werden durch aktivierte NK- und T-Zellen gebunden [63]. So wurden in den durchge-
fuhrten Spiking-Experimenten schlechtere Detektionsraten beobachtet, wenn die Zell-
zahl durch Depletion auf unter 100.000 Zellen reduziert wurde. Hristozova et al. konn-
ten in Spiking-Experimenten die Detektionsrate verbessern, indem sie die CD45-
Depletion durch eine Anreicherung mittels eines elektronischen Schwellenwerts fur die
Fluoreszenzparameter im Rahmen der durchflusszytometrischen Messung ersetzten
[63].

4.1.3. Verfahren zur CTC-Detektion

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die simultane Analyse von bis zu 8 Oberflachen-
markern anhand von Fluoreszenzmarkierung. Liu et al. erzielten in Spiking-
Experimenten mit der Zelllinie SW620 mithilfe der Marker CK7/8 und EpCAM Wieder-
findungsraten von durchschnittlich 58% und damit ein mit den Wiederfindungsraten in
den im Rahmen dieser Arbeit mit derselben Zelllinie durchgefihrten Spiking-Versuchen
vergleichbares Ergebnis. Sie konnten CTCs in 47 von 84 Blutproben (56%) von Patien-
ten mit metastasierten Karzinomen, davon auch in 7 von 11 (64%) Proben von 7 Zer-
vixkarzinompatientinnen nachweisen [66]. Hristozova et al. konnten mit den gleichen
Markern nach durchflusszytometrischer Analyse sogar eine Wiederfindungsrate von
85% in Spiking-Experimenten erreichen und wiesen bei 11 von 33 (33,3%) Patienten
mit Kopf-Hals-Karzinom CTCs mittels Durchflusszytometrie nach [63].

In Spiking-Experimenten mit der Zelllinie Siha erbrachte das in dieser Arbeit angewand-

te durchflusszytometrische Verfahren zur CTC-Detektion nur eine durchschnittliche
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Wiederfindungsrate von 20%. Weismann et al. konnten hingegen bei einem Spiking von
25 oder mehr SiHa-Zellen nach modifizierter Dichtegradientzentrifugation und EpCAM-
basierter Imnmunomagnetischer Anreicherung und anschlieBender Farbung der auf die-
se Weise gesammelten Zellen mit einem FITC-konjugierten Antikbrper gegen EpCAM
eine durchschnittliche Wiederfindungsrate von 50% erzielen.

Neben der CTC-Zahlung ermdglicht die Durchflusszytometrie die gleichzeitige moleku-
lare Charakterisierung detektierter Zellen mit dem Vorteil, dass neben der qualitativen
Expressionsanalyse auch eine Aussage uber die Quantitat der Expression getroffen
werden kann [58]. Auf diese Weise konnte zum Beispiel das Expressionslevel von
EGFR und phospho-EGFR [63] und einiger weiterer Marker bestimmt werden [58].

Als einziges von der FDA zugelassenes Verfahren gilt CellSearch® zur Zeit als eine Art
Goldstandard zur CTC-Detektion und -Zahlung [59]. Das Verfahren ermoglicht eine se-
miautomatisierte CTC-Analyse [62]. Im Gegensatz dazu erfolgten die Probenvorberei-
tung und die Konfiguration des Zytometers in dieser Arbeit manuell. Damit ist die Durch-
flusszytometrie zur CTC-Detektion, so wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurde, stark
untersucherabhangig. Die Probenvorbereitung dauert selbst bei optimaler Protokoll-
durchfuhrung mehrere Stunden, sodass es zu einer Abschwachung der Fluoreszenzin-
tensitat der Farbstoffe kommen kann. Die Proben wurden daher nach Applikation der
fluoreszenzmarkierten Antikdrper moglichst lichtgeschutzt gelagert. in  Spiking-
Experimenten kann eine Reaktion des Immunsystems des Gesundblutspenders auf die
Fremdzellen ursachlich fur einen Zellverlust sein [63].

Die molekulare Analyse von CTCs mittels Durchflusszytometrie ist einfach und tech-
nisch nur durch die Verfugbarkeit von Lasern und Fluoreszenzfiltern limitiert, jedoch
fehlt die Moglichkeit zur visuellen Kontrolle, ob es sich bei den analysierten Zellen tat-
sachlich um CTCs und nicht um eine Kontamination durch Leukozyten handelt [58].
Insbesondere bei einem hohen falsch-positiven Hintergrundsignal, wie es im Rahmen
der Experimente dieser Arbeit beobachtet wurde, ist der Nachweis einzelner positiver
Zellen daher kritisch zu werten und von eingeschrankter Aussagekraft. Vor dem Hinter-
grund der sehr geringen CTC-Konzentration im Blut stellt dies einen deutlichen limitie-
renden Faktor des in dieser Arbeit eingesetzten durchflusszytometrischen CTC-
Detektionsverfahrens dar.

Herkdmmliche Durchflusszytometer wie das in dieser Arbeit eingesetzte BD FACSCan-
to™Il fuhren lediglich eine Zellzahlung durch, erfasste Zellen werden verworfen. Fir

eine intrazellulare Zellfarbung ist aulerdem eine Fixierung der Zellen in Formaldehyd
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erforderlich. Das in dieser Arbeit angewandte Verfahren eignet sich folglich nicht, um
CTCs fur weiterfuhrende molekulare Analysen oder Funktionsstudien zu sammelin.

Die Virusassoziation des Zervixkarzinoms ist ein Aspekt, der in der Entwicklung einer
Methode zum Nachweis von CTCs bei dieser Karzinomerkrankung bereits Beachtung
fand: HPV-assoziiert war der Nachweis von CTCs im Blut von Zervixkarzinompatientin-
nen mit nachweislich HPV-assoziierten Tumoren moglich [72,73] und mit einer schlech-
teren Prognose assoziiert [72]. Nachteil einer HPV-assoziierten CTC-Detektion ist je-
doch die Beschrankung dieses Verfahrens auf die Anwendung bei Patientinnen mit
HPV-assoziierten Zervixkarzinomen. Auch wenn diese den allergrofdten Anteil der Zer-
vixkarzinomerkrankungen ausmachen, gibt es doch seltene Formen des Adenokarzi-
noms (endometroid, seros, klarzelllig u.a.), die ebenso HPV-unabhangig auftreten kon-
nen [106]. Vor dem Hintergrund der Einfuhrung der HPV-Impfung werden diese selte-
nen histologischen Subtypen des Zervixkarzinoms moglicherweise an Bedeutung ge-

winnen.

4.2. Kritische Uberlegungen zur klinischen Relevanz von CTCs

Die Kenntnis der molekularen Signatur eines Tumors ist essentiell, um eine personali-
sierte Tumortherapie zu ermoglichen. Ein Therapieversagen hangt maf3geblich mit Limi-
tationen in der adaquaten Erfassung der Tumorevolution und der daraus folgenden zeit-
lichen und raumlichen Heterogenitat eines Tumors zusammen [48].

CTCs konnen bei ihrer bloRen Zahlung nachweislich die Prognose eines Tumors vor-
hersagen und bei seriellen Messungen ein Therapieversagen frihzeitig anzeigen. Die
molekulare Analyse von CTCs mithilfe moderner Verfahren wie dem NGS eroffnet die
Moglichkeit der optimalen Charakterisierung eines Tumors auf Einzelzellebene [60]. Die
Gewinnung von CTCs ist wenig invasiv und serielle CTC-Analysen erlauben ein eng-
maschiges Monitoring von dynamischen Veranderungen der molekularen Tumoreigen-
schaften beispielsweise unter dem Selektionsdruck einer Therapie [48].

Nach wie vor stellt die CTC-Isolation jedoch eine technische Herausforderung dar. Es
bleibt unklar, welches der bis zu 40 Assays, die zur CTC-Anreicherung und -Detektion
zur Verfugung stehen, am besten geeignet ist, um die heterogene Population der CTCs
moglichst vollstandig zu erfassen [59,107].

4.2.1. Zirkulierende Tumorzellen beim Zervixkarzinom
Ein idealer Tumorbiomarker besitzt in der Unterscheidung benigner und maligner Ver-

anderungen eine Sensitivitat und Spezifitdt von 100% und liefert Informationen Uber
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Krankheitslast und -aktivitat. Ein solcher Biomarker steht zum aktuellen Zeitpunkt fur
den Einsatz bei Patientinnen mit Zervixkarzinom nicht zur Verfugung [23].

Ziel dieser Arbeit war es, ein Markerpanel zu etablieren, dass die Detektion zirkulieren-
der Tumorzellen im Blut von Patientinnen mit Zervixkarzinom ermoglicht und damit die
Grundlage fur die weitergehende Untersuchung der Rolle von CTCs als Biomarker und
als Liquid Biopsy bei dieser Tumorentitat zu schaffen.

Die insgesamt geringen Wiederfindungsraten von SiHa-Zellen durch das in dieser Ar-
beit entwickelte Assay sprechen fur eine eher geringe Sensitivitat desselben. Die Ver-
wendung von Tumorzelllinien als Modellsystem fur CTCs steht jedoch in der Kritik: Zel-
len einer Tumorzelllinie weisen in der Regel eine homogenere Oberflachenmarkerex-
pression auf und unterscheiden sich in ihren physikalischen Eigenschaften deutlicher
von Leukozyten als CTCs, sodass die Funktionsfahigkeit eines Assays Uberschatzt
werden kann [59]. Gleichzeitig muss in Spiking-Experimenten in Betracht gezogen wer-
den, dass das Immunsystem des Gesundblutspenders mit den allogenen Zellen der
Tumorzelllinie im Sinne einer Fremderkennung interagiert und es in der Folge zu einem
Zellverlust durch Depletion an Leukozyten gebundener Tumorzellen [63] oder durch
Apoptose kommen kann.

Vergleichende Studien zwischen unterschiedlichen Laboren, die eine Wiederfindung
von Tumorzellen einer Zelllinie nach Spiking mittels RT-PCR nach identischem Proto-
koll vornahmen, identifizierten die Probenvorbereitung, die durch ihre Umwelt- und Un-
tersucherabhangigkeit einen empfindlichen Arbeitsschritt darstellt, als ursachlich fur
eine variable Sensitivitat [108,109].

CTCs, definiert als CD45-/CK+/EpCAM+ oder CD45-/CK+/EGFR+, lie3en sich im Rah-
men dieser Arbeit nicht sicher nachweisen. Zwar fanden sich bei 4 von 8 untersuchten
Blutproben Zellen mit diesen Eigenschaften, jedoch war stets auch eine ahnliche Zell-
population in der entsprechenden Negativkontrolle Patient-Kontrolle zu finden und eine
ungewohnlich hohe Farbeintensitat deutete auf eine unspezifische Antikorperbindung
hin. CK7/8-positive Zellen fanden sich hingegen in allen Patientenblutproben, wobei
anzumerken ist, dass in 2 von 8 Proben (Patientinnen 2 und 3) die Zahl CK7/8-positiver
Zellen in Patient-Kontrolle die Zahl CK7/8-positiver Zellen in Patient-Geférbt Uberstieg.
Auch in den Proben der Patientinnen 1 und 4 bedingte eine hohe Gesamtzellzahl von
uber 1,5 Millionen Zellen eine hohe Zahl unspezifisch gefarbter Zellen. Die Ergebnisin-
terpretation ist in diesen Proben daher erschwert. In den Ubrigen 4 Patientenproben mit

einer Gesamtzellzahl von unter 1 Millionen Zellen fanden sich 2 (Patientin 7), 5 (Patien-
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tin 5), 5 (Patientin 8) und 25 (Patientin 6) CK7/8-positive Zellen. In Patient-Kontrolle von
Patientin 6, der Patientin, in deren Blutprobe damit am meisten CK7/8-positive Zellen
gefunden wurden, lie3en sich gleichzeitig auch die meisten (n=10) unspezifisch gegen
CK7/8 gefarbten Zellen nachweisen, wahrend bei Patientin 7, der Patientin, in deren
Blutprobe sich die wenigsten CK7/8-positiven Zellen detektieren lie3en, lediglich eine
unspezifisch CK7/8-positive Zelle in Patient-Kontrolle auftauchte. Wie bereits unter 4.1
beschrieben, stellt das ausgepragte falsch-positive Hintergrundsignal eine entscheiden-
de Limitation des in dieser Arbeit eingesetzten Verfahrens dar und beeintrachtigt die
Spezifitat und Aussagekraft einer CTC-Detektion anhand eines einzelnen Markers, wie
in diesem Falle CK7/8. Am ehesten kann anhand der Detektion CK7/8-positiver Zellen
im Patientenblut eine qualitative Aussage uber das Vorkommen von CTCs getroffen
werden, eine genaue CTC-Zahlung ist jedoch durch das starke Hintergrundsignal nur
eingeschrankt moglich.

Dies legt den Vergleich mit Serum-Tumormarkern nahe. Bei 28-88% (je nach einge-
setztem Referenzbereich) der Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der Zervix lasst
sich der Tumormarker SCC und bei 42-63% der Tumormarker CYFRA21-1 nachwei-
sen. Bei 20-75% der Patientinnen mit Adenokarzinom gelingt der Nachweis von CA125
[23] und der Marker CEA lasst sich bei 20-30% der Zervixkarzinompatientinnen ohne
Berucksichtigung des histologischen Subtyps detektieren [110,111]. Die genannten
Tumormarker sind nicht spezifisch fur die Zervix, nicht einmal fur eine maligne Erkran-
kung, sondern treten vielmehr bei einer Vielzahl maligner Tumoren verschiedener Or-
gane und auch im Rahmen nicht-maligner Organschadigung auf [23]. Ahnliches gilt fiir
den Marker Zytokeratin, der als Bestandteil des Zytoskeletts ein Charakteristikum einer
Epithelzelle und damit nicht spezifisch das einer Tumorzelle darstellt [51]. Zytokeratin-
sezernierende (in diesem Falle CK19) Zellen lieRen sich aul’erdem auch im Blut von
Patienten mit gutartigen entzindlichen Erkrankungen des Colons nachweisen [112].
Der Einsatz dieser Form der CTC-Analyse in Screening und Diagnostik ist, wie auch
der Einsatz von Tumormarkern zu diesem Zweck, aufgrund unzureichender Sensitivitat
und Spezifitat folglich nicht moglich.

Hohe Spiegel der Marker SCC und/oder CYFRA21-1 bei Patientinnen mit Plat-
tenepithelkarzinom bzw. des Markers CA125 bei Patientinnen mit Adenokarzinom der
Zervix bei Diagnosestellung sind assoziiert mit einer schlechteren Prognose. Die seriel-
le Bestimmung erwies sich als hinweisend auf das Therapieansprechen, einen Krank-

heitsprogress oder ein Rezidiv [23]. Um mittels des in dieser Arbeit entwickelten Verfah-
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rens detektierte CK7/8-positive CTCs als prognostischen Biomarker bei Patientinnen
mit Zervixkarzinom einsetzen zu konnen, sollte die CTC-Zahlung insbesondere durch
Reduktion des Hintergrundsignals optimiert und eine definierte CTC-Zahl als Grenzwert
festgelegt werden, der Patientinnen in prognostische Gruppen unterteilt. Langzeitbe-
obachtungen einer grof3en Patientenkohorte sind erforderlich.

Durch die Prognoseabschatzung und selbst durch die fruhe Erkennung von Therapie-
versagen, Krankheitsprogress und Rezidiven mithilfe von Serummarkern konnte jedoch
bei Patientinnen mit Zervixkarzinom bisher keine Lebensverlangerung erreicht werden,
da keine ausreichend wirksame Therapie fur die fortgeschrittene Erkrankung zur Verfu-
gung steht [23,113]. Dartberhinaus ist die Relevanz von CTCs als reine Prognosefakto-
ren fraglich, insbesondere solange ihre Detektion bei Fehlen eines validierten Verfah-
rens zeitaufwendig und teuer ist. Die Bestimmung von herkdmmlichen Serummarkern
ist hingegen kostengunstig und unkompliziert. Bidard et al. fuhrten in einer Studie an
Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom einen direkten Vergleich von CTCs
nach Detektion mittels CellSearch® und Serummarkern (CEA, CA15-3, CYFRA21-1)
durch und fanden eine gleichermalen signifikante Assoziation mit reduziertem progres-
sionsfreiem Uberleben [114]. Ziel ist also vielmehr, CTCs nicht nur zu z&ahlen, sondern
molekular zu charakterisieren sowie lebend zu isolieren, um funktionale Analysen zu
ermoglichen. Auf diese Weise kdnnen CTCs das Verstandnis von Metastasierung, Tu-
morbiologie und Resistenzmechanismen verbessern und durch die ldentifizierung von
Zielstrukturen und die Moglichkeit von in vitro (Kultur) und in vivo (Xenografts) Testung
von Wirkstoffen zur Entwicklung neuer Therapiestrategien beitragen [567,115]. CTCs
konnten somit auch beim Zervixkarzinom eine wichtige Rolle auf dem Weg zur persona-
lisierten Tumormedizin einnehmen. Die Detektion EGFR-positiver CTCs beim Zervix-
karzinom, wie sie in dieser Arbeit versucht wurde, kdonnte sich beispielsweise auf die
Therapieentscheidung auswirken. Wahrend eine Therapie mit monoklonalen Antikor-
pern gegen EGFR (z.B. Cetuximab) oder EGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren bei Patientin-
nen mit fortgeschrittenem Zervixkarzinom in Phase-lI-Studien weder als Monotherapie
noch im kombinierten Einsatz mit einer platinbasierten Chemotherapie bisher einen
Uberlebensvorteil erbrachten [45], bleibt fraglich, ob der Nachweis einer EGFR-
uberexprimierenden CTC-Subpopulation eine Patientengruppe identifizieren kdnnte, die
von einer gegen EGFR gerichteten gezielten Therapie profitiert. EGFR-positive Zellen
fanden sich im Rahmen dieser Arbeit bei 4 der 8 Zervixkarzinompatientinnen. Dabei ist

die Detektion einzelner EGFR einfach-positiver Zellen, insbesondere das Ergebnis bei
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den Patientinnen 3 und 6 bei starkem falsch-positivem Hintergrundsignal, vor dem Hin-
tergrund der unter 4.1.3 bereits ausfuhrlich beschriebenen Limitationen des eingesetz-
ten CTC-Nachweisverfahrens kritisch zu bewerten.

Die Isolation lebender CTCs ist anhand des in dieser Arbeit etablierten Verfahrens nicht
erreichbar (s. 4.1.3). Der Einsatz von CTCs als Liquid Biopsy beim Zervixkarzinom
bleibt also eine technische Herausforderung, die weitere Studien zur Optimierung des
CTC-Nachweises und zur Entwicklung einer Methode zur Isolierung von Zervixkarzi-

nom-CTCs notwendig macht.

4.2.2. Zirkulierende Tumorzellen bei anderen soliden Tumoren

Der Nachweis von CTCs mittels CellSearch® oder anderer Verfahren ist bei einer Viel-
zahl solider Tumoren moglich [57].

In groRen Studien wurde der prognostische Nutzen des CTC-Nachweises mittels Cel-
ISearch® beim metastasierten Mamma- [53], Kolon- [55] und Prostatakarzinom [56]
nachgewiesen. Dies fuhrte zur Zulassung von CellSearch® im klinischen Management
dieser Tumoren durch die FDA. Auch beim malignen Melanom, dem nicht-kleinzelligen
(NSCLC) und kleinzelligen (SCLC) Lungenkarzinom und Kopf-Hals-Karzinomen hat
sich gezeigt, dass im metastasierten Stadium der Nachweis von CTCs mit einer un-
gunstigen Prognose assoziiert ist [57]. Bei Tumorerkrankungen in frihen Stadien ist die
Zahl nachweisbarer CTCs geringer, dennoch erwies sich der CTC-Nachweis bei Patien-
ten mit z.B. Mammakarzinom [54], Kolonkarzinom [57] oder NSCLC [116] im Fruhstadi-
um als prognostisch ungunstig.

Eine ausreichende klinische Validitat, um im Screening oder der Differentialdiagnostik
von soliden Tumoren eingesetzt werden zu kdnnen, besitzen CTCs mit den aktuell zur
Verfugung stehenden Nachweisverfahren nicht [64]. Es finden sich jedoch Hinweise,
dass sich CTCs in Hochrisikogruppen als ,Sentinel-Marker® zur Risikostratifizierung
eignen konnten, indem erst bei ihrem Nachweis ein engmaschigeres, z.B. bildgebendes
Screeningprogramm angeschlossen wird. In einer Studie von llie et al. konnten CTCs
bei 5 von 168 Patienten mit COPD, einer zigarettenrauchassoziierten Lungenerkran-
kung mit erhohtem Risiko zur Entwicklung eines Lungenkarzinoms, bereits 1-4 Jahre
vor der Detektion erster Rundherde mittels CT nachgewiesen werden. Eine solche
Friherkennung ermoglicht die fruhe Therapie im operablen Stadium [117]. Um dieses

Ergebnis zu stutzen, sind jedoch weitere, groRere Studien erforderlich.
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In ihrer Funktion als potentiell Metastasen initiierende Zellen, die mit einer schlechteren
Prognose assoziiert sind, scheint es sinnvoll, CTCs im Staging einer Tumorerkrankung
zu berucksichtigen. In die aktuelle TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms der AJCC
gehen CTCs sowie DTCs und Mikrometastasen in nicht-lokoregionaren Lymphknoten
als Stadium MO(i+) ein [54].

Anhand des Verhaltens des CTC-Spiegels im Erkrankungs- bzw. Therapieverlauf las-
sen sich Krankheitsprogress oder Therapieversagen frihzeitig, namlich haufig noch
bevor sich diesbezuglich Anzeichen in der Bildgebung finden, abschatzen [58,118].

Um den klinischen Nutzen der Risikostratifizierung durch CTCs aufzuzeigen, befassen
sich verschiedene Studien mit einer CTC-geleiteten Therapie oder Therapieanpassung
bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom. Die laufende Studie CirCe01
untersucht bei Patientinnen in der 3. Chemotherapielinie einen CTC-abhangigen The-
rapieabbruch. In der Therapiestudie STIC wird bei Patientinnen mit hormonrezeptorpo-
sitivem metastasierten Mammakarzinom die Entscheidung uber Chemo- oder Hormon-
therapie als Erstlinientherapie abhangig von der CTC-Zahl vor Therapie getroffen. Bei-
de Studien setzen CellSearch® zur CTC-Zahlung ein. Die Ergebnisse sind noch aus-
stehend [54,64].

In der Studie SWOG S0500 erfolgte die Evaluation des Therapieansprechens von Pati-
entinnen mit metastasiertem Mammakarzinom auf eine Erstlinien-Chemotherapie mit-
tels CTC-Zahlung (CellSearch®). Bei fehlendem Abfall der CTC-Zahl unter Therapie
wurde eine Chemotherapieumstellung vorgenommen. Obwohl| Patientinnen, die bereits
vor Therapie keinerlei CTCs im Blut aufwiesen, eine signifikant bessere Prognose zeig-
ten, als Patientinnen mit CTC-Nachweis, konnte durch die Umstellung der Chemothe-
rapie keine Lebensverlangerung erreicht werden [119]. Dieses Ergebnis verdeutlicht,
dass das fruhe Erkennen eines Therapieversagens oder eines Krankheitsprogresses
vor allem dann von klinischer Relevanz ist, wenn auch eine effektive Therapie zur Ver-
fugung steht.

Dies zeigt wiederum, dass uber die reine CTC-Zahlung und den Einsatz von CTCs als
Serum-Tumormarker hinausgehend vor allem die molekulare Charakterisierung von
CTCs das Potential birgt, einen wichtigen Beitrag zur individualisierten Tumortherapie
zu leisten.

Der gezielte Nachweis von Mutationen oder Expressionsmustern, die Zielstrukturen
gezielter Therapien darstellen oder mit einer Therapieresistenz gegenuber gezielten

Therapien assoziiert sind, ist potentiell pradiktiv im Hinblick auf das Therapieanspre-
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chen [58]. So wurden beispielsweise die Expression von EGFR, KRAS, BRAF und
PIK3CA in CTCs von Patienten mit Kolonkarzinom [120], die Expression von HER2 und
PIK3CA in CTCs von Patientinnen mit Mammakarzinom [121] und ALK, sowie ALK-
Translokationen in CTCs von Patienten mit NCSLC [122] untersucht. Bedingt durch die
Intratumorheterogenitat unterscheiden sich CTCs, Metastasen und Primartumor mog-
licherweise in der Expression therapierelevanter Biomarker. Ein eindruckliches Beispiel
ist die heterogene Expression von HERZ2 in Primartumor und CTCs beim Mammakarzi-
nom, die zu der Initierung des DETECT-Studienprogramms gefuhrt hat, in dem die Re-
levanz des CTC-Phanotyps fur Therapieentscheidung und Evaluierung des Therapie-
ansprechens im metastasierten Stadium untersucht wird: In der Studie DETECTIII wer-
den Patientinnen mit HER2-negativem Primartumor aber HER2-positiven CTCs durch
Randomisierung entweder einer Standardtherapie (Chemotherapie) oder einer Kombi-
nation aus Chemotherapie und dem HER2-Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib zugewiesen
[123].

Noch gibt es kein standardisiertes Verfahren zur molekularen Charakterisierung von
CTCs, vielmehr kommt eine Vielzahl von Methoden zum Einsatz, darunter proteinba-
sierte Verfahren, wie die immunhistochemische Farbung oder die Durchflusszytometrie
und nukleinsaurebasierte Verfahren, wie z.B. FISH, RT-(q)PCR und Sequenzierung
[58]. Der Einsatz von Mikromanipulatoren zur Gewinnung einzelner CTCs und die Etab-
lierung des NGS ermdglicht CTCs selbst auf Einzelzellniveau molekular zu charakteri-
sieren. Diese Entwicklungen sind grundlegend fur ein bestmogliches Abbilden der Intra-
tumorheterogenitat bei gleichzeitiger Reduktion der Kontamination durch Leukozyten
[58,60]. Die molekulare Charakterisierung von CTCs zusatzlich zu der des Primartu-
mors gestattet folglich die Identifikation fur Krankheitsprogress und Metastasierung
ausschlaggebender Mutationen, die potentiell geeignete Therapieziele darstellen konn-
ten [58]. Daruber hinaus zeigen erste in-vivo- und in-vitro-Funktionsstudien an CTCs
ihren Nutzen als Modellsystem fur die Testung der Wirksamkeit einer Antitumortherapie
[115]. Die Langzeitkultivierung Uber einen Zeitraum von mehr als 6 Monaten ist aus
CTCs von Patienten mit Kolon- [124], Mamma- [125] und Prostatakarzinom [126] ge-
lungen. Die direkte Expansion von CTCs im Mausmodell konnte z.B. mit CTCs von Pa-
tienten mit fortgeschrittenem Prostata- [127] bzw. Mammakarzinom [128] oder SCLC
[129] und hohen CTC-Zahlen umgesetzt werden. Diese Ergebnisse sind vielverspre-

chend im Hinblick auf den mdglichen Nutzen von CTCs als Grundlage eines personali-
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sierten Tumormodells, das z.B. zur Testung der Therapiesensitivitat eines individuellen

Tumors eingesetzt werden konnte [115].

4.2.3. Liquid Biopsy

CTCs sind ein vielversprechender Biomarker, dessen prognostischer Nutzen bei diver-
sen soliden Tumoren in zahlreichen grol3en Studien nachgewiesen werden konnte [57].
Ob die Charakterisierung ihres Gen- und Proteinexpressionsmusters einen sinnvollen
Beitrag zur Therapieentscheidung leisten kann, wird bereits in Therapiestudien unter-
sucht [123]. Die Etablierung von Kulturen und Xenografts aus CTCs wird zunehmend
moglich, sodass neue Erkenntnisse uUber metastaseninitierende Subpopulationen ge-
wonnen und neue, direkt gegen diese Subpopulationen gerichtete Therapien entwickelt
werden konnen [115]. Insbesondere technische Limitationen schranken die Relevanz
von CTCs als Liquid Biopsy im klinischen Alltag jedoch nach wie vor deutlich ein. Fir
einen Groldteil der Tumoren, darunter auch das Zervixkarzinom, fehlt eine validierte,
standardisierte Methode zum CTC-Nachweis und das von der FDA zugelassene Ver-
fahren CellSearch® weist aufgrund seiner EpCAM-basierten Anreicherung eine unzu-
reichende Sensitivitat in der Detektion von CTCs nach EMT auf [51,103].

Zellfreie zirkulierende DNA (cfDNA) kann im Blut von Tumorpatienten, unter anderem
aber auch von Patienten mit entzindlichen Erkrankungen nachgewiesen werden [130].
Zirkulierende DNA, die anhand von tumorspezifischen Mutationen identifiziert wird, wird
als zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) betrachtet [130]. Bezuglich des Ursprungs der
ctDNA werden verschiedene Moglichkeiten diskutiert: Einerseits ist es wahrscheinlich,
dass ctDNA apoptotischen Tumorzellen entstammt. Zunehmend wird jedoch auch eine
Sekretion von ctDNA durch Primartumor bzw. Metastasen oder durch CTCs in Betracht
gezogen [131]. Zirkulierende Tumor-DNA macht nur einen sehr geringen Anteil der im
Blut zirkulierenden Wildtyp-DNA aus, sodass auch der Analyse von ctDNA eine Anrei-
cherung vorausgehen muss. Vordergrundig werden PCR-basierte Verfahren eingesetzt
und ctDNA anhand tumortypischer genomischer Aberrationen detektiert [132]. Die mo-
lekulare Analyse der ctDNA mittels Sequenzierung ermdglicht dann z.B. den Nachweis
von somatischen Mutationen, Einzelnukleotidpolymorphismen (SNVs), chromosomalen
Aberrationen und epigenetischen Veranderungen [132]. Hypermethylierung von CpG-
Inseln, z.B. in Tumorsuppressorgenen, konnten auch beim Zervixkarzinom eine ent-
scheidende Rolle bei der Tumorgenese spielen, sodass cfDNA von Patientinnen mit

Zervixkarzinom mittels methylierungsspezifischer PCR untersucht wurde. Die Hyperme-
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thylierung des Tumorsuppressorgens FHIT und des fur das Adhasionsmolekul E-
Cadherin codierenden gleichnamigen Gens konnte in 30,46% bzw. 39,74% der Blut-
proben von 151 Zervixkarzinompatientinnen nachgewiesen werden und war mit einem
hoheren Tumorstadium und einem niedrigeren Differenzierungsgrad assoziiert [133].
Die Detektion einer Promotor-Hypermethylierung des Gens MYOD1 erwies sich in einer
Analyse von Blutproben von 93 Zervixkarzinompatientinnen als assoziiert mit einer un-
gunstigeren Prognose [134]. Auch der Nachweis viraler zirkulierender DNA als potenti-
eller Biomarker fur virusassoziierte Karzinome wie dem Zervixkarzinom ist moglich
[130]. So fand sich ctDNA, die das HPV-Onkogen EG6 tragt, in Blutproben von 6 von 50
[135] und anhand einer spezifischen PCR fur die viral-zellulare Integrationssequenz
sogar in Blutproben von 11 von 16 Zervixkarzinompatientinnen mit HPV16- oder -18-
assoziiertem Tumor [136]. Letztere Studie lieferte auch Hinweise auf einen prognosti-
schen Nutzen insbesondere auch von sequentiellen ctDNA-Analysen unter Therapie
[136].

Insbesondere beim Zervixkarzinom, bei dem die CTC-Analyse noch nicht in vollem Um-
fang umgesetzt werden kann, konnte ctDNA also eine sinnvolle Moglichkeit der Liquid
Biopsy darstellen. Die molekulare Charakterisierung von ctDNA ermoglicht die Detekii-
on therapierelevanter Mutationen wie z.B. KRAS oder BRAF [60]. Auch die Analyse von
ctDNA wird jedoch durch die erforderlichen, zur Zeit in der Regel markerabhangigen
Anreicherungsschritte limitiert [60]. Funktionsstudien wie Xenografts oder CTC-Kulturen
sind mittels ctDNA nicht madglich. In der Zusammenfassung besitzt ctDNA jedoch das
Potential eines nutzlichen erganzenden Biomarkers in der Umsetzung einer Liquid Bi-

opsy [60].

4.3. Fazit und Ausblick

Die Charakterisierung von CTCs kann anders als jeder bisher eingesetzte Marker zur
Verlaufsbeurteilung einer Tumorerkrankung ermoglichen, deren Entwicklung Uber die
Zeit und unter dem Selektionsdruck von Umgebung und Therapie darzustellen und auf
diese Weise die Eigenschaften eines Tumor in seiner raumlichen und zeitlichen Hete-
rogenitat verbessert zu erfassen. Wahrend CTCs beispielsweise beim Mamma-
Karzinom, bei dessen metastasierter Form CellSearch® als von der FDA validiertes,
standardisiertes Verfahren zur CTC-Zahlung zur Verfugung steht, zunehmend ihren
Nutzen Uber den eines reinen Prognosemarkers hinaus zeigen, befindet sich die CTC-

Forschung im Hinblick auf das Zervixkarzinom noch in ihren Anfangen. Es fehlt eine an
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grolRen Patientenkohorten validierte Methode, die eine standardisierte Detektion, Zah-
lung und im besten Fall sogar Isolierung von CTCs bei Zervixkarzinompatientinnen er-
moglicht. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, dass sich CTCs
Uber den Nachweis von CK7/8 identifizieren lassen konnten. Die angewandte Methode
weist jedoch klare technische Limitationen auf und es wurde nur eine kleine Patienten-
kohorte untersucht. Um das gesamte Potential von CTCs beim Zervixkarzinom aus-
schopfen zu konnen, ist ein Nachweisverfahren mit hoherer Sensitivitat und Spezifitat
notwendig. Eine Reduzierung untersucherabhangiger Schritte bei der Probenvorberei-
tung durch moglichst umfassende Automatisierung des CTC-Nachweisverfahrens sollte
erfolgen, um seine Fehleranfalligkeit moglichst gering zu halten. Sollte eine Liquid Bi-
opsy durch Entwicklung eines validen Verfahrens zur CTC-Detektion im Blut von Pati-
entinnen mit Zervixkarzinom moglich werden, konnten hierdurch nicht nur Prognose
und Krankheitsverlauf abgeschatzt, sondern es konnte auch die Entwicklung gezielter
Therapien vorangetrieben werden. Anhand der molekularen Analyse von CTCs konnten
Zervixkarzinompatientinnen identifiziert werden, die aufgrund des Expressionsprofils
ihrer CTCs von einer bestimmten gezielten Therapie profitieren konnten.

Auf diese Weise ware ein wichtiger Schritt getan auf dem Weg zu einem individualisier-

ten Management des Zervixkarzinoms.
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5. Zusammenfassung

Auch nach Einfuhrung nationaler Screeningprogramme verliert das Zervixkarzinom
nicht an Relevanz und hat insbesondere in Entwicklungslandern noch eine hohe Inzi-
denz. Die Prognose von Patientinnen mit fortgeschrittener Erkrankung ist nach wie vor
schlecht und es besteht dringender Bedarf an wirksamen, vor allem auch gezielten The-
rapien.

Im Zeitalter der personalisierten Tumormedizin gewinnen Biomarker zunehmend an
Bedeutung in der Abschatzung der individuellen Prognose eines Patienten, der Beurtei-
lung des Krankheitsverlaufs und des Therapieansprechens. Im Blut zirkulierende Zellen
eines soliden Tumors (CTCs) bergen als potentiell metastaseninitiierende Zellen Uber
einen Nutzen als prognostischer und pradiktiver Marker hinaus durch die Moglichkeit
ihrer molekularen Charakterisierung das Potential, auf wenig invasive Weise Informati-
onen Uber eine Tumorerkrankung zu gewinnen. CTCs kdonnen somit potentiell einen
relevanten Beitrag zur Optimierung der gezielten Tumortherapie und selbst der Entwick-
lung neuer Therapiestrategien leisten. Da die Konzentration der CTCs im Blut gering ist,
stellt ihre Isolation nach wie vor eine technische Herausforderung dar. Beim Zervixkar-
zinom ist die CTC-Forschung, insbesondere auch im Vergleich zu anderen Karzinomer-
krankungen, noch wenig fortgeschritten. Es finden sich nur wenige Arbeiten, die sich
mit der CTC-Detektion im Blut von Patientinnen mit Zervixkarzinom befassen. Um auch
beim Zervixkarzinom die Grundlage fur den Einsatz von CTCs als Liquid Biopsy zu
schaffen, war das Ziel dieser Arbeit, eine Methode zu entwickeln, die den Nachweis von
CTCs im Blut von Zervixkarzinompatientinnen ermoglicht.

Zur CTC-Anreicherung wurde das im Labor der AG Keilholz etablierte Verfahren der
immunomagnetischen CD45-Depletion eingesetzt. Die CTC-Detektion erfolgte mittels
Durchflusszytometrie, die eine simultane Analyse von Oberflachen und intrazellularen
Markern ermoglicht. Zu diesem Zwecke wurde anhand der Farbung von Tumorzelllinien
und PBMCs ein Markerpanel zusammengestellt, das aus den Markern EpCAM, CK7/8
und EGFR zur CTC-Detektion und CD45 und CDS53 zur Identifikation kontaminierender
Leukozyten bestand. In Spiking-Experimenten mit der EpCAM-positiven Kolonkarzi-
nomzelllinie SW620 wurden anhand der Marker EpCAM und CK7/8 durchschnittliche
Wiederfindungsraten von 50% mit hoher Schwankungsbreite, bei Spiking-Experimenten
mit der EpCAM-schwach-positiven Zervixkarzinomzelllinie SiHa sogar nur von durch-

schnittlich 20% erreicht. Die Wiederfindungsrate von Zellen der Zelllinie SiHa liel3 sich
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durch die Erweiterung des Markerpanels um den Marker EGFR nicht verbessern. Beim
Einsatz der Methode zur Analyse von Patientenblutproben fanden sich CK7/8-positive
Zellen bei 6/8 Patientinnen bei teilweise eingeschrankter Aussagekraft aufgrund eines
starken Hintergrundsignals. Immunhistochemische Referenzfarbungen von Gewebe-
proben einer Patientin mit Adenokarzinom und einer Patientin mit Plattenepithelkarzi-
nom der Zervix erwiesen sich als einheitlich CK7/8- und p16-positiv, jedoch EGFR-
negativ. EpCAM wurde deutlich starker durch die Probe des Adenokarzinoms expri-
miert.

Das in dieser Arbeit eingesetzte CTC-Detektionsverfahren weist klare technische Limi-
tationen auf, erbringt jedoch den Hinweis, dass der Nachweis von CTCs anhand ihrer
Expression von CK7/8 mdglich ist. Somit kann eine CTC-Detektion auch beim Zervix-
karzinom eine prognostische Relevanz haben, wenn entsprechende Langzeitbeobach-
tungsstudien anhand von groflden Patientenkohorten durchgefuhrt werden.

Besonders vielversprechend im Hinblick auf die Optimierung des individualisierten Tu-
mormanagements sind jedoch die molekulare Charakterisierung von CTCs und ihre
funktionelle Analyse anhand von CTC-Kulturen und Xenografts. Bei einigen Tumorer-
krankungen sind solche CTC-basierten Tumormodellsysteme bereits in Erprobung. Um
diese Aspekte der Liquid Biopsy auch beim Zervixkarzinom zu ermoglichen, missen
jedoch zuerst die technischen Limitationen hinsichtlich des CTC-Nachweises bei dieser

Tumorerkrankung Uberwunden werden.
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