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I.  Einleitung

Brustkrebs ist die haufigste Tumorerkrankung in der weiblichen Population. Eine von
acht Frauen erkrankt im Laufe ihres Lebens an dieser Krebsentitat. Im Jahre 2010
mussten rund 72.000 Neuerkrankungen in Deutschland verzeichnet werden. Die
Hochrechnung des Robert Koch Institutes im Rahmen der zweijahrigen
Veroffentlichung ,Krebs in Deutschland® prognostiziert fur das Jahr 2012 eine
Inzidenz von fast 74.000 Brustkrebsfallen [1].

Diese steigende Zahl der Erstdiagnosen ist jedoch kein Zeichen fur ein sich
anbahnendes Versagen der modernen Medizin vor einer immer haufiger werdenden
und nicht suffizient behandelbaren Erkrankung, sondern vielmehr das Ergebnis einer,
Uber lange Jahre in den Industrielandern aufgebauten, verbesserten und
intensivierten Brustkrebsvorsorge insbesondere im Hinblick auf eine immer alter
werdende Bevolkerung.

Es werden nun durch Sensibilisierung der weiblichen Bevoélkerung viel haufiger erste
Veranderungen der Brust von den Betroffenen selbst bemerkt, oder aber mit Hilfe
des Brustkrebsscreenings fruhzeitig entdeckt. Dank dieser Entwicklung lassen sich
die Veranderungen meist noch kurativ behandeln, haufiger auch ohne zytostatische

Systemtherapie, ohne dadurch das Risiko flr ein Rezidiv zu erhéhen [2].

Trotz dieser bemerkenswerten Fortschritte gibt aber bis heute neben den
bildgebenden Verfahren keine verlassliche Methode die in der Friherkennung und in
der Nachsorge als zusatzliche Untersuchung eingesetzt werden kann.

Seit einiger Zeit steht die Erforschung von Tumorresiduen in Blut und Knochenmark
im Fokus der onkologischen Grundlagenforschung. Theoretisch konnen mit einer
einfachen Blutabnahme Tumorzellen im peripheren Blut detektiert werden. Mit
geringer Invasivitat bestinde so eine Maoglichkeit fir Tumorfriherkennung. Die
Charakterisierung dieser Zellen ermoglicht eine Prognose bezliglich des malignen
Potenzials, die Anzahl der gefundenen Residuen eine Einschatzung bezlglich des

Therapieansprechens und das Wiederauftreten eine Aussage Uber das Rezidivrisiko.
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. Brustkrebs

I. Epidemiologie
Das statistische Risiko von einer malignen Erkrankung betroffen zu sein, liegt heute
in Deutschland fur Frauen bei 43%, bei Mannern sogar hoéher, jeder zweite
mannliche Deutsche erkrankt im Laufe seines Lebens an einem bdsartigen Tumor.
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) errechnete fur das Jahr 2000 eine
weltweite Inzidenz fur Brustkrebs von einer Million neuerkrankten Frauen. In diesem
Jahr sollen, laut dieser Prognose, insgesamt 370.000 Frauen aufgrund ihrer
Brustkrebserkrankung verstorben sein [3].
Wie bereits angefuhrt gab es im Jahre 2010 in Deutschland genau 71.660 Brustkrebs
Neuerkrankungen, zur Erstdiagnose dieser invasiven Karzinome kommen jedoch
nochmals etwa 6.500 in situ Karzinome, die als Prakanzerosen ebenfalls operativ wie
systemisch zu therapieren sind und, wenn nicht erkannt, nach einer gewissen
Latenzzeit zu einem infausten Karzinom werden konnen. Mit 520 Neuerkrankungen
pro Jahr spielt das virle Mammakarzinom, das, wenn auch mit
geschlechtsspezifischen Abanderungen, analog zum weiblichen Kollektiv behandelt
wird, eine untergeordnete Rolle.
Jede vierte an Brustkrebs erkrankte Frau ist bei Diagnosestellung junger als 55
Jahre, jede zehnte hat das 45igste Lebensjahr noch nicht erreicht und das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren.
Jahrlich sterben gemal der aktuellen Statistik jedes Jahr etwa 17.000 Frauen in
Deutschland an den Folgen einer Brustkrebserkrankung.
Betrachtet man die statistischen Daten der letzten Jahrzehnte so sieht man, das
2008 etwa doppelt so viele Frauen an Mammakarzinom erkrankt sind wie im Jahre
1980. Die altersstandardisierte Erkrankungsrate ist in diesem Zeitraum also um 50%
gestiegen. Die aktuellen Neuerkrankungs- und Sterberaten decken sich in etwa mit
den Erhebungen aus den anderen westlichen Industrielandern, erstaunlicherweise
gibt es aber innerhalb von Deutschland noch immer erhebliche Unterschiede. Die
Brustkrebsinzidenz ist in den neuen Bundeslandern noch immer um etwa 25%
niedriger als in den alten [1, 2]. Vermutlich liegt dies vor allem an den noch immer
mangelhaft ausgebauten Vorsorgeeinrichtungen in den landlichen Regionen

Ostdeutschlands.
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Ein anderer wichtiger Aspekt ist sicherlich auch die stetig steigende Lebenserwartung
der Bevdlkerung. Jede zweite Frau in Deutschland wird ihren 85. Geburtstag erleben
und dieses Lebensalter wird sich uber die kommenden 50 Jahre gemal einer OECD
(Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung) Prognose aus

dem Jahre 2012 um weitere 7 Jahre erhdhen [1, 2].

2007 2008 Prognose 2012

Méanner | Frauen | Manner Frauen | Manner | Frauen
Neuerkrankungen 520 66.490 520 71.660 600 74.500
Rohe Erkrankungsrate® 1,3 158,5 1,3 171,1 15 180,0
Standardisierte Erkankungsrate™* | 0,9 114,4 1,0 123,1 1,0 124,7
Mittlere Erkankungsrate® 69 66 68 65
Sterbefalle 249 16.780 136 17.209
Rohe Sterbefélle! 0,6 40 0,3 41,1
Standardisierte Sterberate™? 0,5 24,3 0,2 24,6
5-Jahres-Pravalenz 1.800 | 260.000 1.900 273.000 2.100 | 300.900
Absolute 5-Jahres Uberlebensrate (2007—2008)4 63 (52-64) | 78 (75-79)
relative 5-Jahres Uberlebensrate (2007—2008)4 76 (61-77) | 86 (83-87)

‘je 100.000 Personen “altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung *median “inProzent

Tab. 01: Epidemiologischen Zahlen fir Deutschland (ICD-10 => C50)

II. Histologie / Tumorcharakteristika / TNM Klassifikation

Beurteilt man Brustkrebs auf feingeweblichem Niveau handelt es sich hierbei in etwa
95% der Falle um ein Adenokarzinom. Dieser Tumor ist entweder ein invasiv
duktales Karzinom (IDC), das von den Drusengangen ausgeht (70-80% absolut),
oder ein invasiv lobulares Karzinom (ILC), das in den Drusenlappen seinen Ursprung
nimmt (10-15 % absolut). Das am haufigsten vorkommende invasiv duktale
Mammakarzinom wird in der neuesten und zusehends verwendeten WHO
Nomenklatur auch als NST (no special type) oder NOS (not otherwise specified)
bezeichnet [4].

Als Prakanzerosen oder nicht invasives Karzinom werden Tumorveranderungen
umschrieben, die auf die Brustdriisengange (duktales Carcinoma in situ, DCIS) oder
-lappchen (lobuldres Carcinoma in situ, LCIS bzw. Lobulare Neoplasie, LN)
beschrankt sind und keine Stromainvasion aufzeigen. Eine Sonderstellung hierbei

nimmt der Morbus Paget der Mamille ein, hier zeigt sich eine nicht-invasive
5
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Tumorausbreitung in die Brustwarzenhaut und ist meist mit einem duktalem
Carcinoma in situ, deutlich seltener mit einem invasiven Mammakarzinom
vergesellschaftet.

Die Ubrigen invasiven Tumortypen sind mit jeweils etwa 2% sehr selten und zeigen
neben einer tubularen, muzinésen, medullaren, und papillaren Struktur haufig das
Bild eines gemischttypischen invasiven Karzinoms [5].

Selten nimmt das invasive Mammakarzinom seinen Ursprung in gutartigen
Veranderungen der Brust (Papillome, Adenome, Phylloide-Tumoren, duktale
Hyperplasien). Eine Sonderform des Brustkrebses ist das inflammatorische
Mammakarzinom, das keinen histologischen Tumortyp beschreibt, sondern eine
sichtbare und vor allem palpable Veranderung. Meist zeigt es sich in einer Rotung,
die sich Uber mehr als einen Quadranten der Brust erstreckt, und einer deutlichen
Schwellung, die bis in die ableitenden Lymphgebiete reicht. Dieses Krankheitsbild

geht in der Regel mit einer bereits fortgeschrittenen Erkrankung einher.

Neben dem Ursprungsgewebe ist auch der Differenzierungsgrad des Tumors fur die
Einschatzung der Pathogenitat entscheidend. Der Tumor wird anhand von
strukturellen und zellularen Eigenschaften, sowie der Kernteilungsrate in drei
Differenzierungsgrade (Grading) oder auch Malignitatsgrade unterteilt. In der
etablierten Methode nach Elston und Ellis beruht [6] die Einstufung des invasiven
Karzinoms auf drei Kriterien, der Tubulusbildung (Ausbildung rdhrenartiger
Tumordrisen), der Kernpolymorphie (Vielgestaltigkeit der Zellkerne) und der
Mitoserate (Teilungsrate der Zellen). Je hoher das Grading und somit die
Dedifferenzierung, umso ungunstiger ist das Verhalten der Tumorzellen (G1 = gut
differenziert, G2 = maRig differenziert, G3 = gering differenziert) [3, 7].

Ist der Tumor malig differenziert wird neuerdings am Tumorgewebe im Rahmen der
ersten feingeweblichen Begutachtung auch der Poliferationsfaktor Ki-67 untersucht.
Das Antigen Ki-67, ein Protein, das zur Markierung sich teilender menschlicher
Zellen geeignet ist, lalt sich einfach immunhistochemisch bestimmen. Diese
proliferative Aktivitat des G2 Tumors kann eine richtungsweisende Aussage Uber die
Pathogenitat des Tumor ermoglichen und hat somit einen mafigeblichen Einfluss auf
das 10 Jahres Uberleben (OAS = Overall survival), da die Proliferation eine

Uberragende tumorbiologische Bedeutung hat [8].
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Die pathologische Begutachtung bzw. immunhistochemische Untersuchung des
Hormonrezeptor- und Her2- Status von Mammakarzinomen gehort inzwischen zum
allgemeinen Standard der Tumorcharakterisierung, da ihr Befund prognostisch wie
therapeutisch eine entscheidende Rolle spielt.

Das Brustgewebe ist in seiner gesamten Entwicklung, und nicht zuletzt wahrend der
Laktation hormonabhangig. In der Phase von Entstehung und Wachstum des
Mammakarzinoms kommt es ebenfalls zu einer hormonell stimulierten Proliferation
des Tumors durch die weiblichen Geschlechtshormone.

Die Bestimmung der Ostrogenrezeptor- und Progesteronrezeptorexpression (ER-
und PgR) am Tumorgewebe erfolgt, indem man den Prozentsatz derjenigen
Tumorzellen, an denen sich die Rezeptoren nachweisen lassen mit der
Farbeintensitat kombiniert. Die Einteilung erfolgt in Prozent (0-100%), mittels eines
12-stufigen Immunreaktiven Score (IRS), oder gemal des internationalen 8-stufigen
Allred-Scores [9].

Progesteron Rezeptor

Abb. 01: Immunhistochemische ABC-Farbung des Ostrogen Rezeptors (ER), Progesteron Rezeptors
(PgR) und des Human epidermal growth factor receptors 2 (Her2) eines invasiv duktalen
Mammakarzinoms. ER/PR/Her2 ist als brauner Farbniederschlag zu erkennen, die Zellkerne sind mit
Hamalaun (nach Mayer) blau gegengefarbt.
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Der ,human epidermal growth factor receptor 2“ (Her2) gehoért zur Familie der
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR) und spielt eine Rolle in der
Zellproliferation mittels des RAS-MAP-Kinase Weges und hemmt die Apoptose uber
den mTOR-Signalweg [10, 11]. Dieser Rezeptor ist in etwa bei 20-30% aller
invasiven Mammakarzinome  Uberexprimiert und mit einem infausten
Krankheitsverlauf und Uberlebensprognose assoziiert. Die Bestimmung der Her2
Positivitat erfolgt anhand der immunhistochemischen Farbeintensitat die mit Hilfe
eines 4-stufigen Score bewertet wird (0 bis 3+). Lassen hierbei sich keine Zellen
anfarben, ist das Ergebnis negativ (Score 0), jedoch auch der Score 1+ wird noch als
negativ angesehen. Als positiv gewertet wird eine hohe Farbeintensitat (Score3). Bei
einer mittleren Farbeintensitat (Score 2) wird der Tumor mit Hilfe der In situ-
Hybridisierung (FisH-Test) nachuntersucht und anhand einer Amplifikation des

HER2-Gens entschieden, ob es sich um einen Her2-positiven Tumor handelt [12].

Fur jedes therapeutisches Vorgehen ist es neben der geweblichen Bestimmung und
dem Wissen uber zusatzlichen Tumorcharakteristika auch wichtig, die Ausdehnung
des Mammakarzinoms einzuschatzen. Die TNM Klassifikation gemafl der Union
internationale contre le cancer (UICC) erméglicht auch bei Brustkrebs eine Ubersicht
Uber Grofle und Infiltration des Tumors in umliegende Gewebe (T), eine lokale
lymphogene (N) und ferne Filialisierung (M). Auch ob eine Klassifikation nach dem
klinischen Bild (cT), nach histologischer Begutachtung (pT) oder auch nach

vorangegangener Therapie (ypT) erfolgt, kann in dieser Nomenklatur bericksichtigt

werden.
T (TumorgrofRe) N (befallene Lymphknoten) M (Filialisierung)
TO Kein Tumor NO keine MO keine
Tis Carcinoma in N1 1-3 axillar M1 nachweisbar
situ (nicht
invasiv)
T1 Bis 2cm N2 4-9 axillar
T1 mic Mikroinvasion N3 >10
bis 0,1cm axillar/clavicular
Tla <0,5cm
Tlb >0,5 bis 1cm
Tlc >1cm bis 2cm
T2 >2cm bis 5cm
T3 >5cm
T4 mit
Ausdehnung
auf Brustwand

Tab. 02: TNM-Klassifikation von Tumoren
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lll.  Pravention / Diagnostik / Therapie

Ab dem Jahre 2005 wurde innerhalb von drei Jahren flachendeckend in ganz
Deutschland ein Mammographie-Screening-Programm eingefuhrt. Es werden nun
Frauen zwischen dem 50. und 69. Lebensjahr alle zwei Jahre zur Brustkrebsvorsorge
mittels Mammographie, Mammasonographie und Tastuntersuchung einbestellt. Um
auch bei der jungen Frau, bei der die Brust in der Bildgebung schwer beurteilbar ist,
eine Fruherkennung zu gewahrleisten, ist eine jahrliche Tastuntersuchung beim
Frauenarzt ab dem 30. Lebensjahr vorgesehen.

Neben der Kombination aus Mammographie (Brustrontgenuntersuchung) und
Brustsonographie stehen bei schwer beurteilbaren Befunden, bestehenden
Brustimplantaten und Verdacht auf eine Infiltration der umgebenden Strukturen
additiv die Magnetresonanztomographie (Brust-MRT) und die Computertomographie
(CT) zur Verfugung. Besonders bei Verdacht auf einen Befall der axillaren
Lymphknoten kommen letztere zum Einsatz. Im Rahmen der Primardiagnose erfolgt
eine sonographisch gestutzte Hochgeschwindigkeitsstanze oder Feinnadelpunktion
um den, in der Bildgebung suspekten Herd histologisch zu sichern.

Um das systemische Risiko einzuschatzen und eine mogliche Filialisierung
auszuschlie3en wird im onkologischen Staging die CT im Bereich von Thorax und
Abdomen und die Ganzkdrper-Knochenszinthigraphie eingesetzt. Erst bei
Konkretisierung des Verdachts wird dies auf Schadel-CT (CCT), Leber-MRT, PET-
CT (Positronenemissions-CT) oder ggf. CT gesteuerte Punktion der Filiae, besonders

in der Rezidivsituation, erweitert.

Die Saulen in der Therapie des Mammakarzinoms bestehen aus einer operativen
Sanierung, einer perkutanen Bestrahlung und einer Systemtherapie die zytotoxisch,
aber auch anti-endokrin oder mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern erfolgen kann.

Die operative Sanierung kann abhangig von der Grole des Tumors als lokale
Exzision, Brust-Segmentresektion, Subkutane Mastektomie (SSM) oder kompletter
Brustamputation erfolgen. Wenn bereits primar ein groRer Teil der Brust entfernt
werden muss, oder etwa nach einer Nachresektion nicht mehr ausreichend Gewebe
vorhanden ist, kann ein Wiederaufbau mittels Prothese oder aber auch mittels
Eigengewebe erfolgen (TRAM - Transverser Rectus Abdominis Musculocutaneus-
Lappen, LADO - Musculus latissimus dorsi Lappen, DIEP-Flap - tiefe inferiore

epigastrische Perforatorlappen).
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Der Standard in der operativen Untersuchung der axillaren Lymphknoten hat sich in
den letzten Jahren grundlegend verandert. So war es fruher Uublich immer
systematisch die axillaren Lymphknotenstationen auszurdumen. Dies hat sich in der
Nachbeobachtung jedoch als eminenter Faktor in der Morbiditat (Lymphddem,
Bewegungseinschrankung) ohne wesentlichen Gewinn in Bezug auf die Mortalitat
erwiesen. Eine systematische Lymphknoten Entfernung erfolgt aus diesem Grund
nur noch dann, wenn es klinisch und sonographisch auffallige axillare Lymphknoten
gibt, oder im Rahmen einer Sentinel-Lymphonodektomie
(Wachterlymphknotenentfernung) nach Radionuklid- oder Blaufarbung 3 der
Sentinel-Lymphknoten tumorbefallen sind [13].

Ist das Mammakarzinomgewebe hormonabhangig, so kann dieser Stimulus auf das
noch nicht operativ entfernte Tumorgewebe (in der neoadjuvanten Situation), auf das
ehemals tumorumgebende gesunde Brustdusengewebe, auf Tumorfiliae, oder auf
der noch gesunden kontralateralen Seite medikamentés eingedammt werden. Zum
Einsatz kommen hierbei zwei Wirkstoffe, bei denen man sich zwei Mechanismen zu
Nutzen macht. Tamoxifen ist ein selektiver Ostrogenrezeptormodulator, der eine
kompetitive Hemmung von Ostrogenrezeptoren sowie eine Stimulation von
Progesteronrezeptoren bewirkt. Mit der Wirkstoffgruppe der Aromataseinhibitoren
wird in die Synthese des Ostrogens eingegriffen. Es gibt hierbei steroidale Inhibitoren
(Exemestan / Aromasin ©) die eine permanente Deaktivierung des Enzyms bewirken
und nicht steroidale Inhibitoren (Anastrozol / Arimidex ©), die die Ostrogensynthese
mittels reversibler kompetitiver Blockierung hemmen. In der Behandlung von
pramenopausalen hormonrezeptorpositiven Patientinnen spielt neben dem Einsatz
von Tamoxifen Uber mindestens 5 Jahre, auch der Einsatz von GnRH-Analoga eine
Rolle. Hierbei fuhrt der Einsatz der synthetischen Form des Neurohormons
Gonadotropin-Releasing-Hormon dazu, dass es zu keiner vermehrten Ausschittung
von FSH (Follikel Stimulierendes Hormon) und LH (luteinisierendes Hormon) kommt
und dadurch die Synthese von Ostrogen und Testosteron angeregt wird. In der
Therapie der postmenopausalen Patientin ist eine Kombination, aber auch eine
Monotherapie von Tamoxifen und Aromataseinhibitoren madglich. Neben den
Hormonrezeptoren wird heute auch immer mittels Immunhistochemie oder FisH die
Exprimierung des Her2/neu Rezeptor untersucht. Ist dieser Status als positiv zu
werten, kommt ein humanisierten Antikorper (Trastuzumab / Herceptin ©) zum

Einsatz, der gegen den extrazellularen Teil des Her2-Rezeptors gerichtet ist.

10
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Er blockiert ihn und unterbindet damit seine intrazellulare Wirksamkeit. Neben dieser
in der adjuvanten Situation als Goldstandard bestehenden Infusionstherapie
(begleitend zur Chemotherapie und weiter Uber insgesamt 12 Monate) gibt es
inzwischen auch eine orale Medikation als zielgerichtete Therapie gegen bei

Expression von Her2 im Tumorgewebe [14].

IV. Risikofaktoren- /abschatzung

Schon sehr lange beschaftigt man sich mit der Frage nach Risikofaktoren flr eine
Brustkrebserkrankung. Epidemiologische Untersuchungen und retrospektive
Untersuchungen haben gezeigt, dald eine fruhe Menarche und eine spate
Menopause, Kinderlosigkeit oder ein hohes Alter bei Erstgebahrenden eine
signifikante Risikoerhdhung bedeuten. Viele Kinder zu bekommen, dies auch in
einem jungen Alter und moglicherweise auch alle Kinder bis zu einem halben Jahr zu
stillen, reduziert wohl mafgeblich die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken. Im
Gegensatz zu den hormonhaltigen Ovulationshemmern (Kontrazeptiva) bedeutet die
Hormonersatztherapie mit Ostrogenen und auch in Kombination mit Gestagenen, in
und nach den Wechseljahren ein zusatzliches Risiko [15]. Amerikanische
Untersuchungen haben in einer gro3angelegten Studie aufgezeigt, dass Ernahrung,
ausreichend Bewegung und gesunder Lebenswandel protektiv in Bezug auf die
Inzidenz und vermutlich auch vor einem Rezidiv sind. Alkohol und Nikotin, passiv
oder aktiv inhaliert, scheinen als allgemeines Kanzerogen eine Rolle zu spielen [16].
Ist das Brustdrusengewebe einer Frau sehr dicht und schwer zu beurteilen, oder
durch gutartige Veranderungen (Mastopathie, duktale Hyperplasie) larviert, ist eine
Vorsorge deutlich erschwert, die Inzidenz in diesem Kollektiv steigt ebenfalls.

Ein besonderes Augenmerk in der gynakologischen Anamnese liegt heute in der
Haufung von Brust- und Ovarialkarzinomfallen innerhalb einer Familie. Es konnten
namlich Brustkrebsgene (z.B. BRCA | & Il) nachgewiesen werden, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu den genannten gynakologischen Tumoren flhren. Eine
Mutation in BRCA | oder BRCA Il kann in 5 bis 10% der Brustkrebspatientinnen
nachgewiesen werden und spielt besonders im Risikomanagement von weiblichen
Nachkommen oder nahen Verwandten von Patientinnen eine Rolle [17].

Neben diesen mehr oder weniger harten Faktoren, die in der Vor- wie Nachsorge

eine Rolle spielen, gibt es inzwischen auch eine multifaktorielle Risikoeinschatzung

11
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anhand der, am Operationspraparat bestimmten Tumorcharakteristika. Sinn und
Zweck ist es hierbei, die Tumorbiologie und das personliche Risiko so zu
kombinieren, dass die Therapie in ausreichendem Malde eskaliert wird, ohne jedoch
unnaotige Morbiditat zu schaffen.

Die Intrinsischen Faktoren oder Subtypen stehen in keiner eindeutigen Beziehung zu
den 37 histologischen Faktoren die gemal® der WHO dem invasiven Karzinom

zugeordnet werden konnen.

Luminal A Luminal B LuminaI.E_'a Her2_ Triple negativ
Her2 negativ Her2 positiv | (non luminal) (basal-like)
ER positiv positiv positiv negativ negativ
PR positiv pos/neg pos/neg negativ negativ
Her2 negativ negativ positiv positiv negativ
Ki-67 <20 % >20%
Grading G1, G2 G2, G3 G2, G3 G2, G3 G1, G2, G3

Tab. 03: Intrinsische Subtypen

e Luminal —A und -B Typen sind beide Hormonrezeptor positiv, letztere kdnnen
jeweils Her2 positiv oder negativ sein, unterscheiden sich jedoch mal3geblich
in Rezidiv- und Metastasierungsrisiko.

e Her2 Typ, der eine Uberexpression dieses Rezeptors zeigt.

e Basal-like-Typ ist Her2 und Hormonrezeptor negativ und in bis zu 80% der

Falle dem triple-negativen Mammakarzinom gleichzusetzen.

Bei jedem dieser intrinsichen Subtypen ist eine andere adjuvante Therapie sinnvoll.
Luminal A Typen werden ausschlieRlich endokrin therapiert, zusatzlich dazu werden
die meisten Luminal B Typen chemotherapeutisch behandelt, ebenso wie die Her2
Typen die eine zusatzliche zielgerichtete Therapie erhalten. Die Triplenegativen
dagegen werden ausschlieldlich mit Zytostatika therapiert.

Man konnte somit sagen, dass die Verwendung dieser intrinsischen Faktoren als
Basis fur eine therapeutische Konsequenz ist, die auf der sinnvollen Interpretation
von pradiktiven und prognostischen Biomarkern basiert [18].

Im Bereich der prognostischen Grauzone, wenn die Indikation zur Systemtherapie
aufgrund der Tumorbiologie grenzwertig ist, und aufgrund des Alters (sehr jung / sehr

alt) oder von Komorbiditaten nicht leichtfertig gestellt werden sollte, kommen
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Genexpressionsprofile zum Einsatz. Die kommerziellen Tests Endopredict©,
MammaPrint©, Oncotype DX©, PAM50© messen Genexpressionssignaturen, vor
allem Ostrogenrezeptor-regulierte und proliferationsassoziierte Gene, die eine
prognostische Aussage bzw. Risikoeinschatzung beim Ostrogenrezeptor (ER)

positiven Mammakarzinom erlauben [19].

Bei primaren Mammakarzinomen ohne Lymphknotenbefall und mit einer maligen
Differenzierung der Tumorzellen (G2-) werden im Rahmen klinischer Priufungen auch
die beiden Proteine uPA und PAI-1 (Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ und
sein Inhibitor PAI-1) eingesetzt. Sie sollen zuklnftig als zusatzliche Prognosefaktoren
Uber das Rezidivrisiko Auskunft geben konnen. Im Rahmen der primaren OP oder
mittels Stanze wird Frischgewebe aus dem Tumor entnommen und untersucht.

Erhdhte Konzentrationen von uPA und / oder PAI-1 im Tumor korrelieren mit einem
ungunstigen Krankheitsverlauf, diese Patientinnen bendtigen und profitieren
moglicherweise von einer Chemotherapie. Tumore mit niedrigen Werten von uPA
und PAI-1 haben einen gunstigen Verlauf, diese Patientinnen bendtigen

dementsprechend keine Chemotherapie [20].
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lI. Ansatz dieser Arbeit — MRD (Minimal Residual Disease)

Jeder neue Ansatzpunkt in der Behandlung von Tumorerkrankungen muss sich erst
bewahren, und Ruckschlisse Uber eine positive Auswirkung ermoglicht erst ein
langerer Beobachtungszeitraum.

Mit Einfihrung des Mammographie-Screeings etwa sind die Brustkrebsdiagnosen im
Jahre 2005 rasant angestiegen. Sicherlich sind viele Tumore viel friher und in einem
prognostisch gunstigeren Stadium diagnostiziert worden, sicherlich kam es aber auch
zu einer gewissen Uberdiagnose und konsekutiven Uber-Therapie. Die sinkende
Mortalitatsrate in den vergangen 20 Jahren gibt dem Vorsorgeprogramm aber Recht,
denn Hand in Hand mit einer modernisierten Therapie hat sich die Prognose nun

deutlich verbessert.

Die TNM Klassifikation ermdglicht uns eine recht prazise Aussage uber die
Ausdehnung der Brustkrebserkrankung und ermoglicht damit, mit anderen Faktoren
zusammen, eine relativ sichere Auskunft Uber das Krankheitsstadium. Besonders
entscheidend fur die unmittelbare Therapie nach Erstdiagnose ist in diesem
Zusammenhang die Einschatzung bezuglich einer mdoglichen Filialisierung.
Metastasen, die bereits eine gewisse GrofRe erreicht haben, kann man sehr gut
mittels Bildgebung (Sonographie, Computertomographie, PET/CT) nachweisen oder
aber bis zu einem gewissen Grad ausschlielen. Es ist jedoch so, dass kleinste
Tumorresiduen, beispielsweise im peripheren Blut, Knochenmark oder anderen

Flassigkeiten nicht mit diesen Methoden dargestellt werden kénnen.

Ein pT1c Tumor kann eine Grofde von 10 mm bis 20 mm aufweisen. Bedenkt man,
dass der Tumor bei einem Durchmesser von 11 mm ein Volumen 0,6 cm® hat, ist
dies noch prognostisch gut und eine Filialisierung eher unwahrscheinlich. Bei einem
Durchmesser von 19 mm handelt es sich aber bereits um ein Tumorvolumen von 4,5
cm®. Kommt nun eine ungiinstige Tumorbiologie hinzu, so ist von einer bereits
stattgehabten Metastasierung auszugehen die man aber moglicherweise in der
Bildgebung nicht oder noch nicht sieht.

Kann nun neben dem etablierten Staging auch eine valide Aussage Uber
Tumorresiduen im Blut und Knochenmark getroffen werden, ermdglicht das eine
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noch bessere Risikoeinschatzung und erlaubt zusammen mit den neuen Biomarkern

eine adaquatere Therapieentscheidung.

Einzelzellen, die sich vom Primartumor loslésen und sich Gber das Blutgefalisystem
oder die Lymphe im Korper verteilen, werden als zirkulierende Tumorzellen (CTC's)
bezeichnet [21]. Diese Zellen werden zur disseminierten Tumorzellen (DTC’s), wenn
sie in das Knochenmark ubergehen und dort nachweisbar sind [22-27].

Diese im Korper auch nach operativem Vorgehen noch bestehende Resterkrankung,

die bildmorphologisch nicht fal3bar ist, nennt man MRD (minimal residual disease).

Bereits im Jahre 1869 hat Thomas Ashworth [28] bei einem Patienten, der an einer
metastasierten Tumorerkrankung verstorben war, Tumorresiduen im Blut
nachgewiesen. Retrospektive Analysen haben gezeigt, dass das Auftreten von
CTC's bei Tumoren epithelialen Ursprungs mit einer schlechteren Prognose [21, 29]
und einem verkirzten Gesamtiberleben (OAS) einhergehen [30-34]. Diesen Daten
ist es geschuldet, dass das Auftreten von CTC’s im Blut und DTC’s im Knochenmark
bereits im internationalen Tumorstagingsystem [35, 36] bertcksichtigt wurde.
Patienten die weder klinisch noch bilddiagnostisch Anhalt auf eine Filialisierung
haben, jedoch CTC’s oder DTC’s nachgewiesen werden konnten, sind gemal des
7th AJCC Breast Cancer Staining Manual, nicht mehr als MO zu werten. Hierbei

kommt aber nicht die Nomenklatur ,M1“ zur Anwendung, sondern M(i+) [37].

l. Nachweismethode fur zirkulierende Tumorzellen (CTC’s) / disseminierte
Tumorzellen (DTC’s)

Die Gewinnung von Proben aus dem Knochenmark (DTC’s) ist vergleichbar mit der
Gewebsbiopsie aus anderen Organen. Es handelt sich hierbei um eine invasive
Untersuchung, die, wenn nicht in Vollnarkose im Rahmen der Tumoroperation auch
unter Lokalanasthesie als sehr unangenehm und schmerzhaft empfunden wird, und
darum nur im Rahmen klinischer Untersuchungen eingesetzt werden kann [38]. Im
Gegensatz dazu ist der Nachweis von CTC’s im peripheren Blut gut mit einer

Routineblutabnahme kombinierbar. Jedoch ist die Detektion der CTC's aufgrund des
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ungunstigen Verhaltnisses zwischen Tumorzellen und anderen Blutzellen (1 auf

1057 Zellen) [39] technisch schwierig.

Bis heute gibt es nur eine gut etabliete und von der amerikanischen
Zulassungsbehorde (FDA) genehmigte Methode zur Detektion von zirkulierenden
Tumorzellen beim metastasierten Brustkrebs. Mit Hilfe einer immunomagnetischen
Anreicherung und Farbung von speziellen Markern an der Zelloberflache von
epithelialen Zellen kénnen mit dem CellSearch® System der Firma Veridex LLC
(Veridex Web Page) CTC’'s mit hoher Spezifitat und Reproduzierbarkeit
nachgewiesen werden [40-42].

Die meisten anderen bekannten Methoden zur Diagnostik zirkulierender Tumorzellen
nutzen den Oberflachenmarker EpCAM [38, 43].

So spielt in der aktuellen CTC Forschung der Adna-Test [44], das Auto- MACS
(magnetic activated cell sorting) system, die CTC Chip Technologie [44-48], und die
Anreicherung epitelialer Zellen mittels Dynabeads® eine entscheidende Rolle neben
dem CellSearch® system. Eine andere Moglichkeit zur Anreicherung von
Tumorzellen aus Blutproben stellt die Entfernung der Leukozyten mit Hilfe eines
Antikorpers gegen den Pan-Leukozytenmarker CD45 dar. Diese Methode findet in
der Dynabeads® CD45-Technik (Invitrogen), OMS und RosetteSep-Applied Imaging
Rare Event (RARE) System [49] Anwendung.

Man kann CTC’s und DTC's aber auch durch ihre, von normalen Blutzellen stark
verschiedene Grofde anreichern bzw. isolieren, was die Grundlage der Membran
Microfilter und in der FAST Cytometry (FACS) [50] ist.

Vor kurzem wurde eine neue Methode das “CTC-iChip” publiziert die es mdglich
machen soll CTC’s unabhangig von Tumor- Oberflachenepitopen sehr spezifisch zu
detektieren [51].

All diese Methoden, das CellSearch© System eingeschlossen, missen aber noch in
grofien klinischen Studien ihre klinische Relevanz belegen, vor allem da sie auch mit
einem grof3en personellen und finanziellen Aufwand verbunden sind [52].
Abschlielend ist noch zu erwahnen, dass die Erforschung von CTC’s und DTC's in
den nachsten Jahren durch das, noch in Entwicklung befindliche, Feld der cfDNA
(cell free DNA) Analysen bereichert werden wird, das uns mdglicherweise neue und

bisher noch nicht bekannte Einblicke in die Krebsforschung ermdoglicht [53, 54].
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II. Methodischer Ansatz dieser Forschungsarbeit

Diese Arbeit greift die molekulare Dektektion von CTC's mit Hilfe der hoch sensiblen
Real-Time PCR auf, die auch im bereits erwahnten Adna-Test [44] Anwendung
findet. Hierbei wird ausgenutzt, dass zirkulierende Tumorzellen epithelialen
Ursprungs sind und aus diesem Grund andere Genepressionsmuster aufweisen als
die umgebenden Blutzellen, die mesenchymalen Ursprungs sind [55]. CTC-positive
Blutproben haben somit fir einige Gene eine andere Genexpression als Blut
gesunder Patienten (Negativkonrolle) bei denen keine CTC’s nachgewiesen werden
konnen.

Die Real-Time PCR ist eine Variante der Polymerase-Ketten-Reaktion, in der die
Amplifikation eines bestimmten Gens durch einen Anstieg der Fluoreszenz wahrend
der PCR Reaktion gemessen werden kann. Sogenannte Reporter Molekile (z.B. der
interkalierende DNA-Farbstoff Sybr-Green) werden dafur der Reaktion beigegeben
und wahrend dem Ablauf der PCR-Reaktion in das neue entstehende DNA-Molekdl
eingebaut, und ergeben dadurch ein Fluoreszenz-Signal [56]. Um die Ergebnisse der
Real-Time PCR statistisch auszuwerten gibt es die Moglichkeit der absoluten und
relativen Quantifizierung. Fur die absolute Quantifizierung muss im Vorfeld eine
Standardkurve erstellt werden, die sehr arbeitsaufwendig aber fur die Auswertung
unabdingbar ist. Fur die relative Quantifizierung bendtigt man lediglich eine
Referenzprobe, meist ein sog. ,housekeeping gene“ wie GAPDH oder beta-Aktin,
das in der PCR-Reaktion mitlauft und ubiquitar hoch exprimiert ist [57]. Gegen die,
von diesem Gen emittierte Fluoreszenz wird die Fluoreszenz des zu untersuchenden
Gens normalisiert.

Ist nun so ein Zielgen (target gene) hoch exprimiert, steigt die Zahl der amplifizierten
DNA Fragmente rasch an. Das Fluoreszenz Signal steigt somit auch sehr schnell und
erreicht den Schwellenwert schneller, als bei Genen die nicht so stark exprimiert
sind. Die Anzahl der PCR Zyklen, die nétig sind, bis ein Gen den Schwellenwert
erreicht nennt man Ct-Wert. Ein kleiner Ct-Wert steht also flir ein hoch exprimiertes
Gen. Der Ct-Wert des Zielgenes wird mit Hilfe des Ct-Wertes des Referenzgens
normalisiert. Der sich aus dieser Zuordnung ergebende Betrag nennt sich ACt-Wert
und wird wiederum in Bezug zu einer Kontrollprobe gesetzt. Daraus ergibt sich dann
der AACt-Wert der, die Grundlage fir die relative Quantifizierung (RQ) ist, die mit
Hilfe der, von Livak et al. verdffentlichten Formel 272! berechnet werden kann [58].
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Ist dieser Wert >1 ist das untersuchte Gen in Bezug auf eine Kontrolle hochreguliert,

ist es <1 dann hat es eine niedrigere Expression als das Kontrollgen.

SYBR Green

1ol

|

Abb.02: Schematischer Ablauf der Sybr-Green basierten Real-Time PCR.

‘wml -
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Eine noch sensiblere Variante der Real-Time PCR ist die TagMan PCR [59] die von
der Cetus Corporation (Berkeley, CA, USA) im Jahre 1991 entwickelt wurde. Das

Besondere an der TagMan PCR ist, dass auler den beiden genspezifischen Primern

der Reaktion noch eine weitere, ebenfalls genspezifische Sonde hinzugeflgt wird,

die an einem Ende ein sog. ,Reporter‘- am anderen Ende ein ,Quencher‘-molekdl

tragt. Sind beide Molekule an der TagMan Sonde gebunden wird Uber Fluoreszenz-

Resonanz-Energie-Transfer (FRET) die Fluoreszenz des Reporters durch den

Quencher unterdruckt. Bindet diese Sonde jedoch an die komplementare

Zielsequenz und lauft die PCR-Reaktion ab, wird durch die 5-3' Exonuclease-

Aktivitat der Polymerase der Reporter entfernt, beginnt zu leuchten und die

Fluoreszenz wird dann vom Real-Time PCR Gerat aufgezeichnet. Ahnlich wie

TagMan-Sonden  funktionieren auch z.B. Molecular Beacon

ho
AN
. .\ f'.
RERRRRRRARARAE
Denaturation
LLRbr et
hw

FAWANAS .\ /.
Annealing = -
Jlll |||| [ENENN HINENENN

hw
AN TS
rT

oxenson 1 AR
LLI I LLLLLLLL

Abb. 03: Der Ablauf einer Real-Time PCR mit TagMan®-Sonde

Primer.
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Abb. 04: Molecular Beacon Sonden

lll.  Markergene fir die CTC Detektion

In dieser Arbeit wurden fur die TagMan® PCR sechs Markergene verwendet, die
nach eingehender Literaturrecherche, in Brustkrebszellen hochreguliert zu sein
scheinen. Um sicher zwischen Blutzellen und zirkulierenden Tumorzellen
unterscheiden zu koénnen, wurden die, nur auf epithelialen Zellen exprimierten
Cytokeratin -8, -18 und -19 Gene (CK8, CK18, CK19) verwendet, die auch in der
immunozytochemischen Farbung (APAAP — Farbung) routinemalig in der
Tumordiagnostik Einsatz finden [60, 61]. Als weitere Mammakarzinommarker wurde
Mammaglobin (MGL) ausgewahlt das ausschliel3lich in der reifen Brustdrise gebildet
wird und im Tumor hochreguliert ist [62]. Synuclein gamma, oder auch Breast
Cancer Specific Protein (BCSP) genannt, ist bei ausgedehtem Tumorgeschehen mit
Infiltration des umgebenden Gewebes besonders stark exprimiert und wird auch als
Marker flur Tumorrezidive und Metastasenbildung in der Literatur beschrieben [63-
66]. Die klinische Relevanz dieses Markers liegt in der Tatsache, dald BCSP
positive/BCSP hochregulierte Zellen eine gewisse Chemotherapieresistenz, im

Speziellen gegen Taxane aufweisen [67, 68]. Der sechste Marker ist c-erbB2 (Her2),
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dieses Oberflachenprotein wird in 20% aller Brustkrebstumore exprimiert und ist mit
einem prognostisch deutlich schlechteren Tumorgeschehen verbunden [69-71]. Her2
bietet jedoch auf der anderen Seite mit Hilfe spezifischer monoklonalen Antikdrpern
auch einen sehr guten und inzwischen etablierten therapeutischen Ansatz und hat
darum in der CTC Detektion ebenfalls einen direkten klinischen Bezug [72-74]. In
neueren Publikationen bezlglich seiner Verwendung in der Real-TimePCR zeigte
dieser Marker aber auch eine Verbesserung in Sensitivitdt und Spezifitat der CTC

Erkennung, aber auch in der Pradiktion [75, 76].

IV. Zielsetzung dieser Forschungsarbeit

Tumorresiduen im Blut und Knochenmark von Brustkrebspatienten sind, wie bereits
eingehend beschrieben, seit einiger Zeit im Fokus der Brustkrebsforschung.
Untersuchungen bei adjuvanten Brustkrebspatienten ohne Fernmetastasen haben
das Vorkommen von zirkulierenden Tumorzellen (CTC’s) im peripheren Blut und
disseminierten Tumorzellen (DTC’s) im Knochenmark gezeigt. Leider lassen sich
Residuen mit den heute etablierten Methoden nur schwierig und mit groRem
finanziellem und personellem Aufwand nachweisen. Die Diagnose ,Micro-Metastase*
im Blut konnte uns aber helfen, das systemische Risiko der Patientin sofort richtig
einzuschatzen und ggf. die Therapie richtigerweise mit einer neoadjuvanten
Chemotherapie noch vor der Tumoroperation zu beginnen. Ist es moglich, valide und
zuverlassig diese Residuen zu detektieren, ware damit neben der primaren
Risikoeinschatzung moglicherweise auch ein Therapiemonitoring und eine

Verlaufskontrolle in der Nachsorge maglich.

Aus diesem Grund beschaftigt sich diese wissenschaftliche Arbeit mit der Frage, ob
CTCs aus Blutproben von Brustkrebspatientinnen mittels Real-Time PCR
nachgewiesen werden konnen. Nebst der erhofften Spezifitat und Sensitivitat ware
dies eine kostengunstige Methode, da die dafur notwendige apparative Ausstattung
in jedem groleren Forschungslabor einer medizinischen Einrichtung vorhanden sein
musste.

Fur diese Untersuchung wurde peripheres Blut von adjuvanten und metastasierten

Brustkrebspatientinnen im Rahmen der geplanten Brustkrebsoperation entnommen
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und die Expression bestimmter Markergene mit Hilfe der Real-Time PCR untersucht.
Die Genexpressionsmuster der Tumorpatienten wurden mit Blutproben von 20
gesunden Probanden (Kontrollgruppe) verglichen. Der Gedanke hinter diesem
Projekt ist, durch den Vergleich zwischen drei Probandengruppen eine
Markersignatur zu finden mit der man nicht nur sicher CTC’s mittels Real-Time PCR

detektieren, sondern auch noch einen klinischen Bezug herstellen kann.
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II.  Material und Methoden

Zur Messung der Expression bestimmter Markergene  musste zunachst die
entsprechende Zellfraktion Uber Dichtegradientenzentrifugation angereichert
werden, daraus die RNA isoliert und Uber Reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben werden. Fur einige der zu untersuchenden Gene wurde dann
zunachst eine Nested PCR durchgefuhrt und die daraus resultierenden PCR-
Produkte in die Real-Time PCR eingesetzt, die anderen Gene wurden ohne
Zwischenschritt in die Real-Time PCR eingesetzt. Fur diese Gene wurden
kommerziell erworbene TagMan® Primer verwendet, fur die Gene, die mit Nested
PCR vorbehandelt wurden, wurden selbst erstellte Sonden verwendet. Die

Auswertung erfolgte Uber die, dem Real-Time PCR-Gerat zugehorigen Software.

I. Blutproben & Anreicherung der Leukozyten

Zunachst musste von der Ethikkommission der LMU Munchen die Erlaubnis zum
Sammeln der Blutproben von Patientinnen der Klinik und Poliklinik fur
Frauenheilkunde und Geburtshilfe eingeholt werden. Ein entsprechender Antrag (s.
IX.) und ein dementsprechendes Aufklarungsschreiben fur die Patientinnen wurden
bei der Ethikkommission eingereicht und dem Antrag wurde statt gegeben. Das
Ethikvotum tragt die Kennziffer LMU 148-12.

Material:
e EDTA-RGhrchen
o Butterfly, Stauschlauch, Alkohol, Sterile Tupfer
e PBS
e 50ml Falcon Réhrchen
e Histopaque 1077
e Tischzentrifuge
e Glaspipetten
e Pipettierhilfe
e -80°C Gefrierschrank
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Methode:

Von 20 gesunden Probanden, 14 adjuvanten und 11 metastasierten
Brustkrebspatientinnen wurden, nach Unterschreiben der Einverstandniserklarung
des Ethikvotums, 20ml Blut in EDTA-ROhrchen abgenommen. Das Blut eines
Probanden bzw. einer Patientin wurde dann in einem 50 ml Falcon Ro&hrchen
vereinigt, mit PBS auf ca. 30 ml aufgefullt und vorsichtig, um die Vermischung der
Phasen zu vermeiden, Uber 20 ml Histopaque geschichtet. Die Réhrchen wurden bei
400x g 25 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dabei trennen sich die Bestandteile
des Blutes entsprechend ihrer Dichte, es bildet sich der sog. Buffy Coat, der die
Leukozyten und auch die mdglicherweise vorhandenen CTCs, beinhaltet. Der Buffy
Coat wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Falcon Roéhrchen Uberfuhrt, mit
PBS aufgefillt und bei 250 x g 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und somit
gewaschen. Der Uberstand tber dem Zellpellet wurde verworfen und das Pellet in
PBS geldst, dann wurde der Waschschritt wiederholt. Nach dem zweiten Waschen
wurde das Pellet Uber Kopf getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

[I. RNA Isolierung

Die RNA Isolierung erfolgt nach der Methode einer Phenol-Chloroform Extraktion. Mit
Hilfe des Reagenzes Trizol werden die Zellen aufgebrochen, Proteine ausgefallt und
die Ubrigen Zellbestandteile abgetrennt. In Losung bleibt die Gesamt-RNA der
eingesetzten Zellen. Diese kann dann durch die Zugabe von Isopropanol gefallt und
mit Ethanol gewaschen werden. So aufbereitet kann sie fir weitere Experimente
verwendet werden, zuvor muss jedoch photometrisch die RNA-Menge und ihre
Reinheit gemessen werden und mittels denaturierender Formaldehyd-Agarosegel

Elektrophorese Uberpruft werden, ob die RNA durch die Isolierung degradiert wurde.
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1. RNA-Isolierung

Material:
o Zellpellet
e Trizol LS
e Eppendorf-Tubes
e Chloroform
e Tischzentrifuge
¢ Pipetten und Pipettenspitzen
e Isopropanol
e Glycogen
e 75% Ethanol
e DEPC-behandeltes Wasser
e -20°C Gefrierschrank

Methode:

Das Zellpellet, das aus der Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und bei -80°C
gelagert wurde wird auf Eis auftauen gelassen. Dann wurde das Zellpellet in 1 ml
Trizol LS gel6st, in Eppendorf-Tubes uberfuhrt, 0,2 ml Chloroform dazu gegeben und
gut gemischt. Nach einer kurzen Inkubation der Losung auf Eis wurde nochmals gut
gemischt und bei 12.000x g 15 min bei 4°C zentrifugiert. Danach konnte man in den
Tubes drei Phasen erkennen, von denen die obere, klare Phase mit einer Pipette
vorsichtig abgenommen wurde und in ein neues Eppendorf-Tube, in dem bereits 0,5
ml Isopropanol und 2,5 ul Glycogen vorgelegt worden waren, Uberfuhrt. Die Losung
wurde nochmals gut gemischt und bei -20°C Uber Nacht gelagert. Am nachsten Tag
wurden die Réhrchen bei 12.000 x g 10 min. bei 4°C zentrifugiert um die RNA
auszufillen. Der Uberstand (iber dem, oft schlecht sichtbaren, RNA Pellet wurde
vorsichtig entfernt und das Pellet zweimal durch Zugabe von 1 ml kaltem 75%
Ethanol und Zentrifugation bei 12.000 x g 10min bei 4°C gewaschen. Nach dem
letzten Waschen wurde der Alkohol moglichst vollstandig entfernt, das Pellet an der
Luft getrocknet und dann in 20 yl DEPC-behandeltem Wasser geldst. Die RNA kann
dann bis zur weiteren Verwendung bei -20°C, besser -80°C gelagert werden.
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2. Messung der RNA Konzentration und Reinheit

Material:

RNA-Proben

Wasser zum Kalibrieren des Gerates
Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen

Methode:

Mit Hilfe eines Photometers (Modell Nanodrop, Fa. Implen, Mianchen) wurde die

Konzentration der isolierten RNA bestimmt. Dazu werden 4 uyl der RNA in den

Applikator des Gerates pipettiert und die Messung gestartet. Das Gerat wurde vorher

mittels einer Leerprobe (Wasser; generell: Losungsmittel der RNA) kalibriert. Aus der

optischen Dichte der jeweils zu messenden Probe bei 260 nm kann dann die

Konzentration der Probe berechnet werden. Der Quotient aus den optischen Dichten
der Probe bei 260 nm und 280 nm gibt die Reinheit der RNA von Proteinen an.
Dieser Wert sollte bei 1,7 bis 1,9 liegen, um die Probe fur weitere Experimente

einsetzen zu konnen.

3. Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese

Material:

Ca. 1 uyg RNA in max. 2,2 ul Volumen
Agarose

10 x MOPS Puffer

Formaldehyd (37%)

Gelkammer /-schlitten /-kamm
Spannungsgeber

Formamid
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e Sybr Green(1:100 in DMSO)
e Auftragspuffer

e Geldok-System

e Heizblock

e Pipetten

e Pipettenspitzen

Methode:

0,6 g Agarose wurden in 43,5 ml Wasser aufgekocht, auf Handwarme abgekuhlt, 5
ml 10 x MOPS und 1,5 ml Formaldehyd zugegeben und in den Gelschlitten (mit
Kamm) gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt und das
Gel bis zur Verwendung in Laufpuffer (= 1 x MOPS) aufbewahrt. Die RNA-Proben
wurden folgendermalien vorbereitet: Die RNA wurde mit 5 pyl Formamid, 1,7 ul
Formaldehyd und 5 pl 10x MOPS versetzt. Dann wurde 1 pl Sybr Green zugegeben
und die Mischung 15 min. auf 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde noch 1 ul
Auftragspuffer zugegeben und die Mischung in die Taschen des Gels eingefullt. Das
Gel lauft bei 45 V und 100 mA ca. 1 Stunde. In dieser Zeit muss der Lauf 2-3 mal
kurz unterbrochen und der Puffer aus beiden Seiten der Gelkammer vermischt
werden, um die Bildung eines zu starken pH-Gradienten zu verhindern. Nach dem
Lauf kann das Gel sofort fotografiert werden. Ist die RNA nicht degradiert und damit
fur weitere Experimente brauchbar, sieht man im Gel zwei deutliche Banden, die von
der 18S rRNA und der 28S rRNA stammen, wobei die obere Bande (28S rRNA) in
etwa doppelt so dick sein soll wie die untere (28S rRNA). Verlaufen die Banden zu

stark wird von einer weiteren Verwendung der RNA abgesehen.
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lll.  Reverse Transkription

Mit Hilfe der Reversen Transkription wurde die RNA in Erststrang-cDNA
umgeschrieben. Dafur wurde ein Kit der Firma Invitrogen verwendet (Super Script™
Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR), das bereits alle notwendigen
Reagenzien enthalt: Der ,Enzym-Mix* enthdlt die SuperScript™ Reverse
Transkriptase, die eine Abwandlung der M-MLV Reversen Transkriptase darstellt,
jedoch hitzebestandiger ist und in ihrer RNase Aktivitat reduziert wurde [77, 78], und
einen RNase Inhibitor, der die Degradation der RNA wahrend der Umschreibe
Reaktion verhindert. Der ,Reaction Mix“ enthalt die notwendigen Primer,
hauptsachlich Oligo(dT)zo Primer, die an das Poly-A Ende der mRNA binden und
somit sicherstellen, dass nur die mRNA umgeschrieben wird. Zu einem wesentlich
geringeren Prozentsatz waren auch Random-Hexamer-Primer enthalten, die fir den
Fortgang der Reaktion wichtig sind. Weiterhin enthalt der ,Reaction Mix“ MgCl, als
Stabilisator fur die Reverse Transkriptase und natlrlich dNTPs. Als weitere
Komponente ist in dem Kit noch eine E.coli RNase H enthalten, die nach Ende der

eigentlichen Umschreibereaktion zugegeben wird und cDNA:RNA Dimere abbaut.

Material:
e Isolierte RNA (5 pg in max. 8 pl)
e Super Script™ Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR-Kit
e Pipetten
¢ Pipettenspitzen
e Hotblock: 25°C, 42°C, 85°C, 37°C

Methode:

Zur isolierten RNA wurden 10 pul des ,Reaction Mixes® und 2 ul des ,Enzyme Mixes*
gegeben und das Reaktionsvolumen auf 20 pl mit DEPC-behandeltem Wasser
eingestellt. Die Mischung wurde 10 min. bei 25°C und anschlielRend 50 min. bei
42°C inkubiert. Danach wurde die Reverse Transkriptase durch Inkubation bei 85°C
fur 5 min. denaturiert und der Ablauf der Reaktion damit gestoppt. Die Proben

wurden kurz auf Eis gestellt, dann wurde die RNase H zugegeben und die
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Reaktionsansatze nochmals 20 min. bei 37°C inkubiert. Die cDNA kann dann bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.

IV. Nested PCR

Bei der sog.“nested® PCR handelt es sich um eine hochspezifische Form der
Polymerase-Kettenreaktion. Daflr sind zwei getrennte PCR Reaktionen nétig: In der
ersten PCR werden Primer, die spezifisch fur das zu amplifizierende Gen sind,
verwendet. In der nachfolgenden Reaktion werden dann Primer eingesetzt, die
innerhalb des bereits amplifizierten Bereichs der ersten PCR liegen. In der hier
nachfolgend beschriebenen Reaktion wurden in der zweiten Reaktion Primer
eingesetzt, die zusatzlich eine TagMan Sonde fur den Real-Time-PCR Nachweis
haben. Mit Hilfe der Nested PCR kdnnen somit Gene bzw. Genprodukte
nachgewiesen werden, die in geringer Anzahl im Vergleich zum gesamten

Reaktionsansatz vorhanden sind.

Material:
e cDNA aus der Reversen Transkription
Primer gegen CK8, CK19 und BCSP (s. Tabelle 1)

¢ Nuclease-freies \Wasser

e PCR Mastermix (Promega)
e Eppendorf Mastercycler
e Pipetten

e Pipettenspitzen

Methode:

Zu 1 ul der vorbereiteten cDNA wurde 1 ul der Primer, 10,5 pl nuclease-freies
Wasser und 12,5 pl des PCR-Mastermixes gegeben. Die Proben wurden in dem
Eppendorf Mastercycler inkubiert, der Verlauf der PCR ist in Tabelle 2 dargestellt.

Das PCR-Produkt wurde bis zur weiteren Verwendung auf -20°C gelagert.
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Gen Forward Primer Reverse Primer
CK8 5'-cgtcaagctgctggac-3' 5'-aggctgtagcggccgg-3'
CK19 5'-gcctggttcaagecgg-3' 5'-ctcctgattcecgcete-3'
BCSP 5'-acactgtgtggccaagac-3' 5'-ccactctgggtctgcc-3'

Tab. 04: Primer fiur die nested PCR

Schritt Parameter Anzahl Zyklen
1 98°C, 30sec 1
98°C, 15sec
2 57°C, 30sec 34
72°C, 2min
3 72°C, 5min 1

Tab. 05: Verlauf der PCR Reaktion

V. Real Time PCR

Mit Hilfe der Real Time PCR wird, sowohl relativ als auch absolut, die Menge eines
DNA- Abschnittes in einer nucleinsaurehaltigen Losung bestimmt. Dabei werden
wahrend der Amplifikationsreaktion Partikel in die neu synthetisierte DNA eingebaut,
die dann fluoreszieren. Der Anstieg der Fluoreszenz, der somit proportional zur
Menge an synthetisierter DNA ist, wird bei jedem Zyklus der PCR aufgezeichnet. Aus
den so generierten Daten wurden Rulckschllsse Uber die anfangs vorhandene DNA-

Menge gezogen.

Hier wurde eine besondere Form der Real-Time PCR verwendet, die TagMan PCR.
Hierzu liegen die fluoreszierenden Molekule, die in die DNA eingebaut werden
konnten nicht im Reaktionsansatz vor, anstatt dessen enthalt der Ansatz auf3er den
genspezifischen Primern fur das zu untersuchende Gen noch eine sog. Hydrolyse-
oder TagMan Sonde. Auch diese zusatzliche Sonde ist spezifisch flr das zu
untersuchende Gen und ist an zwei Molekule gekoppelt: den “Reporter” und den
»,Quencher’. Dabei handelt es sich bei dem Reporter um ein Molekll mit
Fluoreszenzeigenschaften, die Fluoreszenz wird aber vom Quencher-Molekil
unterdrtickt. Erst wenn die Sonde an die geeignete Stelle in der DNA bindet, wird

durch die 5°-3'Exonuclease-Aktivitat der Tag-Polymerase das Reporter-Molekul
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abgespalten und beginnt zu fluoreszieren. Somit wird mit der TagMan PCR eine noch

hdhere Spezifitat erreicht, als mit der herkdmmlichen Real-Time PCR.

Die kommerziell erworbenen TagMan-Primer haben laut Herstellerangaben eine
PCR-Effizienz von 100% % 10%, flr die selbst designten Primer musste die PCR-

Effizienz mit Hilfe einer Standardkurve bestimmt werden.

1. Messunqg der PCR-Effizienz

Material:
¢ Nested PCR Produkt; Verdinnungsreihe
e Selbst designte Primer (CK8, CK19, BCSP, B2M)
e 96-Well Real Time PCR Platte
e TagMan PCR Mastermix
e PCR-Wasser
e Abdeckfolie fur die Real Time PCR Platte
e Pipetten
¢ Pipettenspitzen
e 7500 Fast Real Time PCR Gerat

Methode:

Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine absolute Quantifizierung der
Genexpression durchgefuhrt. Dabei wurden in die Real-Time PCR Platte fur jedes
zu untersuchende Gen 1 ul von Verdinnungen des Ausgangsmaterials (nested PCR-
Produkt) Uber 5 Zehnerpotenzen gegeben (also unverdinntes nested PCR-Produkt,
1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000 verdunntes nested PCR-Produkt). Dazu wurden 1 pl
des jeweiligen Primers (s. Tabelle 4), 8 yl PCR-Wasser und 10 pl des TagMan
Mastermixes pipettiert, die Platte mit der Abdeckfolie abgedeckt und im Real Time
PCR Gerat analysiert. Aus den von der Software ausgegebenen Kurven werden in
Microsoft® Excel™ Eichkurven erstellt, mit deren Hilfe dann auch die PCR Effizienz

errechnet werden konnte.
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2. Durchfuhrung der Real-Time PCR

Material:
o Vorbereitete cDNA bzw. Nested-PCR-Produkt
¢ Non-Template und —RT Kontrollen
e 96-Well Real Time PCR Platte
e Kommerzielle TagMan Primer (CK18, Her-2, MGL, GAPDH)
e TagMan PCR Mastermix
e PCR-Wasser
e Selbst designte Primer (CK8, CK19, BCSP, B2M)
e Abdeckfolie fur die Real Time PCR Platte
e Pipetten
¢ Pipettenspitzen
e 7500 Fast Real Time PCR Gerat

Methode:

Die Real-Time PCR Reaktionen wurden fur jedes Gen in vierfacher Ausflhrung
durchgefiihrt. Zunachst wurde 1 pl der hergestellten cDNA bzw. des Nested PCR
Produktes in die entsprechenden Vertiefungen der 96-Well Platte gegeben. Dazu
wurden 1 ul des jeweiligen Primers (s. Tabellen 06 und 07), 8 ul PCR-Wasser und 10
pMl des TagMan PCR Mastermixes gegeben. Fir das Referenzgen B2M wurde
dieselbe Mischung, jedoch mit einem FAM-Tamra Primer Mix verwendet. Nachdem
alle Wells der Platte befullt worden waren, wurde die Platte mit der Abdeckfolie
versiegelt und die Proben im Real Time PCR Gerat analysiert. Daflr wurde das in
Tabelle 08 dargestellte Programm verwendet. Die Fluoreszenz wird von dem Gerat
bei jedem PCR Zyklus gemessen und von der zugehérigen Software (SDS V. 1.3.1)
dargestellt. Fur die Negativkontrollen (Non-Template Kontrolle, -RT-Ansatz) ergaben

sich keine Fluoreszenzsignale.
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Gen Bezeichnung (ABI)
CK 18 Hs_01920599 gH
Her-2 Hs_00170433_m1
MGL Hs_00419570_m1

GAPDH Hs_99999905_m1

Tab. 06: kommerziell erworbene TagMan Primer (Applied Biosystems)

Gene Forward Primer Reverse Primer TagMan Sonde
B2M 5'-ggccgagatggctcecg-3' 5'-gatgaaaccccatagc-3' 5'-aggctatccagattca-3'
CK8 5'-cctacaggaagctgga-3' 5'-gctcagaccaatagcc-3' 5'-ggagagccggggagtc-3'

CK19 5'-ccgaggttacacctgc-3' 5'-gatcagcgccgatatg-3' 5'-ctgagcatgagctgcc-3'

BCSP 5'-ggagaacatcgtcacc-3' 5'-ggatgcctcactcctg-3' 5'-tgcgcaaggagaggcec-3'

Tab. 07: selbst designte TagMan Primer

Schritt Parameter Anzahl Zyklen
1 95°C, 20sec 1
5 95°C, 3sec 40
60°C, 30sec

Tab. 08: Ablauf der Real Time PCR

VI. Auswertung

Die erhaltenen Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe der SDS-Software ausgewertet.
Das Programm berechnet die CT-, ACT-, AACT-Werte und ermittelt daraus die Werte
der relativen Genquantifizierung nach der 2T Formel [58]. Die so gewonnenen

ITM

Daten wurden dann exportiert und in Microsoft® Exce entsprechende Graphiken

daraus erstellt.

Gene werden dabei als hochreguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe bezeichnet,
wenn ihr relativer Genexpressionswert (RQ) >1 , als herabreguliert wenn der RQ-

Wert <1 ist.
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VIl. Chemikalien, Gerate, Verbrauchsmaterial

Chemikalie Hersteller Firmensitz

Agarose Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
Auftragspuffer New England Biolabs Inc. Ipswitch, Massachusetts, USA
Chloroform p.a. Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
DEPC-H,0O Invitrogen Carlsbad, Kalifornien, USA
Ethanol p.a. Mallinckrodt Baker B.V. Deventer, Niederlande
Formaldehyd Sigma-Aldrich Corporation St. Louis, Missouri, USA
Formamid Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg, Deutschland
Glycogen Invitrogen Carlsbad, Kalifornien, USA

Histopaque-1077

Sigma-Aldrich Corporation

St. Louis, Missouri, USA

Isopropanol p.a.

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

MOPS

Sigma-Aldrich Corporation

St. Louis, Missouri, USA

Nested-PCR Primer

Eurofins MWG Operon

Ebersberg, Deutschland

Nuclease-freies Wasser Invitrogen Carlsbad, Kalifornien, USA
PBS ohne Ca”" Mg*" Biochrom AG Darmstadt, Deutschland
PCR-Mastermix Promega

Real-Time Primer

Eurofins MWG Operon

Ebersberg, Deutschland

SuperScript lll First Strand

Synthesis Super Mix for Invitrogen Carlsbad, Kalifornien, USA
gPCR
Sybr Green Invitrogen Carlsbad, Kalifornien, USA

TagMan Fast Universal PCR
Mastermix (2x), No AmpErase
UNG

Applied Biosystems

Carlsbad, Kalifornien, USA

TagMan Gene Expression
Assays

Applied Biosystems

Carlsbad, Kalifornien, USA

Trizol LS

Ambion

Carlsbad, Kalifornien, USA

Tab. 09: Chemikalien
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Firmensitz

Gefrierschrank -20°C

Bosch Cooler

Robert Bosch GmbH

Gerlingen,
Deutschland

Gefrierschrank -80°C

Hera Freeze

Thermo Electron
Corporation

Waltham,
Massachusetts, USA

Geldokumentations-
System

GelDok XR+

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Miinchen, Deutschland

Gelkammer und

Agagel Standard

Biometra GmbH

Goettingen,

Zubehor Deutschland
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Minizentrifuge Centrifuge 5415 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
PCR-Gerat Mastercycler Gradient | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Photometer Nanodrop Implen Minchen, Deutschland
Pipetten Finnpipette F2; Thermo Fisher Waltham,

Volumina:
1-10ul,
10-100ul,

100-1000pl

Scientific

Massachusetts, USA

Pipettierhilfe

Accu-jet® pro

BRAND GmbH & Co
KG

Wertheim, Deutschland

Real Time PCR Geréat

7500 Fast Real Time
PCR System

Applied Biosystems

Carlsbad,
Kalifornien,USA

Spannungsgeber

Consort E815

Biozym Scientific
GmbH

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Tischzentrifuge

Multifuge 3SR+/3L-R

Thermo Fisher
Scientific

Waltham,
Massachusetts, USA

Tab. 10: Gerate
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Material

Hersteller

Firmensitz

MicroAmp Fast Optical 96-
Well Reaction Plate with
Barcode, 0,1ml

Applied Biosystems

Carlsbad, Kalifornien,USA

MicroAmp Optical Adhesive
Film

Applied Biosystems

Carlsbad, Kalifornien,USA

Butterfly Vacutainer®
Safety Lok™

Becton Dickinson and Company
AG

Franklin Lakes, New Jersey,
USA

Vacutainer Blood Collection
Tubes EDTA (K2) 18,0mg

Becton Dickinson and Company
AG

Franklin Lakes, New Jersey,
USA

Multi Safe Seal Tubes,
1,5/1,7ml

Carl Roth GmbH & Co KG

Karlsruhe, Deutschland

Falcon-Réhrchen, 50ml, 15ml

Greiner Bio-One International
AG

Kremsmiunster, Oberosterreich

Glaspipetten, 10ml

SARSTEDT AG & Co.

Nimbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland

Pipettenspitzen, -10ul, -100pl,
-1000pl

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Tab. 11: Verbrauchsmaterialien
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lll. Ergebnisse

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der im vorigen Teil beschriebenen Versuche
dargestellt werden. Dazu werden zunachst die relevanten Patientendaten
vorgestellt, dann wird auf die Ergebnisse der RNA-Isolierung eingegangen und die
Messung der PCR-Effizienz gezeigt. Als letztes werden die Ergebnisse der Real-
Time PCR eroértert.

. Patientendaten

Mit dem positiven Votum der Ethikkommission (Kennziffer LMU 148-12) konnte Blut
von Brustkrebspatientinnen der Universitatsfrauenklinik Midnchen am Campus

Innenstadt flr Forschungszwecke abgenommen und analysiert werden.

Die Blutentnahme erfolgte bei 14 adjuvanten und 11 metastasierten
Brustkrebspatientinnen uber das Vacutainer®-System der Firma BD in EDTA-
Roéhrchen um eine Agglutination des Blutes zu verhindern. Pro Patientin wurden ca.
20ml Blut abgenommen. Als Kontrollgruppe fur die Real-Time-PCR Experimente
wurde 20 gesunden Probanden dieselbe Menge Blut enthommen und analog zum

Patientenblut weiterbehandelt.

Die Brustkrebspatientinnen wiesen folgende Charakteristika in Bezug auf Staging

und Hormonrezeptorstatus auf (Tabelle 12 und 13).
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Patient | Histologie T- N- Her2- | Ostrogen- Progesteron-
Status | Status | Status | rezeptor- rezeptor-
Status (%) Status (%)

Adj.1 Inv. Ductal pT2 pN3 +++ 0 0

Adj.2 Inv. Ductal pTic pNO ++ 90 90

Adj.3 Inv. Ductal pT2 pNO - 90 90

Adj.4 Inv. Ductal pTic pNO - 95 90

Adj.5 Inv. Ductal pT2 pNO - 30 50

Adj.6 Adeno- pT3 pNO +++ 0 0
squamos

Adj.7 Inv. Ductal pTic pN3a | + 80 50

Adj.8 Inv. Ductal pT2 pN3a | +++ 30 10

Adj.9 Inv. Ductal pT2 pNO + 0 10

Adj.10 | Inv. Ductal pTic pNO ++ 90 60

Adj.11 | Lobulares pT2 pN1 + 80 30
Adenokarzinom

Adj.12 | Inv. Ductal pT2 pNO - 90 30

Adj.13 | Inv. Ductal pT2 pNO + 80 80

Adj.14 | Inv. Ductal pTic pNO - 0 0

Tab. 12: Patientendaten adjuvanter Patientinnen
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Patient Histologie | T-Status | N- Metastasen | Her2- Ostrogen- | Progesteron-
Status Status rezeptor- | rezeptor-
Status Status (%)
(%)

Met.1 Inv. Ductal | pT2 pNO Leber, - 0 0
Knochen

Met.2 Inv. Ductal | pT2 pNO Gehirn +++ 0 0

Met.3 Inv. Ductal | pT4 pNO Knochen A 0 0

Met.4 Inv. Ductal | pT4 pN1 Lunge ++ 0 0

Met.5 Inv. Ductal | pT4 pNO Lunge A 60 40

Met.6 Inv. Ductal | pT1c pNO Knochen, - 0 0
Leber

Met.7 Inv. Ductal | pT2 pNO Leber + 0 0

Met.8 Inv. Ductal | pT3c pN1 Leber, - 0 0
Knochen,
Gehirn

Met.9 Inv. Ductal | pT3 pNO Knochen +++ 20 10

Met.10 Inv. Ductal | pT2 pN1 Lunge, - 30 10
Knochen

Met.11 Inv. Ductal | pT1c pNO Knochen - 90 70

Tab. 13: Patientendaten metastasierter Patientinnen

Aus dem anti-koagulierten Blut wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation Uber

Histopaque 1077 die Leukozytenfraktion,

in der sich auch die, moglicherweise

vorhandenen, zirkulierenden Tumorzellen befinden, angereichert. Diese Zellfraktion

wird durch zweimalige Zentrifugation mit PBS gewaschen und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C eingefroren.
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II. RNA-Isolierung

Die RNA Isolierung aus dem Zellpellet erfolgt uber Phenol-Chloroform-Extraktion mit
Hilfe des Trizol®- Reagenzes. Auch wenn Trizol® die Eigenschaft besitzt,
wenigstens die zellular vorhandenen RNasen zu inhibieren, muss dennoch bei der
RNA Isolierung mit besonderer Sorgfalt gearbeitet werden, denn RNasen sind
ubiquitar vorhanden und wurden die isolierte RNA soweit degradieren, dass keine
weiteren Versuche damit mdoglich waren. Eine Kontamination sollte also durch
entsprechend vorsichtiges Arbeiten vermieden werden. Dennoch ist es nétig, die
RNA nach der Isolierung auf ihre Unversehrtheit hin zu Gberprtfen. Weiterhin muss
die Konzentration der isolierten RNA bestimmt werden, um bestimmen zu koénnen,
welche Menge in nachfolgende Experimente eingesetzt werden muss. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgt photometrisch, gleichzeitig wird noch die Ratio

bestimmt, die ein Mal} der Reinheit der RNA von Proteinen ist.

1. Bestimmung von Konzentration und Ratio der isolierten RNA

Konzentration und Ratio der RNA werden mit dem Nanodrop-Photometer der Firma
Implen bestimmt. Die Ratio ist der Quotient aus den Absorptionen bei 260 nm und
280 nm und gibt die Reinheit der RNA von Proteinen an. Um die RNA in weitere
Experimente einsetzen zu koénnen sollte die Ratio zwischen 1,7 und 1,9 liegen
(Tabelle 14, 15, 16).

Folgende Konzentration/Ratio wurde gemessen:

Patient / RNA Konzentration (ug/ul) Ratio
Adj. 1 1,18 1,74
Adj. 2 0,38 1,86
Adj. 3 0,374 1,80
Adj. 4 0,949 1,82
Adj. 5 0,947 1,86
Adj. 6 0,575 1,91
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Adj. 7 0,306 1,90
Adj. 8 0,729 1,90
Adj. 9 0,322 1,87
Adj. 10 0,628 1,75
Adj. 11 0,438 1,72
Adj. 12 0,566 1,77
Adj. 13 0,843 1,87
Adj. 14 1,026 1,81
Tab. 14: RNA-Konzentration und Ratio adjuvanter Patientinnen

Patient / RNA Konzentration (ug/ul) Ratio
Met.1 1,3 1,78
Met.2 0,77 1,83
Met.3 0,85 1,90
Met.4 0,54 1,69
Met.5 0,66 1,75
Met.6 0,75 1,77
Met.7 0,308 1,89
Met.8 1,154 1,84
Met.9 1,386 1,91
Met.10 0,875 1,76
Met.11 0,657 1,84

Tab. 15: RNA-Konzentration und Ratio metastasierter Patientinnen
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Proband / RNA Konzentration (ug/ul) Ratio
Neg.1 3,22 1,81
Neg.2 1,88 1,75
Neg.3 3,06 1,77
Neg.4 2,07 1,79
Neg.5 2,53 1,74
Neg.6 0,704 1,91
Neg.7 1,844 1,85
Neg.8 2,69 1,83
Neg.9 0,61 1,78
Neg.10 1,04 1,74

Neg.11 1,69 1,79
Neg.12 0,837 1,80
Neg.13 2,789 1,69
Neg.14 2,38 1,78
Neg.15 2,576 1,75
Neg.16 3,63 1,84
Neg.17 2,76 1,89
Neg.18 0,543 1,90
Neg.19 0,983 1,72
Neg.20 1,325 1,76

Tab. 16: RNA-Konzentration und Ratio gesunder Probanden (Negativ-Kollektiv)

Die gemessenen Werte zeigen, dass alle RNAs in ausreichender Menge und Qualitat
vorliegen. Da die RNA in 20 pl DEPC-behandeltem Wasser gelost ist, kann, notfalls
durch Reduktion des Volumens mit Hilfe der Vakuumzentrifuge, die fur die reverse

Transkription bendétigte Konzentration (5 pg in max. 8 ul) erlangt werden.
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2. Uberpriifung Integritét der RNA mittels Gelelektrophorese

Die Integritat der RNA lasst sich mittels denaturierender Agarosegel-Elektrophorese
untersuchen. Ist die RNA im Isolierungsprozess intakt geblieben, zeigen sich im Gel
zwei deutliche Banden: die obere Bande entspricht der 28S rRNA, die untere der
18S rRNA. Die beiden Banden sollten ungefahr ein Verhaltnis von 2:1 aufweisen.
Dann kann davon ausgegangen werden, dass die RNA nicht degradiert ist und fur

weitere Experimente verwendet werden kann.

Beispielhaft wird hier das Gel der RNA der metastasierten Patientinnen gezeigt (Abb.
05).

<—  28SrRNA

<— 18SrRNA

Abb. 05: Gel zur Uberprifung der RNA-Integritat.
RNA isoliert aus dem Blut metastasierter Brustkrebspatientinnen; V.l.n.r.. RNA Grofienmarker, Met.1,
Met.2, Met.3, Met.4, Met.5, Met.6, Met.7, Met.8, Met.9, Met.10, Met.11.

Auch bei den RNAs der adjuvanten Patientinnen und der gesunden Probanden
wurde darauf geachtet, dass die Banden der 28S rRNA und der 18S rRNA deutlich
zu sehen sind und die RNA somit keine Degradierung aufweist, die fur die

anschliefenden Experimente hinderlich ware.

Die entstandenen Banden im Agarosegel der Proben der metastasierten
Patientinnen entsprechen in Dicke und Helligkeit den photometrisch gemessenen

Konzentrationen, was weiterhin fur die gute Qualitat der isolierten RNA spricht.
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3. Messung der PCR-Effizienz

Die PCR-Effizienz ist ein Mall daflr, wie gut ein Gen mit einem bestimmten
Primerpaar amplifiziert werden kann. Fur die TagMan-Primer, die bei Applied
Biosystems erworben wurden, wird die PCR-Effizienz bereits vom Hersteller getestet
und mit 100%+10% angegeben. Die TagMan Primer, die selbst erstellt wurden
mussen jedoch auf ihre PCR-Effizienz hin getestet werden. Dazu wird eine Real-
Time PCR mit den entsprechenden Primern und einer ,Test- cDNA® in verschiedenen
Konzentrationen (Verdunnungen Uber 5 Log-Stufen) durchgefihrt. Als ,Test- cDNA"
kann eine cDNA z.B. aus Zelllinien-RNA verwendet werden. Es ist lediglich darauf zu
achten, dass das zu untersuchende Gen von der Zelllinie exprimiert wird. Nach
Ablauf der Real-Time PCR Reaktion wird fur jede der eingesetzten Konzentrationen
der CT-Wert bestimmt und daraus mittels Microsoft®Excel™ eine Eichgerade erstellt,

aus der dann die PCR Effizienz berechnet werden kann.

In Abb. 06 sind die CT-Werte der zu untersuchenden Gene bei den verschiedenen
eingesetzten RNA-Konzentrationen gezeigt. Es ist zu sehen, dass das Referenzgen
B2M, das ein ,Housekeeping“-Gen ist, deutlich niedrigere CT-Werte, also einen

héhere Expression aufweist, als die anderen drei untersuchten Gene.
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Abb. 06a
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Abb. 06: Screenshots der Amplifikationskurven der vier Gene zur Erstellung der Standardkurven.

a: CK8, b: CK19, c: BCSP, d: B2M
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Folgend gezeigte Standardkurven wurden erstellt, und daraus die PCR-
Effizienzen berechnet (Abb.07):

Standard-Kurven fiir die PCR Effizienz

//. #B2M
30 y=143x+ 13,75
R? =0,9845
. WBCSP
20 ' = y=2x+ 22,82

35

£ e .
= / ?=0,9854
E. R =0,
5 15
CKE
10 y=2,57x+ 16,99
R*=0,9923
5
< Ck19
0 . . . . . ¥=2,02x+ 14,66
R® =0,9066

1 0,1 0,01 0,001 0,0001
cDMNA-Konzentration [pg]

Abb. 07: Standardkurven zur Bestimmung der PCR Effizienz fir die Primer gegen B2M, BCSP,

CK8 und CK19.

Gen/Primer R*-Wert PCR-Effizienz
B2M 0,9845 98,45%
CK8 0,9923 99,23%
CK19 0,9066 90,66%

BCSP 0,9894 98,94%

Tab. 17: PCR-Effizienzen fir selbst designte Primer

Da die so bestimmten PCR-Effizienzen (Abb. 07, Tab.17) der selbst designten
Primer, denen der kommerziell erworbenen Primer entsprechen, kdénnen die
Ergebnisse der im Anschluss durchgefihrten Real Time PCR ohne Vorbehalte

miteinander verglichen werden.
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1. Real-Time PCR

Mit Hilfe der Real-Time PCR kann die Expression eines Gens uber den Anstieg der
Fluoreszenzintensitat wahrend der PCR-Reaktion gemessen werden. Je starker ein
Gen exprimiert ist, d.h. je mehr mRNA dieses Gens vorliegt, umso mehr wird in
cDNA umgeschrieben und umso mehr Template steht fir die Real-Time PCR
Reaktion zur Verfugung. Daraus folgt, dass der Anstieg der Fluoreszenz umso
starker ist, also der Threshold fruher erreicht wird (kleiner Ct-Wert), je hoher ein Gen
exprimiert wird Um eine Aussage uUber einen relativen Anstieg bzw. Abfall in der
Genexpression machen zu kdnnen, muss der jeweilige Ct-Wert eines Gens in Bezug
zu den Referenzgenen (meist ubiquitar hoch exprimierte Haushaltsgene) und
weiterhin auf eine Negativ-Probe gesehen werden. Das erfolgt (iber die 2.
Methode. Ist der Wert der relativen Quantifizierung >1, kann das untersuchte Gen
als hochreguliert im Bezug zur Negativprobe angesehen werden, ist der Wert jedoch

<1, ist die Expression des Gens geringer als in der Negativprobe.
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1. Expression der untersuchten Gene bei adjuvanten Patientinnen

Betrachtet man zunachst die untersuchten Cytokeratin-Gene, CK8, 18 und 19, so

findet man in zwei Fallen eine gleichzeitige Hochregulation von CK 8 und 19 (Adj. 6
und 8). In weiteren funf Proben ist nur CK 8 hochreguliert (Adj. 3, 4, 11, 12, 14), in
zweien nur CK 19 (Adj. 7 und 13). In vier der Proben zeigen alle drei untersuchten

Cytokeratin-Gene eine Herabregulation (Adj. 2, 5, 9, 10), Cytokeratin 18 ist in allen

Proben unterhalb des Expressionsniveaus der Negativproben (gesunde Probanden)
(Abb. 08).
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Abb. 08: Expression der untersuchten Cytokeratin-Gene in adjuvanten Patientinnen
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Bei der Auswertung der Expressionsdaten fir MGL, BCSP und Her2 wurde deutlich,

dass in der adjuvanten Situation nur in einem Fall zwei Gene, BCSP und Her2,

gleichzeitig hochreguliert sind (Adj. 1). Dagegen sind in funf der untersuchten

Patientenproben alle drei Gene herabreguliert (Adj. 5, 7, 10, 11, 12). In einer Probe

konnte kein Fluoreszenzsignal fir Her2 detektiert werden (Adj. 9). In vier der Proben
hochreguliert (Adj. 3, 4, 8,
Expressionswerte fur Her2 >1 (Ad;. 6, 6, 14) (Abb. 09).
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Abb. 09: Expression von MGL, BCSP und Her2 in adjuvanten Patientinnen

13) und in drei Proben waren die
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2. Expression der untersuchten Gene bei metastasierten Patientinnen

In den Proben der metastasierten Brustkrebspatientinnen findet sich eine, in der zwei
Gene, CK 8 und 18 gleichzeitig hochreguliert sind (Met. 4). Cytokeratin 8 ist noch in
funf weiteren Proben hoher exprimiert als in der Kontrollgruppe (Met. 2, 3, 7, 8, 11).
Eine Besonderheit tritt in der Expression von Cytokeratin 19 auf: in 9 der 11 Proben
ist eine Detektion des Fluoreszenzsignals praktisch nicht mdglich, in den beiden
verbleibenden Proben jedoch finden sich sehr hohe Expressionswerte (Met. 9 und
10) (Abb. 10).

Expression von Cytokeratin 8, 18 und 19 in metastasierten Patientinnen
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Abb. 10: Expression der untersuchten Cytokeratin-Gene in metastasierten Patientinnen

Bei Betrachtung der Expressionswerte fir MGL, BCSP und Her2 kann man
feststellen, dass alle drei Gene in funf der untersuchten 11 Proben herabreguliert
sind (Met. 1, 3, 5, 6, 9). Nur in einer Probe waren BCSP und Her2 gleichzeitig, und
auch nur schwach hochreguliert (Met.4). MGL und Her2 sind in jeweils einer Probe
héher exprimiert als in der Kontrollgruppe der gesunden Probanden (Met.8 bzw.
Met.11) und BCSP ist in drei Proben hochreguliert (Met.2, 7, 10) (Abb. 11).
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Expression von MGL, BCSP und Her2 in metastasierten Patientinnen
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Abb. 11: Expression von MGL, BCSP und Her2 in metastasierten Patientinnen

IV. Her2-Switch

Aus den in den Tabellen 1 und 2 dargestellten Patientendaten und den Ergebnissen
der Real-Time PCR kann ermittelt werden, wie haufig es zu einem sog. Her2-Switch
kommt. Dieses bereits aus der Literatur bekannte Phanomen [79, 80] beschreibt die
Tatsache, dass Primartumor und CTCs nicht in ihrem Her2 Status Ubereinstimmen.
So kénnen zum Beispiel die zirkulierenden Tumorzellen positiv flir Her2 sein, wobei

der Primartumor negativ ist, oder auch umgekehrt.

Bei den, in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben adjuvanter
Brustkrebspatientinnen wiesen 50% der Proben einen solchen Switch auf, bei den

Proben der metastasierten Patientinnen sogar 64% (Tabelle 18).

Her2-Status Adjuvant Metastasiert

Tumor/CTCs Anzahl Prozent Anzahl Prozent
+/+ 3/14 22% 1711 9%
+/- 114 7% 6/11 55%
-1+ 6/14 43% 1711 9%
-/- 4/14 28% 3/11 27%

Tab. 18: Her2-Switch bei adjuvanten und metastasierten Brustkrebspatientinnen
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V. Diskussion

Die Durchfuhrung der Real-Time PCR fordert viele experimentelle Vorarbeiten, von
der Aufarbeitung der Blutproben, Uber die RNA-Isolierung bis hin zur reversen
Transkription zur Herstellung der letztendlich bendtigten cDNA. Die korrekte und
sorgfaltige Ausfuhrung dieser Vorarbeiten ist aber unerlasslich, um verwertbare
Ergebnisse aus der Real-Time PCR zu bekommen. Daher soll der erste Teil der
Diskussion den Ergebnissen dieser Vorarbeiten gewidmet sein, bevor auf die
Ergebnisse der Real-Time PCR eingegangen wird. Im letzten Teil der Diskussion

wird dann noch auf das Phanomen des sog. ,Her2-Switch® eingegangen.

I. Vorbereitende Experimente

1. Blutproben
Die Blutproben der adjuvanten und metastasierten Brustkrebspatientinnen, die

Uberwiegend invasiv duktale Karzinome verschiedener GréRe und histologischer
Subtypen aufweisen, sowie der gesunden Probanden wurden mdglichst frisch nach
der Entnahme verarbeitet. Uber Dichtegradientenzentrifugation wurde die
Leukozytenfraktion, die auch CTCs enthalt, isoliert und gewaschen. Es ist dabei
darauf zu achten, dass das erhaltene Zellpellet wenig Erythrozyten enthalt, welche

die RNA-Isolierung behindern wirden.

2. RNA-Isolierung

Bei der RNA-Isolierung muss auf sorgfaltiges Arbeiten geachtet werden, damit eine

Kontamination mit RNasen, die die isolierte RNA abbauen wurden, zu vermeiden.
Weiterhin muss die RNA eine ausreichende Konzentration von mindestens 0,25 pg/ul
aufweisen, damit genugend Material flr die Umschreibung (5 ug) vorhanden ist.
Wichtig ist weiterhin, dass die Ratio der RNA zwischen 1,7 und 1,9 liegt, um eine
Kontamination mit Proteinen ausschlielen zu kdonnen. Auch auf die Kontrolle der
Unversehrtheit der RNA mittels Agarosegelelektrophorese ist groter Wert zu legen.

Wirde hier bereits eine Degradierung der RNA festgestellt werden, sollte die RNA
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Isolierung wiederholt werden, da sonst die Ergebnisse der Real-Time PCR verfalscht

wurden.

3. PCR-Effizienzen
Da einige der Gene direkt mit TagMan Primern der Firma Applied Biosystems in der

Real-Time PCR nachgewiesen werden, und die restlichen Gene zunachst mit Hilfe
einer nested PCR voramplifiziert und dann mit nested-TagMan Primern analysiert
werden, mussen vor einem Vergleich der Real-Time PCR Ergebnisse gleichmalige
PCR-Effizienzen der verwendeten Primer sichergestellt werden. Fir die Primer der
Firma Applied Biosystems (CK18, Her-2, MGL und GAPDH) wird eine PCR-Effizienz
von 100%+ 10% garantiert. Mit Hilfe eines Standardkuven-Assays wurde die PCR
Effizienz der Gbrigen Primer (fur die Gene CK8, CK19, BCSP und B2M) bestimmt. Da
die Effizienzen der Primer zwischen 90% und 99% lagen, sind die spater in der Real-

Time PCR gewonnenen Ergebnisse der verschiedenen Primer vergleichbar.

[I. Real-Time PCR

Bei der Real-Time PCR handelt es sich um eine Methode, die bereits in der
Diagnostik und Charakterisierung von soliden Tumoren etabliert ist [81]. Der Vortell
dieser Methode ist die schnelle und einfache Durchfuhrbarkeit, die hohe Sensitivitat
wie auch die Kostengunstigkeit im Vergleich zu anderen Methoden. In der
vorliegenden Arbeit soll diese Methode nun auch auf die Detektion und
Charakterisierung von  zirkulierenden Tumorzellen aus Blutproben von
Brustkrebspatientinnen Ubertragen werden. Das wirde fur die Patientinnen den
entscheidenden Vorteil bringen, dass keine Biopsien bzw. Knochenmark fir die
Untersuchung enthommen werden musste, sondern lediglich einige ml Blut fur die

Analyse von Noéten ist.

Um zu zeigen, dass der Nachweis von CTCs aus Blutproben von Krebspatientinnen
moglich  ist, wurde hier Blut von adjuvanten und metastasierten
Brustkrebspatientinnen mit Hilfe der Real-Time PCR untersucht und mit Blutproben

gesunder Probanden verglichen. Als Markergene wurden die Cytokeratine 8, 18 und
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19 verwendet, die auch in der APAAP-Farbung routinemallig in der Krebsdiagnostik
Anwendung finden [60, 61]. Sie eignen sich besonders, da sie hautsachlich in
epithelialen Zellen, wie eben den vom Primartumor abgeldosten Tumorzellen,
exprimiert werden, nicht jedoch von den Blutzellen, die mesenchymalen Ursprungs
sind. Weiterhin dienten Mammaglobin (MGL), Her-2 und BCSP als Markergene. Von
MGL ist bekannt, dass es in der adulten Brustdriise exprimiert, und bei malignen
Veranderungen der Brustdrise hochreguliert wird [62]. BCSP ist als Marker fur
Metastasierung und rezidiv bekannt [63-66] und Her-2, das in 20% aller
Brustkrebsfalle hochreguliert [64, 66, 69, 72] und auch einen Ansatzpunkt fir
verschiedene Therapien ist [72-74].

In der Real-Time PCR zeigten sich die Cytokeratine als besonders geeignete Marker,
vor allem CK8 war in 25% (10 von 40 Fallen) hochreguliert, angezeigt durch RQ-
Werte >1. Die RQ-Werte der Zytokeratine zeigten jeweils in den metastasierten
Patientinnen eine hdhere Amplitude als in den Proben der adjuvanten Patientinnen.
BCSP, MGL und Her-2 zeigten nicht so viele positive Ergebnisse, scheinen also
moglicherweise weniger geeignet flir den Nachweis von CTCs aus Blutproben zu
sein. Fur den weiteren Nachweis zirkulierender Tumorzellen aus Blutproben waren
weitere Markergene wunschenswert, anbieten wirden sich beispielsweise MMP13
[82-85], UBE2Q2 [86], Nectin-4 [87] oder ALDH [88]. Um diese und weitere Gene zu
testen und wertvolles Patientenmaterial einzusparen, sollten diese versuche
zunachst an Blutproben, denen Tumorzellen aus Brustkrebszelllinien zugesetzt
wurden, durchgefuhrt werden. So kdnnten auch Standardkurven erstellt werden,
womit dann eine bestimmte Genexpression einer bezeichneten Anzahl an
Tumorzellen/ml  Blut zugeordnet werden konnen. Die somit gewonnenen
Erkenntnisse missen dann jedoch zur weiteren Validierung auf eine mdglichst grol3e
Anzahl an Patientenproben Ubertragen werden. Aus diesen Versuchen zum
Nachweis von CTCs konnte dann auch eine Charakterisierung der Tumorzellen
ermdglicht werden, was dann wiederum einen Einfluss auf die anzuwendenden
Therapiestrategien haben kénnten. Somit kénnte ein weiterer Schritt in Richtung

personalisierter Krebsmedizin gemacht werden.
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ll. Her2-Switch

In einigen der Proben ist ein unterschiedlicher Her2-Status zwischen Primartumor
und den mit Hilfe der Real-Time PCR detektierten zirkulierenden Tumorzellen
feststellbar (adj. 7-11, 13 und 14; met. 2-5, 7, 9 und 11). Dieses Phanomen wird
unter dem Begriff ,Her2 Switch® beschrieben [79, 80]. So kdnnen bei einem Her2
positiven Primartumor Her2 negative CTCs auftreten und umgekehrt. In der
vorliegenden Arbeit wurde dieses Phanomen in 50% der adjuvanten und 64% der
metastasierten Proben festgestellt und scheint somit in der metastasierten Situation

haufiger aufzutreten.

54



Dissertation Ulrich Andergassen

V. Zusammenfassung

Brustkrebs ist die haufigste bei Frauen auftretende Krebsart. Bei einer von acht
Frauen wird im Laufe ihres Lebens Brustkrebs diagnostiziert, so wurden 2010 in
Deutschland ca. 72.000 Neuerkrankungen verzeichnet. Weltweit starben im Jahre
2004 etwa 520.000 Frauen an den Folgen einer Brustkrebserkrankung.

In den letzten 40 Jahren hat sich aufgrund einer moglichen Brustkrebsvorsorge und
erweiterten Diagnose-und Therapiemdglichkeit die Prognose beim Mammakarzinom
standig verbessert. Bereits drei Viertel der Patientinnen Uberleben die “Diagnose
Brustkrebs“ zehn oder mehr Jahre, dennoch liegt das durchschnittliche Todesalter
noch immer bei 68 Jahren. Dabei ist die Todesursache meist nicht der primare
Tumor, sondern die vom Tumor ausgehende Metastasierung in anderen,
lebenswichtigen Organen. Die gangigen Modelle der Metastasierung gehen davon
aus, dass sich Einzelzellen aus dem Zellverband des epithelialen Primartumors
ablésen, sich Uber Blut und Lymphe im Korper verteilen, an anderen Stellen im
Organismus festsetzen und damit die Grundlage der Metastasierung darstellen.
Vermutlich geht hierbei die grofdte Gefahr von den sogenannten Tumorstammzellen
aus. Sie sind nicht nur der Ursprung des Malignoms und sorgen stets fur neue
Krebszellen mit denen sie den Tumor wachsen lassen, sondern lhre Filiae sind es
wohl die sich vom Primartumor loslésen und Absiedelungen im ganzen Korper bilden
konnen. Diese malignen Zellen im Blut und Knochenmark die vermutlich auch tber
Stammzelleigenschaften verfugen, sind relativ unempfindlich gegenuber jeder
System- und Strahlentherapie und Hauptursache fur Rezidive und Fernmetastasen.
Findet man diese minimalen Tumorresiduen (MRD) im Blut, werden sie als
zirkulierende Tumorzellen (CTC’s) bezeichnet, werden sie im Knochenmark

gefunden, werden sie disseminierte Tumorzellen (DTC’s) genannt.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die hochsensitive Methode der
TagMan® basierten Real-Time PCR (RT-PCR) zum Nachweis von zirkulierenden
Tumorzellen aus Blutproben von adjuvanten und metastasierten
Brustkrebspatientinnen geeignet ist. Fur den RT-PCR Nachweis der CTC’s wurden
Markergene verwendet, die in der Literatur haufig in Zusammenhang mit Brustkrebs
gebracht werden, bzw. in Brustkrebsgewebe und —zellen als hochreguliert gelten.

Primarer Endpunkt der Forschungsarbeit war es, Unterschiede in der Genexpression

zwischen den Proben gesunder Probandinnen, adjuvanter und metastasierter
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Brustkrebspatientinnen herauszuarbeiten, die exakte Quantifizierung stand hierbei
jedoch im Hintergrund.

Aus den, zu diesem Zwecke untersuchten Blutproben von 20 gesunden
Probandinnen, 14 adjuvanten und 11 metastasierten Brustkrebspatientinnen wurde
Uber Dichtegradientenzentrifugation die Fraktion der mononuklearen Blutzellen, in
der sich auch die CTC’s befinden, angereichert, daraus die RNA isoliert und mit Hilfe
einer reversen Transkription in cDNA umgewandelt. Die cDNA wurde, zum Teil Uber
den Umweg einer nested-PCR, in die Real-Time PCR mit den Markergenen BCSP
(Breast Cancer Specific Protein), Her2 (human epidermal growth factor receptor 2),
MGL (Mammaglobin), CK8, CK18 und CK19 (Cytokeratin -8, -18 und -19) eingesetzt.
GAPDH und B2M dienten dabei als Kontroll- und Referenzgene.

Bereits in den Proben der adjuvanten Brustkrebspatientinnen zeigt sich ein
signifikanter Anstieg der Genexpression, speziell fur die Cytokeratin-Gene, im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Noch deutlicher ist dies in der Gruppe der
metastasierten Brustkrebspatientinnen zu verzeichnen. Auch fir MGL, Her2 und
BCSP zeigt sich in einigen der Patientenproben ein signifikanter Anstieg in der
Genexpression, jedoch weniger deutlich als bei den Cytokeratin-Genen.

In Kombination zeigten die gewahlten Marker eine hohe Sensitivitat und Spezifitat,
jedoch war es nicht moéglich CTC’s mit nur einem dieser Markergene sicher in der
Real-Time PCR zu detektieren. Somit kann nur die Untersuchung weiterer Gene, die
mit Brustkrebs in Zusammenhang gebracht werden, wie beispielsweise MMP-13,
UBE2Q2, Nec-4 oder ALDH, letztendlich zu einem Set von Markergenen fuhren, die
eine reliable und sichere Detektion von CTC’s im klinischen Alltag erlauben.

Der Nachweis von CTC’s mit Hilfe der Real-Time PCR konnte zukunftig nicht nur in
der Diagnostik einer beginnenden Filialisierung tUber das Blutgefal3system eingesetzt
werden, sondern auch sehr frih zusatzlich Aufschluss Uber die Tumorbiologie geben,
um dann fruhzeitig eine angemessene Therapie einzuleiten. Besondere Bedeutung
hat hierbei der Wechsel der Tumorbiologie zwischen Primartumor und
Tumorabsiedelung. Kann diese Anderung bereits friihzeitig auf Ebene der MRD
nachgewiesen werden, ermdglicht dies das systemische Risiko noch effizienter zu
behandeln. Der nachste Schritt wird nun die Untersuchung weiterer
brustkrebsassoziierter =~ Genmarker sein, zunachst im Modellsystem mit
verschiedenen Mammakarzinom- Zelllinien. Bewahren sich diese, werden weitere

Kombinationen am gesammelten Patientenmaterial getestet.
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APAAP
B2M
BCSP
BRCA
cCcT
CD
cDNA
CK
CT
Ct
cTC
DCIS
DEPC
DNA
DTC
EDTA
EGFR
EpCAM
ER
FAM
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FDA
FRET
FSH
HER
IDC
ILC
LADO
LCIS

V1.

Abkirzungsverzeichnis

Adjuvant

American Joint Comitee on Cancer

Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase

Beta-2-Microglobulin

Breast Cancer Specific Protein

Breast Cancer Associated

Craniale Computer Tomographie
Cluster of Differentiation

copy-DNA

Cytokeratin

Computer Tomographie

“Cycle over Threshold”

Circulating Tumour Cell

Duktales carzinoma in situ
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonucleinsaure

Disseminated Tumour Cell
Etylendiamintetraessigsaure
Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
Epidermales Zelladhasionsmolekul
Ostrogenrezeptor

6-Carboxyflurescin

Fluorescence activated cell sorting
Food and Drug Administration
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
Follikel stimulierendes Hormon
Humaner epdermaler Wachstumsfaktor
Invasiv duktales Karzinom

Invasiv lobulares Karzinom

Musculus latissimus dorsi Lappen

Lobulares Karzinom in situ
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LH

LN
MACS
Met.
MGL
M-MLV
MMP
MRT
NOS
NST
OAS
PAI
PCR
PET
PgR
Q-PCR
RARE
RNA
RQ
rRNA
RT
SSM
TAMRA
TRAM
UBE2Q2
uUiCC
uPA
WHO

Luteinisierendes Hormon

Lobulare Neoplasie

Magnetic activated cell sorting
Metastasiert

Mammaglobin

Moloney-Mouse Leukemia Virus
Matrix-Metalloproteinase

Magnet Resonanz Tomographie

“Not otherwise specified” Karzinom

“no special type” Karzinom

Overall Survival
Plasminogenaktivator-Inhibitor
Polymerase Kettenreaktion

Positronen Emmissions Tomographie
Progesteron Rezeptor

Quantitative PCR

RosetteSep-Applied Imaging Rare Event
Ribonucleinsaure

Relative Quantifizierung

ribosomale RNA

Reverse Transkriptase

Subkutane Mastektomie
Tetramethylrhodamine

Transverser Rectus Abdominis Musculocutaneus-Lappen
Ubiquitin-conjugating enzyme E2Q
Union for International Cancer Control
Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ

World Health Organisation
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