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Tumorzell-Analyse mit kombinierter
Magnetanreicherung, Laser-Scanning-
Zytometrie und visueller Kontrolle
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Solide Tumoren, wie Bronchial- und Kolon-
karzinome und bei Frauen das Mammakar-
zinom, sind nach Herz-Kreislauferkrankun-
gen die haufigste Todesursache in den Lan-
dern der westlichen Welt. Initialtherapie
der Wahl ist die chirurgische Entfernung
des Primértumors, um méglichst viele Tu-
morzellen aus dem Korper zu entfernen. In
der Praxis kann damit jedoch nur selten
eine Heilung erzielt werden. Letztlich le-
bensbedrohlich sind hamatogene Absiede-
lungen in verschiedene Organe, die schlie3-
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Abb. 1: FluBdiagramm zur Anreicherung und
Analyse zirkulierender Epithelantigen-positi-
ver Zellen
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Abb. 2: Schematische Darstellung der
magnetischen Anreicherung
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lich zum Versagen dieser Organe und zum
Tod fiihren. Ausgang fiir diese Metastasen
sind disseminierte Tumorzellen, die aus dem
Tumor ausgeschwemmt worden sind.

Deswegen wurde— in erster Linie beim Mam-
makarzinom - die adjuvante Chemotherapie
etabliert. Ziel dieser Chemotherapie ist es,
bereits zirkulierende Tumorzellen zu elimi-
nieren, bevor sie sich als Metastasen absie-
deln konnen. Jedoch gab es bislang kein Ver-
fahren, um das Ansprechen der zirkulieren-
den Tumorzellen auf diese Therapie direkt
zutiberpriifen. Nur eine verringerte Rezidiv-
rate, die beim Mammakarzinom erst nach
mehreren Jahren objektivierbar ist, konnte
bisher als statistisches MaS fiir den Therapie-
erfolg herangezogen werden. Fiir die einzel-
ne Patientin gibt es keine Moglichkeit zeit-
nah zu kontrollieren, ob bei ihr die entspre-
chende Therapie erfolgreich eingesetzt wird.

Uber die Zahl und die Eigenschaften zirku-
lierender Tumorzellen ist bisher sehr wenig
bekannt. Schon vor iiber 100 Jahren ging man
davon aus, daf3 solche Zellen vorhanden sein
miifiten, durch ihre geringe Zahl entzogen
sie sich aber einem sicheren Nachweis.

Fortschritte wurden durch den Einsatz im-
munologischer Nachweisverfahren erzielt..
So konnte in den letzten Jahren vor allem
gezeigt werden, dafs eine Korrelation besteht
zwischen den im Knochenmark nachgewie-
senen Zellen mit epithelialen Oberflichen-
markern und der Metastasierungsrate?. Die-
se Methoden sind aber sehr zeitaufwendig,
da grofie Zahlen normaler Blut- oder Kno-
chenmarkszellen gescreent werden miissen,
um einzelne nicht dem Blutkompartiment
zugehorige Zellen aufzufinden. Ein weiterer
Ansatz, zirkulierende Tumorzellen nachzu-
weisen, ist die Anwendung der Durchfluf3-
zytophotometrie. Diese Methode erlaubt es,
in kiirzester Zeit zehntausende von Zellen
durchzumessen. Die Sensitivitit der Durch-
fluffzytometrie liegt aber ohne zusatzliche
Sortierschritte im Bereich von einer Tumor-
zelle pro 1.000 normalen Blutzellen.

Durch den Einsatz von immunmagnetischen
Anreicherungsverfahren und Immunmikro-
fluorimetrie konnte die Nachweisempfind-
lichkeit fiir im Blut zirkulierende epitheliale
Zellen erhoht und dahingehend weiterent-
wickelt werden, daf3 ein qualitativer und

-

Tabelle 1: Vorteile der Methode

Anreicherung der gewiinschten Zellen
bis zur Nachweisbarkeit
Minimaler Zellverlust

nur lebende Zellen gehen in die
Analyse ein

Auswertung automatisch
(beobachterunabhangig)
quantitativ (Zahl und Intensitat
werden bestimmt)
Relokalisation: Visualisierung,
Reanalyse

quantitativer Nachweis tumorverdéchtiger
Zellen moglich wird?®.

Die tumorverdéchtigen Zellen werden auto-
matisch und vom Untersuchenden unabhén-
gig erfafst. Sie kénnen einzeln wiederaufge-
sucht, visuell verifiziert und, falls erforder-
lich, mit weiteren Analyseverfahren bear-
beitet werden.

Anreicherung der
tumorverdachtigen Zellen

Die Anreicherung der disseminierten Tu-
morzellen — bei soliden Tumoren meist Zel-
len epithelialen Ursprungs — erfolgte iiber
funktionalisierte Magnet-Partikel (Labsoft
Diagnostics AG Halle) mit Hilfe von Anti-
korpern, die gegen epitheliale Antigene (vor
allem gegen ein Epitop des EpCAM-Mole-
kiils auf der Zelloberfldche) gerichtet sind.

Fiir die Untersuchung werden 20 ml antiko-
aguliertes Blut benétigt (Abb. 1), bei der Un-
tersuchung des Knochenmarkes etwa 5 ml
Aspiratin Ringer-Losung verdiinnt. Alle Pro-
ben sollten spétestens 36 Stunden nach Ent-
nahme analysiert werden. Die Erythrozyten
wurden lysiert und die weiflen Blutzellen
einschlieflich der Tumorzellen durch Zentri-
fugieren sedimentiert. Die Viabilitit der Zel-
len zu diesem Zeitpunktlag zwischen 95 und
100%. Die Zellsuspension wurde mit den ent-
sprechenden Magnetpartikeln und einem
spezifischen fluorochrommarkierten Antikor-
per inkubiert. Danach wurden die Zellen, an
die sich die Magnetpartikel gebunden hatten,
mit einem Magneten an die Wand des Rohr-
chens gezogen, so daf die iibrige von epithe-
lialen Zellen depletierte Zellsuspension ent-
weder abgegossen oder abpipettiert werden
kann (Abb. 2). Um méglichst wenige spezi-
fisch markierte Zellen zu verlieren, wurde
der, Anreicherungsschritt nur einmal durch-
gefiihrt. Eine wiederholte Anreicherung wiir-
de zwar zu einer hoheren Reinheit, zugleich
aber auch zu Zellverlust fithren.

Nachweis der
tumorverdéachtigen Zellen

Der Nachweis der Zellen erfolgte iiber den
fluorochrommarkierten Antikérper an
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Y Position
PI Max Pixel

X Position

FITC Fluor I\’IaxPixﬂ

FITC Fluor Max Pixel

Rgn.# Count Pet. Mean

il 18340 100.0% 116
2 99 0.5% 790
Total 18340 116

Abb. 3: A. Verteilung der Zellen nach Anrei-
cherung und Aufbringen, links: mit den x- und
y-Koordinaten auf einem Objekttrager, rechts:
deren maximale Fluoreszenzintensitat in der
Grunfluoreszenz. Das blaue Fenster umfaBt
alle Zellen (Region 1), das rote Fenster Zellen
mit intermediérer Fluoreszenz, die nicht sicht-
bar ist, und das griine Fenster die eindeutig
positiven Zellen (Region 2).

Y Position
PI Max Pixel

X Position FITC Fluor Max Pixel
FITC Fluor Max Pixel
Rgn.# Count Pct. Mean
1 2694 100.0% 115
2 11 0.4% 756
Total 2694 115

Abb. 3 B. Relokalisierung einzelner Zellen. Der
Scanningtisch fahrt nacheinander die einzel-
nen Ereignisse im gewahlten Fenster an. Die
Position jeder Zelle auf der x- und y-Achse
wird im linken Diagramm angezeigt, die Inten-
sitat jeder Zelle in der Punktwolke wird durch
einen Kreis angegeben.

nichtfixierten, lebenden Zellen. Dies vermin-
dert unspezifische Bindungen, wie sie beim
Nachweis intrazelluldrer Antigene nicht sel-
ten sind, und stellt gleichzeitig sicher, daf§
nur die relevanten, lebenden Zellen in die
Analyse einbezogen werden. Die spezifisch
gesuchten Zellen sind nun zwar héher kon-
zentriert, jedoch immer noch in nur in einem
Anteil von 1 bis 0,1% vorhanden. Bei diesen
niedrigen Zahlen ist es wichtig, da88 jede ein-
zelne Zelle verifiziert wird. Dies geschieht
durch automatisierte Auswertung im Laser-
Scanning-Cytometer (LSC®) (CompuCyte,
Cambridge, Mass.). Die Vorteile dieses Vor-

Abb. 4: Morphologie (links) und im Fluores-
zenzbild (rechts) die kappenférmige
Oberflachenmarkierung der in der Abbildung
3 angefahrenen Zelle
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gehens sind in Tabelle 1 aufgelistet. Ein La-
serstrahl tastet das Praparat ab und erkennt
iiber Vorwirtsstreulicht die Zellen. Uberjede
Zelle wird punktférmig iiber Areale von
0,5um die Intensitdt gemessen und als Pixel
gespeichert (ca. 200 Messungen pro Zelle).
Beispielhaft sind die Ergebnisse einer sol-
chen Auswertung in Abbildung 3a darge-
stellt. Jeder weifSe Punktim x-y-Koordinaten-
system reprasentiert eine Zelle. Die Intensi-
tatsverteilung ist in der rechten Punktwolke
dargestellt. Die Intensitdtswerte konnen als
maximaleIntensitat oder als Integral der iiber
die Zelle gemessenen Intensitit aufgelistet
werden. Dies ermoglicht eine vom Untersu-
cherunabhéngige objektive Auswertung. Jede
Zelle mit einem bestimmten Intensitatswert
(beispielsweise die Zellenim griinen Fenster)
kann nun wiederaufgesucht werden, so dafl
die Spezifitdt der Markierung und die Mor-
phologie der Zelle beurteilt werden kénnen.
In Abbildung 3b ist gezeigt, wie der Scan-
ningtisch des LSC®bis zu der Stelle vorriickt,
an der die eingekreiste Zelle im Praparat
liegt. Die in Abbildung 3b eingekreiste Zelle
ist in Abbildung 4 rechts einmal in der Fluo-
reszenzfarbung mit der typischen kappen-
féormigen Markierung abgebildet. Das Prapa-
ratkann anschliefend miteiner panoptischen
Farbung nachgefarbt werden und dieselbe
Zelle wiederaufgesuchtwerden (Abb. 4links).

Klinischer Einsatz der Methode

Langsschnittanalysen der Zahlen zirkulieren-
der Epithelantigen-positiver Zellen bei Brust-
krebspatientinnen haben gezeigt, daf8 damit
unter adjuvanter Chemotherapie sehr gut
nachvollzogen werden kann, wie diese Zel-
len miteiner Reduktion um zum Teil mehrere
Dekaden auf die Chemotherapie ansprechen
(Abb. 5). Bei einem nachgewiesenen soliden
Tumor ist davon auszugehen, dafl die Mehr-
zahl der zirkulierenden Epithelantigen-posi-
tiven Zellen vom Tumor herriihren. Damit
scheint sich dieses Vorgehen fiir eine zeitna-
heKontrolle des Therapieansprechens zu eig-
nen.

Die Anreicherung und Reanalyse tumorver-
déchtiger Zellen er6ffnet neben der morpho-
logischen Begutachtung weitere Moglichkei-
ten zur Charakterisierung dieser Zellen, von
denen die bei den Autoren bereits etablierten
in Tabelle 2 aufgelistet sind:

1. So konnen nach Farbung der Kerne mit
einem fluoreszierenden Kernfarbstoff (z.B.
Propidiumiodid) Zellzyklusanalysen selek-
tiv an den Epithelantigen-positiven Zellen
durchgefiithrt werden und damit das
Wachstumsverhalten dieser Zellen analy-
siert werden.

2. Durch die Chemotherapie kommt es zur
Induktion von Apoptosewegen in den Zel-
len. Es kann der Anteil der in Apoptose
befindlichen Zellen an den zirkulierenden
Zellen bestimmt werden und damit bereits

vor dem kompletten Absterben und Ab-
rdumen der tumorverdéchtigen Zellen der
Erfolg der Therapie in vivo frithzeitig festge-
stellt werden.

3. Die korpereigene Immunantwort auf die
Tumorzellen kann in zweierlei Hinsicht
analysiert werden. Einerseits kann iiber
die Immunglobulinbeladung der Tumor-
zellen die Effektivitdt und Starke der B-
Zellantwort getestet werden. Des weiteren
sind bei den Patienten nicht selten Tumor-
zellen mit rosettenférmig adhéarierenden
T-Zellen zu finden. Inwieweit dies progno-
stisch von Bedeutung ist, muf in weiteren
Untersuchungen geklart werden.

4. Fiir die Planung des therapeutischen Vor-
gehens ist der Nachweis der Her2/neu-
Uberexpression in den Tumorzellen von
zunehmender Bedeutung. Diese wird bis-
her noch am urspriinglichen Tumorgewe-
be untersucht. Zielzellen der Therapie mit
dem Antikérper Herceptin werden aber
vor allem die zirkulierenden Tumorzellen
sein. Es kann bereits routinemafiig die Am-

Tab. 2: Reanalyse der lokalisierten Zellen

Untersuchung von:

Morphologie

Kernfarbung und Zellzyklusanalysen
Apoptose

Her2/neu-FISH
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Anzahl Chemotherapie Zyklen

Zahl zirkulierender Zelien im Kreislai

Abb. 5: Reduktion der Zahl zirkulierender tu-
morverdéachtiger Zellen bei sieben Patientin-
nen unter adjuvanter Chemotherapie zum Teil
um mehr als zwei Dekaden.

plifikation des Her2/neu-Gens, das ver-
antwortlich fiir die Uberexpression ist, an
den angereicherten Epithelantigen-positi-
ven Zellen durch FISH-Analyse (Fluores-
zenz-insitu-Hybridisierung)nachgewiesen
werden. Ein Beispiel fiir eine solche Analy-
se ist in Abbildung 6 dargestellt. Links ist
mit Grinfilter die kappenférmige Griin-
fluoreszenz fiir das Epithelantigen darge-
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Abb. 6: Eine Gruppe von Epithelantigen-positiven Zellen mit sehr star-
ker kappenformiger Fluoreszenzmarkierung. Dieselbe Zellgruppe nach
Hybridisierung mit einer rotfluoreszierenden Sonde fiir das Her2/neu-
Gen zeigt pro Zelle zwischen 3 und liber 20 Signale als Zeichen einer
Amplifikation des Her2/neu-Gens.

stellt, dieselben Zellen zeigen
mit Rotfilter (rechts) zwischen
drei und mehr als zwanzig
FISH-Signale fiir das Her2/
neu-Genund damiteine Uber-
expression in fast allen diesen
Zellen.

Ausblick

Erst mit einer Anreicherung sel-
tener Zellen in den Nachweisbe-
reich hinein und einem anschlie-
Benden quantitativen Nachweis-
verfahren kann die biologische
Relevanz unterschiedlicher Men-
gen zirkulierender Tumorzellen
differenziert analysiert werden.
Die quantitative Analyse erlaubt
es, festzustellen, ob sich die Zahl
zirkulierender Tumorzellen un-
ter dem Einsatz von Zytostatika
andertund ermoglicht damiterst-
mals eine zeitnahe Erfolgskon-
trolle der Chemotherapie in der
adjuvanten Situation, in der es
sonst keine andere Moglichkeit
gibt, das Therapieansprechen zu
kontrollieren. Im Rahmen der
neoadjuvanten Chemotherapie
kann tiberpriift werden, ob die
zirkulierenden Zellenim gleichen
Umfang wie der Primdrtumor
ansprechen. Damit bietet sich
diese Methode als Werkzeug fiir
die Uberwachung bei adjuvan-
ten und neoadjuvanten Chemo-
therapiestudien an. In Zukunft
soll diese Analyse dem Patien-
ten unnétige oder in-effektive
Chemotherapien ersparen hel-
fen.

Zusatzlich konnen die zirkulie-
renden Tumorzellen selektiv auf
ihr Wachstumsverhalten mit Hil-
fevon Zellzyklusanalysen unter-
sucht werden, ihre Absterberate
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ist mit Apoptoseanalysen und
ihre Uberexpression von Wachs-
tumsgenen mit Hilfe von Fluo-
reszenz-in situ-Hybridisierung
analysierbar. Dies erlaubt es,
Tumorzellsubpopulationen zu
analysieren, die unterschiedlich
auf die Cytostase ansprechen,
und damit frithzeitig eine klona-
le Selektion resistenter Zellen zu
erkennen und dieser therapeu-
tisch gegenzusteuern.
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