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Zusammenfassung 

Der schwerwiegendste Aspekt maligner Tumore ist ihre Fähigkeit Fernmetastasen in 

lebenswichtigen Organen zu bilden. Bei der Mehrheit neudiagnostizierter solider maligner 

Tumore liegen zum Zeitpunkt der Diagnose keine Metastasen vor. Dennoch erleiden bis zu 

50% der Patienten ein Rezidiv. Dies beruht auf der Disseminierung von Tumorzellen, die 

dann Metastasen im Sekundärgewebe bilden können. Jedoch können nicht alle 

disseminierten Tumorzellen zu Metastasen in distanten Organen heranwachsen. Eine 

kleine Subpopulation von Zellen, die ein hohes Selbsterneuerungspotential besitzt, scheint 

für die Entstehung von Tumoren und Rezidive verantwortlich zu sein. Diese Subpopulation 

wird als Krebsstammzellen oder Tumor-initiierende Zellen bezeichnet.  

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte mit einem neuartigen 3D-Zellkultursystem 

die aggressivste Subpopulation der CETCs, die zirkulierenden Krebsstammzellen, die in-

vitro zu Tumorsphären heranwachsen, identifiziert und weiter charakterisiert werden. 

Immunfluorimetrische, als auch genetische Untersuchungen konnten zeigen, dass sie 

Stammzelleigenschaften besitzen, die typisch für das Mammakarzinom sind. Die Anzahl 

an cCSCs spiegelte direkt die Aggressivität des Tumors wider und konnte das Risiko für 

Fernmetastasen bestimmen. Die Entwicklung eines patient-derived Xenograft Modells 

konnte zudem die Tumorigenität der in-vitro kultivierten Tumorsphären erstmals beweisen. 

Nach ihrer Applikation auf die Chorioallantoismembran des Hühnerembryos konnten sie 

innerhalb kürzester Zeit einen Tumor generieren, der pathologisch dem Primärtumor 

entsprach. Diese neu entwickelten Modelle konnten die Existenz der Krebsstammzellen 

nicht nur im Tumorgewebe sondern auch im peripheren Blut der Krebspatienten bestätigen 

und deren klinische Relevanz verdeutlichen. Dies eröffnet einen Weg Tumor-initiierende 

Zellen in unterschiedlichen Tumorentitäten zu identifizieren, molekular zu charakterisieren 

und zielgerichtete Therapien zu entwickeln. 

CETCs sind einer Reihe unterschiedlicher physiologischer und immunologischer Hürden 

ausgesetzt, die deren Überleben im peripheren Blut erschweren. Um sich vor der 

Eliminierung durch das Immunsystem erfolgreich zu schützen, nutzen die CETCs eine 

Vielzahl unterschiedlicher Strategien. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die 

unterschiedlichen Mechanismen untersucht, mit denen sich die CETCs vor der 

Immunüberwachung tarnen können. Im Fokus der Immunonkologie stehen die 

sogenannten checkpoints des Immunsystems, die von den T-Zellen exprimiert werden und 

normalerweise eine überbordende Immunreaktion verhindern. Tumorzellen können sich 
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diesen Mechanismus der Immunevasion zu Nutze machen. In dieser Arbeit konnte mit 

Hilfe immunfluorimetrischer und molekularzytogenetischer Analysen gezeigt werden, dass 

die CETCs bestimmte checkpoints wie PD-L1 und B7-H3 in einem hohen Prozentsatz auf 

ihrer Zelloberfläche exprimieren. Dies ermöglicht ihr Überleben im peripheren Blut und 

fördert gleichzeitig die metastatische Ausbreitung des Tumors. Eine Blockade dieser 

checkpoints bereits in frühen Stadien könnte klinisch relevant sein, um die Immunantwort, 

die sich gegen die Tumorzellen richtet, zu reaktivieren. Das Monitoring PD-L1 und B7-H3 

positiver CETCs könnte insbesondere nach der operativen Entfernung des Tumors für die 

Überwachung der Immuntherapie nützlich sein. Ein weiterer Mechanismus, der die CETCs 

im peripheren Blut vor immunologischen Angriffen, den Scherkräften des Blutes und der 

Apoptose schützt, ist deren Interaktion mit anderen Komponenten des Blutes. Jüngste 

Studien deuten darauf hin, dass Thrombozyten eine entscheidende Rolle dabei spielen, das 

Überleben der CETCs im Blutkreislauf zu fördern. Die Tumorzell-induzierte 

Thrombozytenaggregation schützt die CETCs vor den Scherkräften des Blutes und 

gleichzeitig vor einer immunologischen Eliminierung. Dies kann jedoch auch der Grund 

dafür sein, dass die Antikörper die Oberflächenantigene der Tumorzellen nicht erreichen. 

In dieser Arbeit konnte die Interaktion zwischen den CETCs und den Thrombozyten zu 

drei verschiedenen Zeitpunkten nach der Blutentnahme bestätigt werden. Die Tumorzellen 

bildeten im Blut Aggregate mit den Thrombozyten, wodurch ihr Überleben im peripheren 

Blut gefördert, jedoch gleichzeitig deren Nachweis unmittelbar nach der Blutentnahme 

erschwert wurde. Durch die Lagerung der Blutproben über Nacht bei Raumtemperatur kam 

es zur Ablösung der Thrombozyten von den CETCs, wodurch sie mittels 

Immunfluoreszenz identifiziert werden konnten. Die Wirkung von 

Thrombozytenaggregationshemmern könnte einen inhibierenden Einfluss auf den 

Metastasierungsprozess haben.  

CETCs stellen wertvolle tumorspezifische Biomarker dar, die die verbliebene minimale 

Resterkrankung nach einer scheinbar erfolgreich abgeschlossenen Krebstherapie 

widerspiegeln. Zudem können sie zeitnah die Effizienz systemischer Therapien abbilden, 

wodurch sie eine prognostische Relevanz haben. Aufgrund der hohen intra- und 

intertumoralen Heterogenität, aber auch aufgrund möglicher Veränderungen der 

Tumorzelleigenschaften im Krankheitsverlauf ist die longitudinale Überwachung der 

zirkulierenden Tumorzellen von großer Bedeutung. Frühe Resistenzen, bzw. frühzeitige 

Rezidive lassen sich somit leicht verfolgen. Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit konnte 

mit der maintrac® Methode veranschaulicht werden, dass die Quantifizierung der CETCs 
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und vor allem der cCSCs ein geeignetes Stadien-unabhängiges Verfahren darstellt, um die 

Effizienz der aktuellen Therapie, wie der Immuntherapie, der Radiotherapie und der 

endokrinen Therapie zu überwachen. Patientinnen mit einem erhöhten Risiko für eine 

Therapieresistenz und ein Rezidiv könnten somit frühzeitig identifiziert und die 

Behandlungsstrategie angepasst werden. Die molekularbiologische Charakterisierung der 

Zellen hinsichtlich therapierelevanter Marker wie PD-L1, B7-H3 und AR bzw. ER könnte 

bei der Patientenstratifizierung für eine personalisierte Therapie behilflich sein.  
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Summary 

The most pernicious aspect of malignant tumors is their ability to form distant metastases 

in vital organs. In the majority of newly diagnosed solid malignant tumors, no metastases 

are present at the time of diagnosis. Nevertheless, up to 50% of patients suffer a 

recurrence. This is due to the dissemination of tumor cells, which can form metastases in 

secondary tissue. However, not all disseminated tumor cells can grow into metastases in 

distant organs. A small subpopulation of cells with a high self-renewal potential seems to 

be responsible for the development of tumors and recurrences. This subpopulation is 

referred to as cancer stem cells or tumor-initiating cells. 

In the first part of the present work, a novel 3D cell culture system was used to identify and 

further characterize this most aggressive subpopulation of CETCs, the circulating cancer 

stem cells that can grow into tumorspheres in vitro. Immunohistochemical as well as 

genetic analyses have shown that they express stem cell characteristics typical for breast 

carcinoma. The number of cCSCs directly reflected the aggressiveness of the tumor and 

determined the risk of distant metastases. The development of a patient-derived xenograft 

model demonstrated the tumorigenicity of tumorspheres cultured in-vitro from patient 

blood. After their application to the chick embryo chorioallantoic membrane they were 

able to generate a tumor pathologically equivalent to the primary tumor within a very short 

time. These newly developed models were able to confirm the existence of cancer stem 

cells not only in tumor tissue but also in the peripheral blood of cancer patients. This opens 

a way to identify tumor-initiating cells in different tumor entities, characterize them 

molecularly and develop targeted therapies.  

CETCs are exposed to a number of different physiological and immunological hurdles that 

impede their survival in peripheral blood. To successfully evade elimination by the 

immune system, CETCs use a variety of different strategies. In the second part of the 

present work, the different mechanisms by which CETCs succeed in protecting themselves 

from elimination by the immune system were investigated. Immuno-oncology focuses on 

the so-called checkpoints of the immune system, which are expressed by T cells and 

normally prevent an exuberant immune response. Tumor cells can succeed in exploiting 

this mechanism to evade the activated immune system. In this work, immunofluorimetric 

and molecular cytogenetic analyses demonstrated that CETCs express certain checkpoints 

such as PD-L1 and B7-H3 in a high percentage on their cell surface. This enables their 

survival in the peripheral blood while promoting metastatic spread of the tumor. Blocking 
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these checkpoints at early stages could be clinically relevant to reactivate the immune 

response directed against tumor cells. Monitoring PD-L1 and B7-H3 positive CETCs could 

be useful for monitoring immunotherapy especially after surgical removal of the tumor. 

Another mechanism that protects CETCs in the peripheral blood from immunological 

attack, blood shear forces, and apoptosis is their interaction with other components of the 

blood. Recent studies suggest that platelets play a crucial role in promoting the survival of 

CETCs in the bloodstream. Tumor cell-induced platelet aggregation protects the CETCs 

not only from the shear forces of the blood but simultaneously from immunological 

elimination. This protective shield may also be the reason why the antibodies do not reach 

the surface antigens of the tumor cells. In this work, the interaction between CETCs and 

platelets was confirmed at three different time points after blood collection. The tumor 

cells formed aggregates with the platelets in the blood, promoting their survival in the 

peripheral blood, but at the same time making their detection more difficult immediately 

after blood collection. Storage of blood samples overnight at room temperature resulted in 

detachment of platelets from CETCs, allowing their identification by 

immunohistochemistry. The effect of platelet aggregation inhibitors could have an 

inhibitory influence on the metastasis process. 

CETCs represent valuable tumor-specific biomarkers that reflect the remaining minimal 

residual disease after an apparently successfully completed cancer therapy. In addition, 

they can promptly show the efficacy of systemic therapies, thus having prognostic 

relevance. Due to the high intra- and intertumoral heterogeneity, but also due to possible 

changes in tumor cell properties during disease progression, longitudinal monitoring of 

circulating tumor cells is of high importance. Early resistance, or early recurrence, can thus 

be easily tracked.  

In the third part of the present work, the maintrac® approach was used to demonstrate that 

quantification of CETCs and especially cCSCs is a suitable stage-independent method to 

monitor the efficacy of current therapy, such as immunotherapy, radiotherapy and 

endocrine therapy. Patients at increased risk for treatment resistance and recurrence could 

be identified early and the treatment strategy adjusted. Molecular characterization of these 

cells with respect to therapy-relevant markers such as PD-L1, B7-H3, and AR or ER could 

be useful in patient stratification for personalized therapy.  

 



Einleitung   1 

1 Einleitung 

In den vergangen Jahrzehnten wurden große Fortschritte bei der Früherkennung und der 

personalisierten Krebsbehandlung erzielt, die das Überleben der Krebspatienten signifikant 

verlängert haben [1]. Bei der Mehrheit der Patienten kann der Tumor in einem frühen 

Stadium unter lokaler Kontrolle gehalten werden, dennoch ist das Gesamtüberleben bei 

vielen Krebsarten aufgrund distaler Metastasen verkürzt und die Sterberate mit 90% nach 

wie vor sehr hoch [2]. Diese hohe Sterberate könnte möglicherweise an dem noch 

unzureichenden Verständnis der Komplexität der  Biologie von Krebserkrankungen und 

dem Fehlen geeigneter experimenteller Methoden liegen [3]. Zudem zielen die meisten 

Bemühungen zur Bekämpfung der Krankheit auf den Primärtumor ab. Der größte Teil der 

Patienten verstirbt aber an den Tumorabsiedlungen, den Metastasen, die erst Jahre nach 

einer scheinbar erfolgreichen Behandlung des Ausgangstumors auftreten können. Eine 

effektive Behandlung dieser Metastasen ist die größte Herausforderung bei der 

Krebstherapie [4–6]. Die meisten metastasierten Patienten werden mit einer systemischen 

Therapie behandelt, die das Überleben der Patienten verlängert und die Symptome, die mit 

der Krebserkrankung einhergehen, lindert. In den meisten Fällen ist die Therapie jedoch 

nicht kurativ [6]. 

 

1.1 Klassifizierung und Behandlung des Mammakarzinoms 

Brustkrebs ist die am häufigsten diagnostizierte  Krebsart bei Frauen weltweit und macht 

ungefähr 25% aller neu diagnostizierten Krebserkrankungen aus. Man geht davon aus, dass 

jede achte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt [7]. Das mediane Alter 

beträgt 65 Jahre. Das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, die 

lymphovaskuläre Ausbreitung, der histologische Grad, die biologischen Eigenschaften des 

Tumors, Begleiterkrankungen, das Alter der Patientinnen und der Menopausenstatus 

bestimmen die Prognose und die Therapieoptionen. Die Behandlung einer lokalen 

Erkrankung beinhaltet in den meisten Fällen (wenn möglich) eine Brust-erhaltende 

Operation (breast conserving surgery, BCS), in der Regel gefolgt von einer adjuvanten 

Radiotherapie. In den meisten Fällen erhalten die Patientinnen zusätzlich dazu eine 

adjuvante systemische Therapie (Chemotherapie, endokrine Therapie und zielgerichtete 

Gewebetherapie), die signifikant die Rezidivrate senkt und das Gesamtüberleben erhöht 

[8,9]. Tabelle 1 zeigt die typischen Therapieoptionen in Abhängigkeit vom Stadium. 
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Tabelle 1: Typische Therapieoptionen beim Mammakarzinom in Abhängigkeit des Stadiums. (Eigene Darstellung 

nach Maughan et al. 2010. [8]) 

 

Die unterschiedlichen biologischen Subtypen des Mammakarzinoms besitzen 

unterschiedliche Metastasierungspotentiale. Die Subtypen werden nach der Expression von 

Steroidrezeptoren (Östrogen- (estrogen receptor, ER) und Progesteron- (progesterone 

receptor, PR) Rezeptor) und dem humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor-2 
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(human epidermal growth factor receptor 2, HER2), als auch dem Proliferationsindex Ki-

67 wie folgt (Tabelle 2) klassifiziert [10]: 

Tabelle 2: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms. (Eigene Darstellung nach Guiu et al. 2012. [10]) 

Subtypen IHC Klassifikation (St Gallen) 

Luminal A ER und/oder PR positiv 

HER2 negativ 

Ki-67 <14% 

Luminal B Luminal B (HER2 negativ) 

 ER und/oder PR positiv 

 HER2 negativ 

 Ki-67 ≥ 14% 

Luminal B (HER2 positiv) 

 ER und/oder PR positiv 

 Jedes Ki-67 

 HER2 positiv 

HER2 positiv 

 

HER2 positiv 

ER und PR negativ 

Basaler-Zell-Typ 

 

Triple negative 

ER und PR negativ 

HER2 negativ 

 

Die Definition dieser Subtypen wurde 2011 in die internationale St. Gallen Konsensus 

Konferenz aufgenommen [10,11]. Jeder Subtyp hat ein anderes Metastasierungspotential 

und unterschiedliche Ansprechraten hinsichtlich der systemischen und lokalen Therapie 

[11]. Das Basalkarzinom ist im Vergleich zu den Luminalkarzinomen aggressiver und 

prognostisch ungünstiger wodurch es die niedrigsten Überlebensraten aufweist [12]. Zu 

der modernen, multimodalen Therapie gehören die Operation, die Radiotherapie und die 

medikamentöse Therapie. Die 5-Jahres Überlebensrate beträgt durch die verbesserte 

Früherkennung und die personalisierte Therapie in Deutschland 87% [9].  Brustkrebs kann 

als eine systemische Erkrankung betrachtet werden, da eine frühe Disseminierung von 

Tumorzellen bereits von kleinen malignen Tumoren ausgehen kann, lange bevor der 

Tumor diagnostiziert wird. Folglich kann der Primärtumor zum Zeitpunkt der Diagnose 

bereits weiter entfernte Organe mit Tausenden von Krebszellen besiedelt haben [3]. 

Jedoch können nur bei schätzungsweise 5% der Krebspatienten zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose klinisch detektierbare Metastasen nachgewiesen werden. Weitere 30-50% 

der Patienten, bei denen keine Metastasen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose mit den 

klassischen, bildgebenden Verfahren nachgewiesen werden konnten, entwickeln im 

Verlauf ihrer Krebserkrankung schließlich doch Metastasen [13–15].   
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Die Ausbreitung des Tumors erfolgt durch die Ablösung aggressiver, maligner Zellen vom 

Primärtumor oder durch bereits vorhandene sogenannte Mikrometastasen und deren 

Zirkulation im Blut, die sich dann an weiter entfernten Organen absetzen können [16]. 

Letzen Endes sind es diese Mikrometastasen, die durch ihr Wachstum die 

Funktionsfähigkeit lebenswichtiger Organe beeinträchtigen und zu einem Rezidiv mit 

einem verkürzten Überleben der Patienten führen. Sensitive Techniken sind notwendig, um 

die minimale residuale Tumorlast frühzeitig zu detektieren, um eine Metastasierung zu 

verhindern und die Prognose der Krebspatienten zu verbessern [13,16–18].  

 

1.2 Die Metastasierungskaskade 

1.2.1 Zirkulierende Tumorzellen  

Die Metastasierung ist ein komplexer, mehrstufiger Prozess, bei dem Krebszellen zu 

bestimmten Zeitpunkten unterschiedliche Eigenschaften erwerben müssen. Zellen im 

peripheren Blut, die sich vom Primärtumor oder seinen Metastasen gelöst haben, der 

Immunantwort entgehen und im Blutstrom zirkulieren können, werden als sogenannte 

zirkulierende Tumorzellen bezeichnet (Abb. 1) [14,16,17]. Sie stellen ein 

Zwischenstadium im Metastasierungsprozess dar und müssen Schlüsseleigenschaften 

erwerben um letztendlich metastatische Läsionen zu generieren [1]. Bereits 1869 

postulierte  T. Ashworth die Hypothese das im Blut zirkulierende Tumorzellen mit der 

Entstehung von Metastasen im Zusammenhang stehen [19]. Die Hypothese, dass sich 

Zellen vom Primärtumor ablösen und über Blutgefäße und das lymphatische System in 

weiter entfernte Organe bewegen können, konnte bereits in vielen Studien bestätigt werden 

[18,20,21]. Eine der wichtigsten Entdeckungen in den vergangenen 15 Jahren hinsichtlich 

des Metastasierungsprozesses war die Erkenntnis, dass zirkulierende Tumorzellen bereits 

im sogenannten in-situ Stadium disseminieren können, lange bevor der Primärtumor 

mittels bildgebender Verfahren detektiert werden kann [22]. Bislang liegen noch keinen 

konkreten Hinweise vor, dass zirkulierende Tumorzellen, die zu einem späteren Zeitpunkt 

der Erkrankung detektiert werden aggressiver und vermehrt in der Lage sind neue 

Metastasen zu bilden, im Vergleich zu jenen Zellen, die zu einem frühen Zeitpunkt der 

Erkrankung detektiert werden [22]. 
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Abb.-Nr. 1: Schematische Darstellung des Metastasierungsprozesses. Tumorzellen können sich vom Primärtumor 

oder bereits bestehenden Metastasen ablösen, in die Blutzirkulation gelangen und an weiter entfernten Organen neue 

Läsionen bilden. Tumorzellen können durch die direkte Intravasation tumorassoziierter Blutgefäße in den Blutkreislauf 

gelangen oder indirekt durch das Lymphsystem. (Eigene Darstellung nach Yang et al. 2021. [23])  

Durch die Entwicklung sensitiver Methoden konnte eine detaillierte Analyse dieser im Blut 

zirkulierender Tumorzellen erfolgen. Es wird angenommen, dass aus dem Tumorgewebe 

1 x 10
6 

zirkulierende Tumorzellen/g Gewebe pro Tag in den Kreislauf gelangen können 

[24–28]. Die meisten dieser Zellen sterben in der Zirkulation binnen kürzester Zeit, bedingt 

durch die Kombination aus mehreren Faktoren, wie oxidativer und physikalischer Stress, 

Anoikis, und dem Fehlen von Wachstumsfaktoren, als auch Zytokinen. Diejenigen Zellen, 

die im Blutkreis überleben konnten dringen entweder aktiv in das umliegende Gewebe ein 

oder bleiben in einem Kapillarbett stecken, wo sie anfangen können zu proliferieren und 

einen neuen Tumor ausbilden [1]. Analog zu der heterogenen Tumorbiologie weisen auch 

die zirkulierenden Tumorzellen ein sehr heterogenes Metastasierungspotential auf. 

Versuchsmodelle konnten zeigen, dass schätzungsweise nur 0,02% dieser Zellen in der 

Lage sind, im sekundären Gewebe neue Läsionen zu bilden [1,24–27,29]. Nachdem die 

Zellen ihr Ziel erreicht haben fangen sie entweder an zu proliferieren oder verbleiben in 

einem ruhenden G0/G1 Stadium, wobei sie aber ihre Fähigkeit zur Proliferation nicht 

verlieren. Bislang ist noch nicht bekannt welches Signal dafür verantwortlich ist, dass die 

Zellen manchmal erst nach Jahrzehnten erneut anfangen zu proliferieren und neue 

Läsionen bilden, die meist tödlich enden [2,22]. Die so genannten „ruhenden“ Zellen 

bleiben klinisch gesehen, bis zu dem Zeitpunkt an dem sie anfangen zu proliferieren, nicht 

detektierbar. Insbesondere bei Brust- und Prostatakarzinompatienten können diese 

ruhenden Zellen zu späten Rezidiven führen, die erst Jahre nach der Erstdiagnose und einer 
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abgeschlossenen Therapie auftreten können [1]. Neue Studien konnten zeigen, dass sich 

jede Läsion eines Patienten unabhängig von den anderen  mit unterschiedlichen de-novo 

Mutationen entwickeln kann. Die Tumorresektion, als auch die einzelnen Biopsien jeder 

Läsion sind nicht in der Lage das gesamte heterogene Mutationsprofil der gesamten 

Zellpopulation darzustellen. Mit Hilfe der Liquid Biopsy und der  darin enthaltenen 

zirkulierenden Tumorzellen hingegen kann die gesamte Population jeder einzelnen Läsion 

widergespiegelt und zu jedem Zeitpunkt der Erkrankung auf neue Eigenschaften hin 

untersucht werden. Zirkulierende Tumorzellen stellen somit eine dynamische 

Zellpopulation dar. Neue Zellen mit unterschiedlichen Eigenschaften können 

kontinuierlich aus multiplen Quellen in die Blutzirkulation gelangen. Veränderungen in 

den Eigenschaften der zirkulierenden Tumorzellen, die durch bestimmte Therapien 

induziert werden, können ebenfalls in Echtzeit erkannt werden [1,22,27]. Dies ermöglicht 

eine schnelle und unkomplizierte Anpassung der Therapie auf die fortschreitende 

Erkrankung. Verbesserte Technologien zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen konnten 

neue Erkenntnisse hinsichtlich der metastatischen Ausbreitung der Krebserkrankung 

liefern, wodurch neue potentielle targets identifiziert werden konnten [1]. 

Die quantitative Bestimmung der zirkulierenden Tumorzellen bei Patienten mit soliden 

Tumoren kann wie eine Liquid Biopsy zur wiederholten, nicht invasiven 

Nachuntersuchung verwendet werden. Bei dem Begriff Liquid Biopsy handelt es sich um 

die Entnahme biologischer Flüssigkeiten (am häufigsten Blut- und Speichelproben, Urin, 

Pleura- und Cerebrospinalflüssigkeit), die unter anderem auch verschiedene Bestandteile 

von Tumorzellen enthalten kann, die in den Blutkreislauf freigesetzt wurden. Dieses 

Material kann verschiedene Elemente umfassen, wie z.B. extrazelluläre Vesikel, 

zirkulierende Tumor DNA (circulating tumor DNA, ctDNA) und zirkulierende 

Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) [30]. Zirkulierende Tumorzellen haben im 

Vergleich zu den anderen Bestandteilen der Liquid Biopsy den Vorteil, dass sie von 

lebenden, zur Proliferation fähigen Regionen abstammen. Zudem enthalten sie das volle 

Repertoire an Information, das für die Therapieoptimierung notwendig ist: RNA, DNA, 

Proteine, etc. Aus diesem Grund sind nur zirkulierende Tumorzellen in der Lage neue 

Metastasen an weiter entfernten Regionen zu bilden, wodurch sie eine zentrale Rolle beim 

Fortschreiten der Erkrankung spielen [30].   

Große klinischen Studien zu Brust- und Prostatakrebs konnten zeigen, dass zirkulierende 

Tumorzellen als ein Marker für das Ansprechen auf eine aktuelle Therapie verwendet 
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werden können und in der frühen und metastatischen Erkrankung mit ungünstigen, 

klinischen Ergebnissen korrelieren (wie das Progressionsfreie- und Gesamtüberleben) 

[4,31–35]. Die hohe Heterogenität der Brustkrebszellen im Primärtumor, als auch in den 

disseminierten Tumorzellen ist von prognostischer Bedeutung und kann für die 

Entwicklung neuer therapeutischer Strategien nützlich sein [36]. In den letzten Jahren 

konnten kritische Signalwege, die bei der Entwicklung von Tumoren involviert sind 

identifiziert werden, wodurch neue targets entdeckt und zielgerichtete Therapien 

entwickelt wurden  [37]. Die longitudinale Überwachung der zirkulierenden Tumorzellen 

während einer Therapie könnte dabei behilflich sein auftretende Medikamentenresistenz 

frühzeitig zu erkennen und einen Therapiewechsel schnell einzuleiten [38,39]. Dies 

ermöglicht die Identifizierung von Patienten, die von einer individuellen, zielgerichteten 

Therapie profitieren [40,41]. Die personalisierte Therapie sollte eine hohe Spezifität für 

Moleküle haben, die  eine entscheidende Rolle im Zellwachstum, Überleben, Invasion, 

Metastasierung, Progression und Angiogenese spielen [37]. Die weitere Charakterisierung 

dieser Zellen könnte für ein besseres Verständnis der Tumorbiologie und des 

Metastasierungsprozesses herangezogen werden [40,41]. Der Fokus einer zielgerichteten 

Krebstherapie liegt auf der individuell abgestimmten Therapie, die weniger toxisch aber 

wirksamer für den einzelnen Patienten ist [38]. 

 

1.2.2 Nachweis zirkulierender Tumorzellen mit der maintrac® Methode 

Aufgrund ihrer niedrigen Konzentration im peripheren Blut stellt der Nachweis der 

zirkulierenden Tumorzellen eine enorme technische Herausforderung dar (eine Zelle unter 

10
3 

- 10
7
 normaler Blutzellen) und bedarf einer hohen Sensitivität und Spezifität für die 

Nachweismethode [42][18]. Es wurden bereits viele Detektionsverfahren für den Nachweis 

und der weiteren Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen entwickelt, die in zwei  

Hauptkategorien aufgeteilt werden können: immunologisch- und molekularbiologisch 

basierte Detektionsverfahren. Aufgrund ihrer Seltenheit werden bei den meisten Verfahren 

vor der eigentlichen Detektion der Zellen ein oder mehrere Anreicherungsschritte 

vorgenommen. Nachteil dabei ist zum einen der enorme Zellverlust während jedes 

Anreicherungsschrittes und zum anderen die offenbar massive Zerstörung der Zellen, 

wodurch eine Unterscheidung in lebende und tote Zellen nicht mehr möglich ist. Die 

genaue Quantifizierung und weitere Charakterisierung lebender zirkulierender 
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Tumorzellen ist aber essentiell, damit sie als klinische Biomarker in der klinischen Routine 

verwendet werden können [20,43]. 

Die Bezeichnung der zirkulierenden Tumorzellen als CTCs (circulating tumor cells) 

beinhaltet auch die zirkulierenden hematopoetischen Tumorzellen. Die Untersuchungen in 

dieser Studie beziehen sich jedoch ausschließlich auf die epithelialen Tumore, weshalb die 

Terminologie CETCs (circulating epithelial tumor cells) im Vergleich zu CTCs plausibler 

erscheint. Mit der maintrac® Methode werden die tumorverdächtigen epithelialen Zellen 

im Blut auf der Grundlage der Expression des epithelialen Zelladhäsionsmoleküls 

(epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) der Tumorzellen nachgewiesen. Die 

Expression von EpCAM ist eng gekoppelt mit benignen oder malignen Tumoren, die von 

epithelialen Geweben abgeleitet sind. Sie korreliert mit der Tumorentität, dem Stadium der 

Krankheit und der Antitumorimmunität [44]. Zudem wurde die EpCAM-Expression mit 

einer verstärkten Proliferation in Verbindung gebracht [45]. Beim primären 

Mammakarzinom ist die EpCAM-Expression mit einem schlechten progressionsfreien- 

und Gesamtüberleben assoziiert [45]. Die maintrac® Methode ermöglicht den sensitiven 

Nachweis der CETCs ohne Anreicherungsschritte und die quantitative Bestimmung 

lebender Zellen aus dem peripheren Blut von Krebspatienten (Abb. 2). Sie ist schnell, 

zuverlässig und reproduzierbar [29]. Der Nachweis erfolgt mit einem spezifischen 

Antikörper gegen EpCAM der mit einem Fluorochrom markiert ist und einem Fluoreszenz 

Scanning Mikroskop (Olympus). Die anschließende Analyse ermöglicht eine 

morphologische Beurteilung jeder einzelnen Zelle. Diese Methode ermöglicht es die 

CETCs relativ verlustfrei in den unterschiedlichen Stadien der Krankheit zu detektieren 

und somit das Ansprechen auf eine Therapie abzulesen  [4,46]. Für die Unterscheidung 

zwischen lebenden und toten Zellen wird eine Kernfärbung mit  Propidiumiodid 

(propidium iodide, PI) durchgeführt bei der nur die toten Zellen aufgrund der 

Membranpermeabilität eine intranukleäre Färbung mit einem DNA interkalierenden 

Farbstoff aufweisen. Mit dieser Methode wird eine begleitende Überwachung der CETCs 

während des Krankheitsverlaufes ermöglicht und für den Patienten eine optimierte, 

rechtzeitige, angepasste und personalisierte Therapie bereitgestellt [42].  
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Abb.-Nr. 2: Schematische Darstellung der maintrac® Methodik. Für den Nachweis zirkulierender Tumorzellen wird 

als Ausgangsmaterial EDTA-Blut (für die anti-Koagulation) benötigt. In einem ersten Schritt werden die Erythrozyten 

lysiert, die Proben zentrifugiert und anschließend mit einem spezifischen anti-EpCAM Antikörper markiert. Die Proben 

werden anschließend in 96 well Platten überführt und an einem Fluoreszenz Scanning Mikroskop gemessen. Mit Hilfe 

des automatisierten Analyseprogramms können anschließend die Tumorzellen identifiziert, quantifiziert und zwischen 

lebenden und toten Zellen unterschieden werden. Durch wiederholte Zellzahlbestimmungen während des 

Krankheitsverlaufs kann mit dieser Methode jede Behandlungsart kontrolliert und entstehende Resistenzen frühzeitig 

erkannt werden.  

 

 

1.2.3 Zirkulierende Krebsstammzellen 

Die hohe intratumorale Heterogenität und die molekulare Komplexizität vieler Tumore 

sind die Ursache für eine primäre oder erworbene Resistenz gegen zytotoxische und 

biologische Wirkstoffe. Während ein Großteil der Krebszellen durch die verabreichte 

Medikation zerstört wird, können andere Tumorzellen überleben und zum Wiederauftreten 

und dem Progress der Krankheit beitragen [47]. Immer mehr Daten, die aus klinischen und 

experimentellen Studien hervorgehen, deuten darauf hin, dass die Ursachen für die 

Resistenzen und Rezidive genetische Mutationen, die Interaktion der Krebszellen mit der 

Mikroumgebung und das Vorhandensein der sogenannten Krebsstammzellen (cancer stem 

cells, CSCs) sind [47,48]. 
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Abb.-Nr. 3: Krebsstammzellmodell. a) Krebsstammzellen besitzen eine Selbsterneuerungskapazität, wodurch die 

Stammzelleigenschaften während der Zellteilung beibehalten und an die Tochterzellen weitergegeben werden.  Bei einer 

symmetrischen Zellteilung entstehen zwei Tochterzellen, die ihre Stammzelleigenschaften behalten. Bei der 

asymmetrischen Zellteilung entstehen eine Tochterzelle mit Stammzelleigenschaften und eine Tochterzelle, die ihre 

Stammzelleigenschaft verliert. b) Die heterogene Zellpopulation wird an den Sekundärtumor weitergegeben. (Eigene 

Darstellung nach Fulawka et al. 2014. [49]) 

Krebsstammzellen sind in der Lage sich selbst zu erneuern, einen Tumor nach einer 

abgeschlossenen Behandlung neu zu besiedeln und ein metastatisches Wachstum zu 

initiieren (Abb. 3). Des Weiteren weisen sie eine Radio- und Chemoresistenz auf, was 

möglicherweise die Erklärung dafür ist, dass die derzeitigen Behandlungsmethoden oft 

nicht ausreichen, um die Patienten zu heilen [48]. Die Krebsstammzellhypothese wurde 

1800 erstmals von Rudolf Virchow in Cellular Pathologie postuliert, jedoch konnten erst 

1994 erstmals Krebsstammzellen von Patienten mit einer akuten myeloiden Leukämie 

(acute myeloid leukemia, AML) von Dick und seinen Kollegen identifiziert und isoliert 

werden.  Unter Verwendung immundefizienter Mausmodelle (nonobese diabetic/severe 

combied immunodeficient mice, NOD/SCID) konnten sie demonstrieren, dass die 

implantierten Zellen (CD34+/CD38-) sich primär im Knochenmark der Mäuse absiedelten, 

dort proliferierten und hämatopoetische Malignitäten initiierten konnten [50,51]. Von da an 

wurden Krebsstammzellen in den letzten Jahren in einer Vielzahl anderer, solider Tumore 

nachgewiesen [47]. CSCs wurden mit Hilfe unterschiedlicher Methoden, wie der 

Expression CSC-spezifischer Zelloberflächenmarker oder intrazellulärer Moleküle, aber 

auch der Aldehyd-Dehydrogenase 1 (ALDH1)-Aktivität identifiziert und isoliert [52,53]. 

Zu den gängigsten Markern des Mammakarzinoms gehören CD133, CD24 und CD44. 
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Jedoch reichen diese Markerkombinationen für deren Nachweis alleine nicht aus und 

müssen durch funktionelle Methoden, wie beispielsweise deren Fähigkeit in Suspension in 

einer 3D Konformität heranzuwachsen (Tumorsphären), belegt werden [47]. Solide 

Tumore sind während ihres Wachstums von einer Vielzahl nicht-maligner Zellen und einer 

extrazellulären Matrix umgeben, die zusammen die Mikroumgebung des Tumors bilden. 

Die Mikroumgebung des Tumors verschafft den Tumorzellen suboptimale 

Wachstumsbedingungen, wie Hypoxie und Nährstoffmangel. Zudem sind die Tumorzellen 

den Signalen der umgebenden Zellen ausgesetzt und werden durch direkte Zell-

Zellkontakte beeinflusst. Konventionellen 2D Kultursystemen fehlen all diese 

Umgebungsfaktoren, weshalb die originalgetreue Nachbildung dieser Mikroumgebung in-

vitro eine große Herausforderung darstellt. Biologische Merkmale der Tumorzellen können 

durch die erforderlichen zellulären Anpassungen, um in-vitro überleben zu können, 

verloren gehen. Aus diesem Grund sind 3D Kultursysteme notwendig, um die in-vivo 

Wachstumsbedingungen so gut wie möglich zu simulieren und die Aspekte der 

Tumorbiologie zu verstehen. Mit Hilfe der Spheroid Kultursysteme werden die seltenen 

CSCs identifiziert und angereichert, wodurch deren Eigenschaften in-vitro untersucht 

werden können [54].  

Einige experimentelle Ergebnisse haben gezeigt, dass eine aggressivere Subpopulation der 

zirkulierenden Tumorzellen ebenfalls Merkmale von Krebsstammzellen aufweist, so dass 

sie als zirkulierende Krebsstammzellen (circulating cancer stem cells, cCSC) bezeichnet 

werden können. Man geht davon aus, dass insbesondere die cCSCs für die metastatische 

Ausbreitung aus dem Primärtumor bzw. den Metastasen verantwortlich sind [55,56]. Deren 

Identifizierung und weitere Charakterisierung stellt eine große Herausforderung dar. Doch 

hat das Vorhandensein der cCSCs im Blutkreislauf der Patienten klinische Auswirkungen 

auf die Behandlungsstrategie. Die nachgewiesene Chemo- und Radioresistenz macht sie 

somit zum wichtigsten target für jede Krebstherapie. 

Nach wie vor gehört die Xenotransplantation von Krebsstammzellen in immundefiziente 

Mäuse, trotz ihrer ethischen und finanziellen Bedenken als Goldstandard in der 

Krebsforschung. Seit dem späten 19. Jahrhundert wurden Hühnereier als eines der ersten 

Tiermodelle für die Anzucht von Tumortransplantaten verwendet. Die Weiterentwicklung 

der Methode führte zur Identifizierung der Chorioallantoismembran (chorio-allantoic-

membrane, CAM) als leicht zugängliche, gut vaskularisierte anatomische Struktur, die sich 

für vielseitige Experimente eignet. Im Gegensatz zu den Mausmodellen hat sich das CAM 
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Modell als ein kostengünstiges, reproduzierbares und zuverlässiges Modell für die in-vivo 

Tumorforschung etabliert. Es ermöglicht die Untersuchung der Tumorbiologie [57].  Das 

CAM-Modell erfordert keine künstliche Induktion einer Immundefizienz, da dem Hühnerei 

bis zum 14. Tag der Entwicklung ein spezifisches Immunsystem fehlt. Die 

Xenotransplantate können auf diese Weise auf der nicht-innervierten CAM ohne 

Schmerzen oder Beeinträchtigung des Embryos wachsen [58]. Im Gegensatz dazu kann es 

in Mausmodellen durch das Vorhandensein eines Immunsystems zur Abstoßung von 

Xenotransplantaten kommen, weshalb eine Zucht von Mäusen mit einer schweren 

Immundefizienz eine Grundvoraussetzung für die Xentransplantation ist. Zusätzlich dazu 

führen die Implantation des Xenotransplantats, die Überwachung des Tumorwachstums 

sowie alle therapeutischen Eingriffe zu Stress, Schmerzen und körperlichen 

Beeinträchtigungen des Wirtstieres. Die CAM ist eine stark vaskularisierte 

extraembryonale Membran, die dadurch optimale Nährstoffbedingungen für das Wachstum 

menschlicher Tumorzellen bietet. Innerhalb weniger Tage nach der topischen Applikation 

von Tumorzellen auf die CAM kann es zu einer Tumorbildung kommen. Bei aggressiven 

Tumoren können sich metastasierende Zellen über die hämatogene Ausbreitung in 

Organen des Embryos ansiedeln. In der Humanmedizin wird dieses Modell häufig in der 

präklinischen Tumorforschung verwendet, um das Wachstum vieler Tumorarten zu 

untersuchen [57]. Darüber hinaus wird dieses Modell für die Untersuchung der 

Wirksamkeit unterschiedlicher Krebsmedikamente [59] und der Radiotherapie verwendet 

[60]. Ein neuer wichtiger Fortschritt des CAM Modells besteht darin, dass Tumorproben 

von Patienten auf die CAM transplantiert werden können. Dadurch kann binnen kürzester 

Zeit ein patient-derived Tumor auf der CAM entstehen, an dem individualisierte 

Behandlungen getestet werden können [61]. Mit der Liquid Biopsy können Tumorzellen 

für die Generierung eines patient-derived Tumors auf der CAM zu jedem Zeitpunkt des 

Krankheitsverlaufs und unabhängig von dem Vorhandensein des Primärtumors 

bereitgestellt werden, um deren Tumorigenität und das Metastasierungspotential zu 

untersuchen. 
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1.3 Wie zirkulierende Tumorzellen der Immunantwort entkommen und in der 

Blutbahn überleben können 

1.3.1 Die Rolle des PD-L1 (B7-H1) 

Die Immunantwort ist ein komplexes Phänomen, das auf einem Gleichgewicht zwischen 

aktivierenden und inhibierenden Signalwegen beruht und somit die Aktivität der T-Zellen 

reguliert. Dieses Gleichgewicht kann bei bestimmten pathologischen Zuständen, wie 

beispielsweise einer Krebserkrankung, gestört sein, wodurch die Hemmung des 

Immunsystems das Fortschreiten des Tumors begünstigt [62]. 

Zirkulierende Tumorzellen müssen eine Reihe physiologischer und immunologischer 

Hürden überwinden, um disseminieren zu können. Sie müssen sich in einem ersten Schritt 

durch ihre lokale Mikroumgebung navigieren, das Endothel durchqueren und von ihrem 

Ursprung in die Blutzirkulation eindringen (Intravasation) [22]. Um sich dort der 

Immunüberwachung erfolgreich zu entziehen, nutzen zirkulierende Tumorzellen sowie die 

Tumorzellen im Tumorgewebe eine Vielzahl unterschiedlicher Strategien. Eine davon ist 

die Expression des programmierten Zelltodes-Liganden 1 (progremmed cell death ligand 

1, PD-L1, CD247, B7-H1) auf der Zelloberfläche der Tumorzellen [63]. PD-L1 ist ein 40 

kDa großes Transmembranprotein, das von aktivierten Immunzelltypen wie natürliche 

Killerzellen, Makrophagen, myeloide dendritische Zellen, B-Zellen und vaskuläre 

Endothelzellen sowie von zahlreichen Epithelzellen, einschließlich der Krebszellen, 

exprimiert wird. Die physiologische Rolle von PD-L1 besteht in der Bindung an den 

programmierten Zelltodes-Rezeptor 1 (programmed cell death 1 receptor, PD-1), der auf 

der Oberfläche aktivierter zytotoxischer T-Zellen exprimiert wird [63,64]. Physiologisch 

stellt die PD-1/PD-L1-Interaktion einen wichtigen Kontrollpunkt (checkpoint) dar, um eine 

übermäßige adoptive Immunantwort auf Antigene und eine Autoimmunität zu unterbinden 

(Abb. 4). Durch diese Bindung werden die IL-2-Produktion und die T-Zellaktivierung 

inhibiert. Diesen Mechanismus nutzen die Krebszellen aus, um sich erfolgreich vor dem 

Angriff des Immunsystems zu schützen. Der zweite Ligand für PD-1 ist PD-L2 (auch 

bekannt als B7-DC und CD273). Seine Rolle bei der Modulation der Immunantwort ist 

weniger klar und es sind nur wenige Informationen verfügbar. Die Affinität von PD-L2 an 

PD-1 zu binden ist zudem 2-6-fach niedriger im Vergleich zu PD-L1 [65]. Die Expression 

von PD-L1 wurde bei einer Vielzahl unterschiedlicher Tumorentitäten evaluiert, das 

Mammakarzinom mit einbezogen [64]. Es wurden mehrere monoklonale Antikörper 

entwickelt, die sich gegen PD-1 und PD-L1 richten, um die hemmende Immunantwort zu 

unterbinden und die zelluläre Zytotoxizität der T-Zellen zu fördern, wodurch die 
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Tumorzellen eliminiert werden sollen [66]. Viele dieser zielgerichteten Medikamente 

befinden sich bereits im klinischen Einsatz, um die Immunität gegen die Krebszellen 

wiederherzustellen. Zahlreiche neue checkpoint-Inhibitoren werden derzeit in klinischen 

Studien getestet [62].  

 

  

 

Abb.-Nr. 4: Interaktion von PD-L1 und PD-1. a) Inhibierung der T-Zell-Aktivität durch die Bindung des Liganden 

PD-L1 (auf den Tumorzellen) an den Rezeptor PD-1 (auf den T-Zellen). b) Wiederherstellung der T-Zell-Aktivität durch 

anti-PD-L1 oder anti-PD-1 Antikörper. Die aktivierten T-Zellen können nun die Krebszellen erkennen und eliminieren. 

(Eigene Darstellung nach Pawlowska et al. 2019. [67]) 

 

Die Immuntherapie hat die Krebstherapie revolutioniert und in Kombination mit den 

konventionellen Therapien wie Operation, Radiotherapie und Chemotherapie konnte die 

Überlebensrate der Patienten verbessert werden. Um eine erfolgreiche Strategie für die 

Immuntherapie zu entwickeln müssen diagnostische, prädiktive, prognostische und 

therapeutische Marker identifiziert werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die PD-

L1-Expression in den Tumorzellen des Primärtumors mit einem therapeutischen 

Ansprechen korreliert [68]. Die Informationen die durch eine einzelne Biopsie erhalten 

werden liefern aber nur limitierte Einblicke in die Eigenschaften eines Tumors und 

spiegeln nicht die Heterogenität des ganzen Tumors wieder. Die hohe intra-

Tumorheterogenität bezüglich des PD-L1 Status zwischen dem Primärtumor und den 

Metastasen, mit einer höheren PD-L1 Expression in den Metastasen, deutet darauf hin, 

dass eine einzige Kernbiopsie möglicherweise nicht ausreicht, um die PD-L1 Expression 

zu bestimmen [62]. Zudem fehlt es den herkömmlichen klinischen Methoden, die für die 

Planung der Immuntherapie verwendet werden an Sensitivität und Spezifität. Aus diesem 

Grund ist der Primärtumor kein geeignetes Surrogat für die Bestimmung der PD-L1 

Expression insbesondere bei metastasierten Patienten [69]. Die Metastasen stellen 

aggressive Subklone dar, die in der Lage sind vom Primärtumor zu disseminieren und der 
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Immunantwort in der Blutbahn zu entgehen. Des Weiteren kann die konventionelle 

Tumorbiopsie nicht beliebig oft wiederholt werden, um beispielsweise den PD-L1 Status 

im Tumorgewebe während des Krankheitsverlaufs zu überwachen. Daher könnte der 

Nachweis von PD-L1 auf zirkulierenden Tumorzellen als ein neuer Biomarker für eine 

bessere Auswahl von Patienten für die Behandlung mit PD-1/PD-L1-Antikörpern 

herangezogen werden [70,71]. 

 

 

1.3.2 Die Rolle von B7-H3 

B7-H3 ist ein Typ I Transmembranprotein und analog zu B7-H1 ein wichtiges Mitglied der 

immune-checkpoint B7-Ligandenfamilie (Abb. 5). Neueste Studien haben gezeigt, dass die 

Hochregulation von B7 Molekülen in der Mikroumgebung des Tumors mit der 

Immunabwehr des Tumors assoziiert ist [66]. B7-H3 ist ein Oberflächenantigen, gegen das 

eine gezielte Therapie ins Auge gefasst werden kann. Im Unterschied zu B7-H1 konnte 

sein Rezeptor jedoch bislang noch nicht identifiziert werden. B7-H3 wird von 

Immunzellen, insbesondere von Antigen-präsentierenden Zellen und Makrophagen 

exprimiert [72,73]. Es wird angenommen, dass B7-H3 an der Hemmung von T-Zellen 

beteiligt ist. Andererseits wurde festgestellt, dass B7-H3 auch stimulierende 

immunologische Funktionen aufweist [74,75]. Das B7-H3-Protein konnte bereits in einer 

Vielzahl unterschiedlicher Zelllinien [74,76] und Tumorentitäten [72,77–81] nachgewiesen 

werden. Im Vergleich zu anderen immune-checkpoints beeinflusst B7-H3 nicht nur die 

angeborene und adaptive Immunität, sondern auch die Aggressivität der Krebszellen über 

verschiedene, nicht-immunologische Signalwege [66]. Neben der Immunevasion spielt B7-

H3 eine Rolle bei der Krebsprogression, wie der Invasion und Migration, der Angiogenese 

und Genregulation [75]. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Expression von B7-H3 

mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einem höheren Tumorgrad in 

Zusammenhang steht [73].  Zudem konnten experimentelle Modelle zeigen, dass die 

Hochregulation von B7-H3 mit einer Resistenz hinsichtlich zytotoxischer Medikamente in 

Verbindung gebracht werden kann. Im Gegensatz dazu verbessert die Suppression von B7-

H3 die Sensitivität von Zelllinienzellen hinsichtlich zytotoxischer Medikamente [66]. 

Somit konnte die B7-H3 Expression sowohl mit einer schlechteren Prognose, als auch 

einem schlechteren klinischen outcome in Verbindung gebracht werden [72]. Die 

Immuntherapie, bei der immune-checkpoints, wie CTLA-4, PD-1 oder PD-L1 blockiert 

werden, hat bei vielen Patienten mit unterschiedlichen Tumorentitäten einen klinischen 
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Nutzen gezeigt. Da B7-H3 eine ähnliche Rolle bei der Unterdrückung, bzw. der Umgehung 

des Immunsystems spielt und in einer Vielzahl unterschiedlicher Tumorentitäten aber 

selten in normalen Zellen überexprimiert wird, ist es ein interessantes target für neue 

immuntherapeutische Konzepte zur Behandlung von Krebs geworden [72,77,82,83]. 

Derzeit befindet sich eine Vielzahl von anti-B7-H3-Ansätzen in prä-klinischen und 

klinischen Studien. Aufgrund des wachsenden Interesses an der Immuntherapie kann die 

Analyse der B7-H3-Expression im primären Tumorgewebe und auf den zirkulierenden 

Tumorzellen von entscheidender Bedeutung sein. Durch die große Homologie zwischen 

B7-H3 und B7-H1 ist die Blockade dieser beiden Moleküle äußerst wahrscheinlich 

[72,74]. Es werden weitere Untersuchungen notwendig sein, um den genauen 

Mechanismus der beiden regulatorischen Funktionen von B7-H3 zu ergründen und neue 

Medikamente zu konzipieren [66].  

 

Abb.-Nr. 5: Ko-inhibitorische checkpoint Moleküle der B7-Familie. Eine Vielzahl an ko-inhibitorischen Molekülen 

der B7-Familie wurden zusammen mit ihren dazugehörigen Rezeptoren entdeckt und werden auf ihre Funktion 

hinsichtlich der Immunevasion  untersucht. Bislang ist der Rezeptor für B7-H3 und B7-H4 nicht bekannt. (Eigene 

Darstellung nach Khan et al. 2021. [84]) 

 

1.3.3 Die Rolle der Thrombozyten  

Eine Voraussetzung für die Entstehung von Fernmetastasen ist das Überleben von 

Tumorzellen in der Blutbahn. Dafür nutzen sie, wie bereits beschrieben, unter anderem 
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Oberflächenantigene, wodurch sie in der Lage sind sich vor dem Immunsystem zu tarnen 

und es gleichzeitig zu inhibieren. Damit die zirkulierenden Tumorzellen im Blutkreislauf 

überleben können werden sie aber auch durch die Hilfe anderer Zellen geschützt [85,86]. 

Thrombozyten tragen auf vielfältige Weise zur Persistenz und der hämatogenen 

Ausbreitung zirkulierender Tumorzellen bei (Abb. 6). Sie haben einen pro-metastatischen 

Effekt, der sowohl physikalischer, als auch molekularer Natur ist. Sobald die 

zirkulierenden Tumorzellen in die Blutbahn gelangen heften sich die Thrombozyten sehr 

schnell an ihre Oberfläche an und schützen sie somit vor starken Scherkräften, aber auch 

vor der immunologischen Eliminierung beispielsweise durch die natürlichen Killerzellen 

(NK) [22,85].  

 

Abb.-Nr. 6: Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion. Nach dem Eintritt der Tumorzellen in den Blutkreislauf kommt es 

zu einer stabilen Interaktion zwischen den zirkulierenden Tumorzellen und den Thrombozyten, die als Tumorzell-

induzierte Thrombozytenaggregation bezeichnet wird. Dadurch schützen die Thrombozyten die Tumorzellen vor 

Scherstress und vor dem Angriff des Immunsystems.  Zudem begünstigt die Thrombozyten-Tumorzell-Interaktion die 

Extravasation der Tumorzellen in das umliegende Gewebe. (Eigene Darstellung nach Mammadova-Bach et al. 2016.  

[86]) 

Neben ihrer lebenswichtigen Rolle bei der Aufrechterhaltung der Blutbarriere und der 

Hämostase exprimieren die Thrombozyten Zelloberflächenmoleküle und sezernieren eine 

Fülle von Proteinen, die Entzündungen und den Progress von Krebserkrankungen fördern. 

Die Thrombozyten begünstigen zudem die Ausbreitung von Metastasen, indem sie die 

Tumorangiogenese durch die Interaktion mit dem Endothel und ihren  

Angiogenesemodulatoren kontrollieren. Die Tumorzellen wiederum induzieren eine 

Thrombozytenaktivierung die ebenfalls die Angiogenese fördert, indem Proteasen und 
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Phospholipide freigesetzt werden [87]. Sie bilden sogenannte Tumorzell-induzierte 

Thrombozytenaggregate. Diese Aggregate haben eine höhere Wahrscheinlichkeit in 

dünnen Blutgefäßen hängen zu bleiben, wodurch die Tumorzellen mehr Zeit für das 

Durchdringen (Extravasation) in das benachbarte Gewebe haben. Die Interaktion der 

Tumorzellen mit den Thrombozyten erfolgt über Integrine, wodurch das crosslinking und 

die Koagulation gefördert werden. Es ist bekannt, dass Thrombozyten gutartige, abgelöste 

Epithelzellen binden, die in den Blutkreislauf gelangen (z. B. bei Wunden) [85]. Während 

normale Epithelzellen nicht in der Lage sind sich zu vermehren und nach Tagen bzw. 

Wochen durch das Immunsystem eliminiert werden [25], können zirkulierende 

Tumorzellen für einen deutlich längeren Zeitraum im Blutkreislauf bestehen [88], so lange 

sie mit Blutplättchen beschichtet sind [89]. Die Oberflächenbeschichtung der Tumorzellen 

mit Thrombozyten dient dabei als Schutzschild gegen Immunangriffe [90]. Dies ist 

möglicherweise aber auch der Grund dafür, dass Antikörper nicht an die 

Oberflächenantigene der Tumorzellen gelangen und folglich die zirkulierenden 

Tumorzellen in frisch entnommenen Blutproben nicht nachgewiesen werden können. 

Zudem könnte diese Beobachtung auch eine Erklärung dafür sein, weshalb eine 

zielgerichtete anti-EpCAM Antikörpertherapie in Phase III Studien bei der Behandlung 

von Epitheltumoren begrenzt wirksam war [89,91,92]. 

 

 

1.4 Einfluss unterschiedlicher adjuvanter Therapien auf die zirkulierenden 

epithelialen Tumorzellen und zirkulierenden Krebsstammzellen 

1.4.1 Einfluss der adjuvanten Radiotherapie  

Die Behandlung des Mammakarzinoms hat sich in den letzten Jahren durch neue 

Operationstechniken, neue systemische Therapieoptionen und durch Fortschritte im 

Bereich der Radiotherapie verbessert [93]. Die Radiotherapie in Kombination mit einer 

brusterhaltenden Operation/Mastektomie, einer Chemotherapie oder einer anderen 

zielgerichteten Therapie ist ein wichtiger Bestandteil der Krebstherapie, da sie die 

Lokalrezidive und die Mortalitätsrate  bei Mammakarzinompatientinnen reduziert [94]. 

Große randomisierte kontrollierte Studien konnten zeigen, dass Patientinnen in einem 

frühen Stadium unabhängig davon, ob sie mit einer brusterhaltenden Therapie oder 

Mastektomie behandelt wurden, ein gleiches Gesamtüberleben aufwiesen. Folglich ist die 
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brusterhaltende Therapie die bevorzugte Behandlungsoption für diese Patientinnen 

geworden. Zu der brusterhaltenden Therapie gehören die lokale Entfernung des Tumors 

(mit freien Rändern) und eine anschließende adjuvante Radiotherapie. Studien konnten 

zeigen, dass in 41% der Patientinnen residuale Tumorzellen in mehr als 2 cm Entfernung 

vom ursprünglichen Tumor gefunden werden können. Das Hauptziel der Radiotherapie 

besteht darin, Tumorrestzellen die nach einer Operation zurückgeblieben sind zu 

eliminieren, den lokalen Tumor unter Kontrolle zu halten und die Schädigung des 

gesunden Gewebes zu minimieren [95,96]. Die Radiotherapie hat eine Reihe von 

Antitumoreffekten, die die Proliferation, die Morphologie und den Zelltod beeinflusst und 

folglich in einer Verkleinerung des Tumors resultiert. Auf molekularer Ebene führt die 

Radiotherapie zu irreversiblen DNA Brüchen, die in einer zellulären Seneszenz und 

Apoptose resultieren. Klinische Beobachtungen konnten zudem zeigen, dass die 

Radiotherapie auch stimulierende immunologische Effekte aufweist, die unter anderem zu 

einer Tumorremission außerhalb des Bestrahlungsfeldes bei sekundären Tumoren führt. 

Diese Beobachtung wurde in klinischen Studien bestätigt und wird als „abskopaler Effekt“ 

bezeichnet. Die größten Erfolge des abskopalen Effekts wurden bei Patientenkohorten 

beobachtet, die eine Kombination aus Radiotherapie und Immuntherapie erhalten haben. 

Hierbei verstärkt die Radiotherapie die antitumorale Wirksamkeit unterschiedlicher 

Immuntherapien. Präklinische Ergebnisse konnten bereits zeigen, dass die Radiotherapie 

zu einer Hochregulation von PD-L1 in dendritischen Zellen und auch in den Tumorzellen, 

im Vergleich zu nicht bestrahlten Regionen führt. Die Hochregulation von PD-L1 

ermöglicht die Gabe einer Immuntherapie, wodurch das volle zytotoxische Potential der 

eigenen Immunität gegen den Tumor zugänglich und gleichzeitig die Wirksamkeit einer 

der beiden Therapieoptionen erhöht wird [97]. Die Kombination aus Radiotherapie und 

Immuntherapie könnte eine neue Behandlungsstrategie sein, insbesondere bei den 

Patienten, die auf eine  Immuntherapie alleine nicht ansprechen [98].  

Die Indikation für eine adjuvante Radiotherapie richtet sich primär nach klinisch-

pathologischen Faktoren, wie Alter der Patientinnen, Tumorgröße, Lymphknotenstatus und 

Hormon- bzw. HER2 Status [94]. Seit der Einführung der Radiotherapie treten bei nur 

2,5% der Frauen Lokalrezidive auf, jedoch erleiden zwischen 20% und 30% der Frauen, 

unabhängig von der durchgeführten Behandlung ein Fernrezidiv, welches oftmals tödlich 

endet [99–101]. Die Operation soll bei Patientinnen insbesondere in einem frühen Stadium 

der Erkrankung die nachweisbare makroskopische Erkrankung vollständig entfernen. Es 

können jedoch in der erhaltenen Brust oder Brustwand mikroskopische Tumorherde 
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verbleiben. Die derzeitigen Verfahren zur Tumoreinstufung und die hochauflösenden 

bildgebenden Verfahren sind nicht sensitiv genug, um Mikrometastasen oder die frühe 

Dissemination von Tumorzellen zu detektieren. Zudem verringert die hohe intra- und 

intertumorale Heterogenität, aber insbesondere Veränderungen in den 

Tumorzelleigenschaften, die durch die Behandlung selbst hervorgerufen werden, deren 

Effektivität. Des Weiteren bestehen trotz standardisierter und einheitlicher 

Behandlungsprotokolle interindividuelle Unterschiede in der Radiosensitivität [96]. 

Langzeitanalysen zirkulierender Tumorzellen könnten ein vielversprechendes Werkzeug 

sein, um die komplexen Prozesse die mit einem Therapieerfolg oder einem Rezidiv 

einhergehen besser zu verstehen  und die Radiotherapie besser zu individualisieren [32,96]. 

Biomarker aus dem Primärtumor können dabei helfen die Prognose der Patienten besser 

einzuschätzen, jedoch liefert die Analyse der disseminierten Tumorzellen im Blut 

Echtzeitinformationen über das Tumorgeschehen zu jedem Zeitpunkt der Erkrankung [32]. 

Folglich kann die Analyse der zirkulierenden Tumorzellen während der Radiotherapie 

nützlich sein, um den Erfolg oder Misserfolg einer Radiotherapie frühzeitig zu erkennen 

und zeitnah über Therapieoptionen bei entstehenden Radioresistenzen zu entscheiden. 

 

 

1.4.2 Einfluss der endokrinen Therapie auf den Anteil Androgen- Östrogenrezeptor 

positiver CETCs 

Es ist schon lange bekannt, dass das Wachstum von Brustkrebs maßgeblich 

hormonabhängig ist. Folglich spielen der Östrogen- und der Progesteronrezeptor eine 

entscheidende Rolle bei der Brustkrebsentstehung, bei der Regulierung der 

Zellproliferation und –differenzierung. Endokrine Therapien wie Tamoxifen, 

Aromataseinhibitoren und anti-HER2-Therapien werden bei Patientinnen, deren 

Primärtumor positiv für die entsprechenden Rezeptoren ist, erfolgreich bei der Behandlung 

eingesetzt. Im Gegensatz dazu fehlen für Patientinnen, deren Primärtumor negativ für diese 

Rezeptoren ist, effektive Therapieansätze [102–105]. In den letzten Jahren hat der 

Androgenrezeptor (androgen receptor, AR) auch bei der Behandlung des 

Mammakarzinoms an Bedeutung gewonnen und könnte als ein neuer therapeutischer 

Marker für die Behandlung des Mammakarzinoms herangezogen werden. Der AR ist beim 

Prostatakarzinom bereits ein wichtiges therapeutisches target und die selektiven AR 

Inhibitoren zeigen beim Prostatakarzinom gute Erfolge [106].  Der AR wird abhängig vom 
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Subtyp bei etwa 80% der Brustkrebsarten exprimiert und das häufig in einem höheren 

Level als der ER [107–109]. Daten deuten darauf hin, dass der AR der am häufigsten 

nachgewiesene Steroidrezeptor in Brustkrebszellen ist und eine zentrale Rolle in der 

Pathologie und Progression des Mammakarzinoms spielt [102,105]. Dies eröffnet die 

Möglichkeit AR Inhibitoren, die für das Prostatakarzinom zugelassen sind auch für 

bestimmte Subtypen des Mammakarzinoms als ein therapeutisches Instrument einzusetzen 

[105,106]. Der AR ist ein Mitglied der Steroidhormonrezeptorfamilie und ist wie ER und 

PR ein nukleärer Transkriptionsfaktor, die gemeinsame Strukturen aufweisen. Die Bindung 

von Steroidhormonen und Androgenen aktiviert den AR [102,110]. Studien konnten 

zeigen, dass über 70% der ER-positiven Brusttumore, etwa 60% der HER2-positiven und 

30% bis 45% der triple negativen Tumore den AR exprimieren. AR hat beim 

Mammakarzinom eine multifunktionale Rolle und es ist bislang noch nicht vollständig 

geklärt ob er als ein Tumorsuppressor oder als Onkogen agiert. Vergleichbar zu ER und 

PR ist der AR ein wichtiger prognostischer Marker und korreliert mit dem rezidivfreien 

und dem Gesamtüberleben [104,110–112]. Zusätzlich dazu ist er ein unabhängiger 

prognostischer Marker, der mit günstigen klinisch-pathologischen Merkmalen im 

Zusammenhang steht und ein zuverlässiger Prädiktor für das Ansprechen auf eine 

Chemotherapie ist  [113,114]. Der AR wird mit einem gut differenzierten Stadium und 

einem indolenten Brustkrebs in Verbindung gebracht [111,115]. Im Widerspruch dazu 

stehen Studien, die wiederum zeigen konnten, dass der AR das Wachstum ER positiver 

und triple negativer Tumore durch unterschiedliche Mechanismen fördert [116]. Darüber 

hinaus steht die AR Expression mit einer Resistenz für anti-Östrogene Therapien in 

Zusammenhang [113]. Die Resistenz gegen eine etablierte endokrine Therapie ist ein gut 

dokumentiertes Phänomen, welches de novo bei 30% bis 50% aller ER+ Tumore und 

letztlich bei allen metastasierenden ER+ Tumoren auftritt. Der Grund dafür könnte die 

Adaption der Tumorzellen von einer Östrogenabhängigkeit zur Androgenabhängigkeit sein 

[111]. Neueste Studien deuten darauf hin, dass nicht das Expressionslevel des AR allein 

den Nutzen einer adjuvanten endokrinen Therapie mit Tamoxifen vorhersagt, sondern dass 

sein Expressionslevel im Verhältnis zum Expressionslevel des ER im Primärtumor von 

Bedeutung ist, da ein cross talk zwischen diesen beiden Rezeptoren besteht [110,112]. Das 

suboptimale Ansprechen auf eine ER-gerichtete endokrine Therapie kann daher auf das 

AR:ER-Verhältnis zurückzuführen sein. Ein hohes AR:ER-Protein-Verhältnis ist Studien 

zufolge ein Indikator für das Therapieversagen einer Hormontherapie und korreliert mit 

einem kürzeren rezidivfreien Überleben bei Patientinnen, die mit Tamoxifen behandelt 
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werden [105,111]. Folglich spielen sowohl der ER als auch der AR eine entscheidende 

Rolle bei der Unterscheidung von Tumoren, die rezidivieren können oder nicht [106]. 

Trotz dieser neuen Daten ist die Rolle des AR bei Brustkrebs jedoch noch immer nicht 

vollständig geklärt, und die Biologie des AR bei Brustkrebs ist nach wie vor unvollständig 

verstanden [113]. Bislang sind keine Biomarker vorhanden, mit denen sich Veränderungen 

in der AR-Expression unter einer zielgerichteten AR-Therapie im Laufe der Zeit verfolgen 

lassen, insbesondere wenn der Primärtumor bereits entfernt wurde. Zirkulierende 

Tumorzellen, die als Liquid Biopsy verwendet werden könnten zu einem tumorspezifischen 

Biomarker werden, mit dem sich das Ansprechen auf eine Therapie kontrollieren und die 

Tumorentwicklung überwachen lässt [106]. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass ungefähr 

31% der zirkulierenden Tumorzellen beim Mammakarzinom den Androgen Rezeptor 

exprimieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass der AR in zirkulierenden Tumorzellen eine 

prognostische und prädiktive Bedeutung für die Identifizierung von Patienten hat, die von 

einer AR-gerichteten Therapie profitieren könnten [105].  



Zielsetzung   23 

2 Zielsetzung 

Die genaue Bestimmung der Langzeitprognose und die frühzeitige Erkennung von 

Rezidiven sind Schlüsselelemente des diagnostischen und therapeutischen Prozesses. Das 

Wichtigste aus klinischer Sicht ist die Identifizierung der Patienten mit einer potenziell 

schlechteren Prognose und die frühzeitige Erkennung residualer Tumorherde, damit eine 

geeignete Therapie möglichst schnell eingeleitet werden kann. In 70-80% der Fälle kann es 

auch nach Jahren der Erstdiagnose zu einem Rezidiv der Erkrankung kommen. Im 

Gegensatz zu der metastasierten Situation, in der der Krebspatient nur noch palliativ 

behandelt werden kann, ist das Ziel in der frühen Tumorerkrankung eine wenig belastende, 

möglichst effektive, personalisierte Krebstherapie. Für die Therapieentscheidung werden 

prädiktive Marker im Primärtumor untersucht, jedoch steht dieser nur zu Beginn der 

Erkrankung zur Verfügung und bestehende Metastasen sind für eine Biopsie nur schwer 

zugänglich. Die Liquid Biopsy liefert Informationen über die sogenannte minimale 

residuale Tumorerkrankung und spiegelt die ganze Komplexizität der heterogenen 

Krebserkrankung wider, da die Zellen im Blut von unterschiedlichen Tumorläsionen im 

Körper abgegeben werden können. Für die Detektion einer minimalen Resterkrankung sind 

neue sensitive Verfahren notwendig, um die disseminierten Tumorzellen im peripheren 

Blut von Krebspatienten nachzuweisen und die verschiedenen Entwicklungsstufen der 

Metastasierungskaskade besser verstehen zu können.  Ziel der vorliegenden Arbeit war die 

Entwicklung einer neuartigen in-vitro Methode für die Identifizierung der zirkulierenden 

Krebsstammzellen aus dem peripheren Blut von Krebspatienten, ihre phäno- und 

genotypische Charakterisierung und die Untersuchung ihrer klinischen Relevanz in 

präklinischen Studien. Zudem sollte mit Hilfe des CAM Models die Tumorigenität der 

kultivierten Tumorsphären in-vivo untersucht werden, um ihr Tumor-initiierendes Potential 

zu demonstrieren und somit ein patient-derived Xenograft Model zu etablieren.  

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der unterschiedlichen 

Mechanismen, die die zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut der Krebspatienten 

nutzen, um die metastatische Ausbreitung des Tumors zu ermöglichen und sich vor dem 

Immunsystem zu schützen. Dafür sollten im Rahmen dieser Arbeit neuartige 

Oberflächenmarker wie PD-L1 und B7-H3 auf den CETCs untersucht werden, die die 

Zellen im peripheren Blut vor einem immunologischen Angriff schützen und gleichzeitig 

bei der  Stratifizierung von Patienten behilflich sein könnten, die von einer Immuntherapie 

profitieren würden. Gleichzeitig sollte die Fähigkeit der CETCs Interaktionen mit anderen 
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Komponenten des Blutes einzugehen, geprüft werden, was einen weiteren Mechanismus 

für die Immunevasion darstellen könnte. Die Einführung der Liquid Biopsy in die 

Behandlungsstandards könnte in einer personalisierten Krebstherapie resultieren. 

Zwar handelt es sich bei der Liquid Biopsy um eine Momentaufnahme, jedoch kann sie 

aufgrund ihrer einfachen Zugänglichkeit beliebig oft wiederholt werden. In präklinischen 

Studien sollte mit der maintrac® Methode die klinische Relevanz der CETCs, als auch der 

cCSCs während unterschiedlicher Therapieoptionen, wie der Immuntherapie, der 

Radiotherapie und der Hormontherapie untersucht werden. Zudem sollte die Anzahl der 

Zellen mit klinisch-pathologischen Merkmalen korreliert werden, um die Aggressivität des 

Primärtumors zu bestimmen. Im Rahmen dieser präklinischen Untersuchungen sollte 

zudem die prognostische Bedeutung der Androgen- und Östrogenrezeptorexpression in den 

CETCs hinsichtlich ihrer Rolle bei der Entwicklung einer Resistenz gegen die Tamoxifen-

Erhaltungstherapie geprüft werden.   

Insgesamt sollen die Erkenntnisse aus den präklinischen Studien die klinische Relevanz 

der Langzeitüberwachung zirkulierender Tumorzellen verdeutlichen, mit besonderem 

Fokus auf die sehr seltene Subpopulation der zirkulierenden Krebsstammzellen. Die 

weitere Charakterisierung der CETCs und der cCSCs hinsichtlich therapierelevanter 

Marker in verschiedenen therapeutischen Situationen könnten dazu beitragen, die Methode 

für den routinemäßigen Einsatz zu etablieren. Somit könnte die residuale Tumorlast 

zuverlässig erkannt und die Wirksamkeit systemischer Therapien schnell bestimmt werden. 
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3 Synopsis 

3.1 Übersicht der Teilprojekte 

Die vorliegende kumulative Dissertation basiert auf sechs Publikationen und einem 

Manuskript. Sie ist in drei Themenbereiche gegliedert ist, die primär den Nutzen der 

Liquid Biopsy für eine personalisierte und zielgerichtete Krebstherapie veranschaulichen 

sollen. Im Fokus standen die Identifizierung der zirkulierenden epithelialen Tumorzellen 

(circulating epithelial tumor cells, CETCs) und der zirkulierenden Krebsstammzellen 

(circulating cancer stem cells, cCSCs) aus dem peripheren Blut von 

Mammakarzinompatientinnen und ihre prognostische und prädiktive Bedeutung als 

Biomarker für unterschiedliche Therapiearten. Zusätzlich dazu sollte mit den publizierten 

Daten die Fähigkeit der zirkulierenden Tumorzellen in der Blutbahn zu überleben, der 

Immunantwort zu entgehen, und somit der Metastasierungsprozess untersucht werden.  

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit, der die Publikationen I und II beinhaltet, wird die 

erstmalige Identifizierung, Charakterisierung und klinische Relevanz der aggressivsten 

Subpopulation zirkulierender Tumorzellen, der sogenannten zirkulierenden 

Krebsstammzellen aus dem peripheren Blut von Mammakarzinompatientinnen 

beschrieben, die die Ursache für den Therapiemisserfolg und die Metastasierung sind. 

Publikation II knüpft an die Ergebnisse aus der Publikation I an und unterstreicht durch in-

vivo Experimente die Hypothese des Vorhandenseins zirkulierender Krebsstammzellen und 

deren Tumorigenität im peripheren Blut von Krebspatienten. 

Der Metastasierungsprozess beinhaltet komplexe Prozesse, die im Wachstum sekundärer 

Läsionen in entfernten Organen resultieren. Ein entscheidender Schritt hierbei ist die 

Disseminierung von Tumorzellen aus dem Primärtumor und deren Überleben im 

peripheren Blut. Im zweiten Teil dieser Arbeit, der die Publikationen III, IV und 

Manuskript I beinhaltet, werden die unterschiedlichen Anpassungsmöglichkeiten 

zirkulierender Tumorzellen im peripheren Blut veranschaulicht, mit denen es ihnen gelingt 

der Immunantwort zu entgehen, in der Blutbahn zu überleben und letztendlich neue 

Metastasen zu generieren. 

Zirkulierende Tumorzellen stellen wertvolle Biomarker für gezielte molekulare Therapien 

bei Krebspatienten dar. Trotz ihrer extrem niedrigen Konzentration im peripheren Blut 

können sie wichtige Informationen zur Diagnose und Prognose liefern. Die Liquid Biopsy, 

die beliebig oft wiederholt werden kann, spiegelt die Komplexizität der heterogenen 
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Krebserkrankung wider, da die Zellen von unterschiedlichen Tumorläsionen im Körper ins 

Blut abgegeben werden können. Das Monitoring zirkulierender Tumorzellen während 

unterschiedlicher Arten der Krebstherapie spiegelt direkt das Ansprechen der Patientinnen 

auf die jeweilige Therapie wider und ist von prognostischer Bedeutung. Dieser 

Ansatzpunkt wurde im dritten Teil der vorliegenden Arbeit, der Publikation III, V und VI 

beinhaltet, verfolgt, in der die Bedeutung der longitudinalen Überwachung der 

zirkulierenden Tumorzellen und der zirkulierenden Krebsstammzellen bei der 

Immuntherapie, der Radiotherapie und der endokrinen Therapie beschrieben wird. 

Alle im Rahmen dieser Arbeit publizierten Untersuchungen bezüglich der zirkulierenden 

Tumorzellen und zirkulierenden Krebsstammzellen wurden im Labor Dr. Pachmann 

durchgeführt. Die Untersuchung der Tumorigenität der zirkulierenden Krebsstammzellen 

aus dem peripheren Blut von Krebspatienten in Publikation II erfolgte in Kooperation mit 

dem Lehrstuhl Organische Chemie I der Universität Bayreuth. Die Patientenkohorte für die 

Untersuchung des Einflusses der Radiotherapie auf die CETCs und cCSCs in 

Publikation V stammte aus dem Universitätsklinikum Jena.  
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3.2 Die Anzahl der aus dem peripherem Blut kultivierten Tumorsphären ist ein 

Prädiktor für das Vorhandensein von Metastasen bei 

Mammakarzinompatientinnen 

 

Die erste im Rahmen dieser Dissertation veröffentlichte Publikation behandelt den 

Nachweis zirkulierender Krebsstammzellen aus dem peripheren Blut von 

Mammakarzinompatientinnen und deren prognostische Bedeutung.  

Tumormetastasen sind die Hauptursache für die Krebsmorbidität und Sterblichkeit. Es 

wird angenommen, dass eine Unterpopulation von Tumorzellen mit stammzellähnlichen 

Eigenschaften für die Tumorinvasion, Metastasierung, Heterogenität und Therapieresistenz 

verantwortlich ist. Diese Population wird als Krebsstammzellen (cancer stem cells, CSCs) 

bezeichnet. Sie weisen eine erhöhte Zellmotilität und Invasivität auf und exprimieren 

Gene, die die Metastasierung fördern [117,118]. Sie besitzen Eigenschaften, die denen 

normaler adulter Stammzellen ähneln. Sie zeichnen sich durch eine erhöhte 

Therapieresistenz aus, weshalb sie für das Wiederauftreten des Tumors (Rezidive) und die 

Metastasierung verantwortlich sind. Jene CSCs die den Selektionsdruck einer Therapie 

überlebt haben, können diese Resistenzmechanismen an die Tochterzellen weitergeben, 

wodurch das Auftreten einer Resistenz gefördert und gleichzeitig die Entstehung eines 

aggressiveren Tumors ermöglicht wird [118]. In der vorliegenden Studie wurde ein neuer 

funktioneller 3D-Zellkulturansatz entwickelt, um Zellen mit proliferativer Aktivität und 

Krebsstammzelleigenschaften in-vitro aus dem peripheren Blut von insgesamt 49 nicht-

metastasierten und 23 metastasierten Mammakarzinompatientinnen zu identifizieren und 

charakterisieren. Bei diesem Ansatz wurden die Leukozyten zusammen mit den 

zirkulierenden epithelialen Tumorzellen (circulating epithelial tumor cells, CETCs) für bis 

zu 21 Tage in einer Suspensionskultur kultiviert. Dadurch konnte eine Subpopulation von 

CETCs mit proliferativer Aktivität identifiziert werden, die zu sogenannten Tumorsphären 

heranwächst (Abb. 7).  
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Abb.-Nr. 7: Typisches Wachstum von cCSCs zu Tumorsphären während der Zellkultur. Nach 3-5 Tagen der 

Zellkultur können die ersten Anzeichen für die Entstehung von Tumorsphären beobachtet werden.  Die Sphären wachsen 

während der Zellkultur kontinuierlich und erreichen nach 21 Tagen einen Durchmesser zwischen 30 µm - 60 µm.  

Die Art des Wachstums, als auch die phäno- und genotypische Charakterisierung der 

Tumorsphären legten nahe, dass es sich bei der identifizierten Subpopulation der CETCs 

um Zellen mit Krebsstammzell-Eigenschaften handelte, die als Vorläuferzellen von 

Metastasen gelten und für Rezidive und Therapieresistenzen verantwortlich sind. Nur ein 

geringer Anteil der CETCs war in der Lage in-vitro zu Tumorsphären heranzuwachsen. 

Bei gesunden Probanden konnten zudem keine Tumorsphären gezüchtet werden, was die 

Entstehung der Sphären als Folge der Aggregation von Leukozyten ausschließt. Für die 

Identifizierung von Krebsstammzellen im Tumorgewebe werden unterschiedliche 

Markerkombinationen verwendet. Um die generierten Tumorsphären in der vorliegenden 

Studie als Krebsstammzellen identifizieren zu können, wurde die am häufigsten 

verwendete Markerkombination für das Mammakarzinom verwendet: CD44, CD24 und 

ALDH1 Aktivität [53][118]. Die Immunfluoreszenzfärbungen zeigten sowohl eine 

CD44
+
/CD24

-/low
-Expression, als auch eine hohe ALDH1-Aktivität. Auch die Expression 

von Pluripotenz-assoziierten Faktoren spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung 

und dem bösartigen Fortschreiten verschiedener Krebsarten [119]. Für die relative 

Genexpressionsanalysen wurden mit Hilfe eines semi-automatisierten Mikroskops und 

einer Glaskapillare einzelne CETCs und Tumorsphären der gleichen Patienten aus einer 

Zellsuspension isoliert und im Anschluss eine RT-PCR durchgeführt. Die kultivierten 

Tumorsphären zeigten im Vergleich zu den CETCs eine Überexpression von 

Transkriptionsfaktoren wie Oct4, Sox2 und Nanog, die für die Aufrechterhaltung der 

Pluripotenz und Selbsterneuerungsfähigkeit von Krebsstammzellen erforderlich sind und 

eine wichtige Rolle bei der unkontrollierten Vermehrung der Tumorzellen spielen [120]. 

7 days 14 days 21 days

50 µm
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Die vorliegende Studie zeigte, dass die Anzahl der Tumorsphären in-vitro mit der 

Aggressivität des Primärtumors korrelierte, wie z.B. dem Lymphknotenstatus und der 

Metastasierung. Patientinnen im Stadium I hatten signifikant weniger Tumorsphären im 

Vergleich zu Patientinnen mit distanten Metastasen (Stadium IV). Unter Verwendung des 

statistischen Verfahrens der Grenzwertoptimierungskurve (Receiver-Operating 

Characteristics, ROC) konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an Tumorsphären bei 

einem cut-off von ≥ 30 Tumorsphären/100µL Blut als ein unabhängiger Prädiktor für das 

Vorhandensein einer metastatischen Erkrankung verwendet werden kann. Die Fläche unter 

der ROC Kurve (area under the ROC curve, AUC)  war für die Anzahl der Tumorsphären 

höher, als für die Anzahl der CETCs und betrug 0,71 (p = 0,005) (Abb. 8a). Bei einem cut-

off von 30 Tumorsphären/100μL Blut lag die Sensitivität bei 70% und die Spezifität bei 

65% (Abb. 8b). Demzufolge könnten bei einer Anzahl von mehr als 30 

Tumorsphären/100µL Blut bei Mammakarzinompatientinnen weitere diagnostische 

Bildgebungen empfehlenswert sein, um möglicherweise bereits vorhandene 

Fernmetastasen frühzeitig zu entdecken. 

 

Abb.-Nr. 8: a) ROC Kurve für die Anzahl an CETCs und Tumorsphären zur Unterscheidung von metastasierten 

und nicht-metastasierten Mammakarzinompatientinnen. Die ROC Kurve ist ein Diagramm, in dem die Richtig-

Positiv-Rate gegen die Falsch-Positiv-Rate aufgetragen wird. Die AUC zeigt die Klassifizierungsfähigkeit des 

Klassifikators. Je besser die Klassifikationsfähigkeit des Klassifikators ist, desto höher ist der AUC-Wert und beträgt 

max. 1. Die AUC für die Klassifizierung zwischen einer metastatischen und nicht-metastatischen Erkrankung lag bei 

einem cut-off von ≥ 30 Tumorsphären/100µL Blut bei A = 0,71, p < 0,01. b) Sensitivität und Spezifität für 

ausgewählte cut-off Punkte hinsichtlich der Anzahl an Tumorsphären. Der Punkt, an dem sich beide Kurven kreuzen 

zeigt den cut-off mit der höchsten Sensitivität und Spezifität für die Klassifizierung zwischen einer metastatischen und 

nicht-metastatischen Erkrankung. 
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Zudem war die Anzahl der Tumorsphären bei Patientinnen mit HER2-positivem 

Primärtumor signifikant höher als bei HER2-negativen Tumoren. Diese Ergebnisse sind 

vergleichbar mit den Ergebnissen von Korkaya et al., die ebenfalls zeigen konnten, dass 

eine HER2-Überexpression die Stammzellpopulation im Brustkrebs erhöht und die 

Fähigkeit zur Tumorsphärenbildung in Gewebekulturen steigert [121]. In der adjuvanten 

Situation, in der keine erkennbare residuale Erkrankung mehr vorhanden ist, stellt die 

Überwachung der CETCs ein wertvolles Werkzeug zur routinemäßigen Überwachung der 

Therapieeffizienz dar [4]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass als ein 

Zeichen einer erfolgreichen Therapie auch die Anzahl der Tumorsphären gleichzeitig mit 

der Anzahl an CETCs während der Chemotherapie abfallen kann. Im Gegensatz dazu 

könnte eine zunehmende Anzahl der CETCs und Tumorsphären weitere diagnostische 

Schritte rechtfertigen, um rechtzeitig eine Therapie zu ändern oder einzuleiten. Die 

Überwachung der Therapie mit Hilfe der CETCs und der Tumorsphären in-vitro könnten 

bei der individuellen Anpassung der Therapie hilfreich sein.  

Es ist vielfach beschrieben worden, dass es durch die epithelial-mesenchymale Transition 

(epithelial-mesenchymal-transition, EMT) zu phänotypischen Veränderung von 

Tumorzellen kommen kann, was wiederum ein entscheidender Schritt bei der 

Tumorinvasion und Metastasierung ist. Während dieses Prozesses wird die Expression 

epithelialer Marker wie EpCAM und Cytokeratin herunterreguliert [122]. Bislang konnte 

nicht festgestellt werden, aus welchen Vorläuferzellen die Tumorsphären in der 

vorliegenden Arbeit entstehen, da bei zwei Patientinnen ohne EpCAM-positive 

zirkulierende Tumorzellen, dennoch eine EpCAM-positive Tumorsphärenbildung 

beobachtet werden konnte. Aus diesem Grund ermöglicht der in dieser Studie publizierte 

Ansatz die Identifizierung der wichtigsten Subpopulation der CETCs mit proliferativer 

Kapazität, ohne auf Oberflächenmarker angewiesen zu sein und somit ohne Selektion und 

Verlust von Zellpopulationen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der 

Tumorsphären als ein Prädiktor für das Vorhandensein von Metastasen verwendet werden 

kann. 

Weitere Details in: M. Pizon, D. Schott, U. Pachmann, K. Pachmann 

The number of tumorspheres cultured from peripheral blood is a 

predictor for presence of metastasis in patients with breast cancer. 

Oncotarget. 2016;7(30):48143-48154 

[Publikation I] 
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3.3 Das Chorioallantoismembran (CAM) Modell für patient-derived Xenografts aus 

zirkulierenden Krebsstammzellen (cCSCs) von Mammakarzinompatientinnen 

 

Es existiert eine außerordentlich große Vielfalt an Tumorentitäten und Subtypen, die jede 

Krebserkrankung individuell und einzigartig machen. Tumore bestehen aus heterogenen 

Zellpopulationen, die unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Unter diesen 

Subpopulationen befinden sich jene Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften, die als 

Krebsstammzellen bezeichnet werden und mit einem besonders aggressiven Phänotyp 

korrelieren [123]. Interessanterweise konnten einige experimentelle Ergebnisse zeigen, 

dass eine kleine Subpopulation zirkulierender Tumorzellen ebenfalls Eigenschaften von 

Krebsstammzellen aufweist, die zu einer Tumorinitiierung fähig ist [124,125]. Sie werden 

als zirkulierende Krebsstammzellen bezeichnet (circulating cancer stem cells, cCSCs). 

Funktionelle Tests, die es den Krebsstammzellen ermöglichen in-vitro zu sogenannten 

Tumorsphären heranzuwachsen sind gut beschriebene Kulturmethoden, um die 

Krebsstammzellen aus unterschiedlichen Gewebeproben zu identifizieren [126–129]. Die 

Ergebnisse der zweiten Publikation knüpften an die Ergebnisse der ersten Publikation an. 

Erneut konnten durch die in-vitro Zellkultur das Wachstum der cCSCs zu Tumorsphären 

aus dem peripheren Blut von insgesamt 75 Mammakarzinompatientinnen in 

unterschiedlichen Stadien beobachtet werden (Abb. 9).  

 

Abb.-Nr. 9: Typische Tumorsphären unter dem Lichtmikroskop. Mikroskopische Aufnahmen exemplarischer 

Tumorsphären nach 3-wöchiger Zellkultur. Die Tumorsphären haben einen Durchmesser von ungefähr 60 µm, wobei die 

einzelnen Zellen in einer Tumorsphäre gut erkennbar sind. 

Die Anzahl der in-vitro gewachsenen Tumorsphären korrelierte erneut mit der 

Anwesenheit von Metastasen und einem positiven HER2 Status. Zudem wiesen 

Patientinnen mit multiplen Metastasen die höchste Anzahl an Tumorsphären auf. Diese 

Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Anzahl der in-vitro gewachsenen 

Tumorsphären die Aggressivität des Tumors widerspiegeln und zusätzliche Informationen 

über die Progression der Erkrankung liefern.  

40µm
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Abb.-Nr. 10: a) Anzahl an Tumorsphären bei Patientinnen mit einem primären Ki-67 < 15% und Ki-67 > 15% 

Index. Bei Patientinnen mit einem Ki-67-Index > 15% war die Anzahl der Tumorsphären statistisch signifikant höher als 

bei Patientinnen mit einem Ki-67-Index < 15% (Median 34 vs. 8 Tumorsphären/100µL Blut, p < 0,01). b) Anzahl an 

Tumorsphären in Bezug auf den histologischen Grad des Primärtumors. Patientinnen mit G3-Primärtumoren hatten 

signifikant mehr Tumorsphären, als Patientinnen mit G1 Tumoren (Median 32,5 vs. 0, p < 0,01) (G1-gut differenzierter 

Tumor; G2-mäßig differenzierter Tumor; G3-schlecht differenzierter Tumor). 

Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen der Tumorsphärenbildungsrate und einem 

hohen Ki-67-Index bzw. dem histologischen Differenzierungsgrades des Primärtumors 

beobachtet werden. Ki-67 wird in proliferierenden Zellen exprimiert und dient bei 

Mammakarzinompatientinnen als ein prädiktiver und prognostischer Marker. Der klinisch 

am weitesten verbreitete cut-off für die Einteilung der Patientinnen mit einem geringen und 

hohen Rezidivrisiko liegt bei 15% Ki-67-positiver Zellen [130]. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit zeigten, dass bei Patientinnen mit einem Ki-67-Index > 15% im 

Primärtumor mehr Tumorsphären in-vitro gewachsen sind, als bei Patientinnen mit einem 

Ki-67-Index < 15% (Abb. 10a). Der histologische Grad des Primärtumors (Drüsenbildung, 

Kerngehalt, Mitoserate) ist beim Mammakarzinom ein weiterer, wichtiger prognostischer 

Marker für das Gesamtüberleben [131,132]. Er gibt an, wie sehr die invasiven Karzinome 

normalen Brustepithelzellen ähneln, bzw. basiert auf dem Grad der Differenzierung des 

Tumorgewebes [133]. Patientinnen mit Grad 1 Tumoren haben signifikant bessere 

Überlebensraten, als Patientinnen mit Grad 2,3 Tumoren [134]. Bislang sind in der 

Literatur kaum Daten beschrieben, die einen Zusammenhang zwischen der Anzahl an 

Krebsstammzellen und dem histologischen Grad beschreiben. In der vorliegenden Studie 

konnte gezeigt werden, dass Patientinnen mit einem schlecht differenzierten Primärtumor 

(G3) signifikant mehr Tumorsphären in-vitro gebildet haben, als Patientinnen mit einem 

gut differenzierten Tumor (G1) (Abb. 10b). Neben der klinischen Bedeutung der Anzahl an 

Tumorsphären und deren weiteren Charakterisierung, konnte in dieser Studie erstmals die 

Tumorigenität der in-vitro gewachsenen Tumorsphären aus dem peripheren Blut der 

Patientinnen in-vivo mit Hilfe des Chorioallantoismembran (chorioallantoic-membrane, 

Ki-67<14 Ki-67>14
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CAM)-Models gezeigt werden. In den letzten Jahren hat sich das CAM-Modell für viele 

wissenschaftliche Zwecke gut etabliert. Es stellt eine gute Alternative zu den 

konventionellen Tierversuchen dar. Zellmaterial wird auf die stark vaskularisierte 

extraembryonale  Membran des sich entwickelnden Embryos von befruchteten 

Hühnereiern implantiert [135]. Bei Tumorexperimenten gelten jedoch nach wie vor 

immundefiziente Mausmodelle mit subkutan implantierten Xenotransplantaten als 

"Goldstandard" für die Bewertung der Tumorigenität und Invasivität der Tumorzellen. Da 

jedoch sowohl in der CAM, als auch im Hühnerembryo bis zum 14. Tag keine Nozizeption 

vorhanden ist, ist dieses Modell minimal invasiv und ethisch vorteilhafter als die gut 

etablierten Mausmodelle. Die Versuche dieser Studie konnten erstmals zeigen, dass nach 

der Applikation der in-vitro gewachsenen Tumorsphären aus dem peripheren Blut von 

Mammakarzinompatientinnen diese in der Lage waren, Tumore auf der CAM zu 

generieren (Abb. 11a). Dabei korrelierte die Anzahl an in-vitro gewachsenen 

Tumorsphären mit der Anwachsrate auf der CAM. Darüber hinaus legten die Ergebnisse 

der Studie nahe, dass die Anwachsrate mit dem Ki-67-Index und dem histologischen Grad 

des Primärtumors zusammenhing. Tumore konnten nur bei den Patientinnen auf der CAM 

induziert werden, deren Primärtumor einen hohen Ki-67-Index hatte. Die 

histopathologische Analyse war der wichtigste Endpunkt dieser Studie. Mit Hilfe der 

Präparate konnte bestätigt werden, dass die auf der CAM induzierten Tumore das 

ursprüngliche morphologische Profil des Primärtumors der Patientinnen aufwiesen (Abb. 

11b).  
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Abb.-Nr. 11: a) Entstehung eines Mikrotumors auf der CAM aus in-vitro gewachsenen Tumorsphären einer 

Mammakarzinompatientin. Die topisch applizierten Tumorsphären einer Patientin konnten innerhalb von 8 Tagen auf 

der CAM einen Mikrotumor generieren, der in die CAM eindringen konnte und stark vaskularisiert wurde. b) H&E- und 

Pan-Zytokeratin-Färbung eines aus Tumorsphären entstandenen CAM-Xenotransplantats. Die CAM Tumore 

enthielten neoplastisches Gewebe mit einer gut organisierten homogenen Struktur, die sich deutlich vom umgebenden 

Stroma und dem Membranrand unterschied. Zudem ähnelte die Morphologie der des Primärtumors. Die 

Zytokeratinfärbung bestätigte die Anwesenheit von Tumorzellen in der CAM.  

In Anbetracht der hohen Anwachsrate der patient-derived Xenografts auf der CAM in 

einem kurzen Zeitraum von 8 Tagen stellt dieses Modell eine vielversprechende in-vitro 

Plattform dar, um zukünftig Medikamente an Tumoren individueller Patienten zu testen. 

Dieses Modell hat den großen Vorteil, dass das für den CAM-Test verwendete biologische 

Material durch die Liquid Biopsy leicht zugänglich und wiederholt verfügbar ist. Das Ziel 

der personalisierten Medizin ist es, Krebspatienten eine maßgeschneiderte Therapie zur 

Verfügung zu stellen. Aus diesem Grund sind individualisierte Tumormodelle notwendig, 

um experimentelle und neuartige Strategien sowohl für diagnostische als auch 

therapeutische Zwecke zu bewerten. 

Weitere Details in: M. Pizon, D. Schott, U. Pachmann, R. Schobert, M. T. Pizon, M. 

Wozniak, R. Bobinski, K. Pachmann 

Chick Chorioallantoic Membrane (CAM) Assays as a model of 

patient-derived xenografts from circulating cancer stem cells 

(cCSCs) from breast cancer patients.  

Cancers. 2022; 14(6):1476 

 [Publikation II] 

a)

b)
H&E

20 µm

5 mm

pan-Cytokeratin

200 µm
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3.4 Sensitiver Nachweis PD-L1 positiver CETCs als ein potentieller Biomarker für 

die Selektion von Patienten für die Behandlung mit PD-1/PD-L1 Inhibitoren 

 

Sobald die Tumorzellen die Blutbahn erreichen sind sie einer Reihe physiologischer und 

immunologischer Hürden ausgesetzt, die deren Überleben im peripheren Blut erschweren. 

Um sich vor der immunologischen Eliminierung erfolgreich zu schützen, nutzen die 

CETCs eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen. Dazu gehört die Expression der 

programmierten Zelltodes-Liganden 1 und 2 (programmed cell death ligand-1/2, PD-L1/2, 

auch B7-H1 genannt). Es ist bekannt, dass Tumorzellen durch die Expression von PD-L1 

auf ihrer Zelloberfläche Ausweichstrategien entwickeln, um der Immunantwort zu 

entkommen und die Immunreaktion zu hemmen [63]. Zudem kann durch die 

Unterdrückung des Immunsystems der Progress der Erkrankung und somit die 

Metastasierung vorangetrieben werden. Viele Studien konnten zeigen, dass PD-L1 bei 

einer Reihe unterschiedlicher Krebsarten häufig hochreguliert wird [64]. Die 

Krebsforschung konzentriert sich aktuell stark auf Immuntherapien, bzw. die Entwicklung 

von checkpoint-Inhibitoren mit denen in den letzten Jahren ein Durchbruch in der 

Tumortherapie erzielt werden konnte. Zu den am umfangreichsten untersuchten 

checkpoints gehört der programmierte Zelltodes Rezeptor 1 (programmed cell death 

receptor 1, PD-1) mit seinen Liganden PD-L1/2 [136,137]. Leider lässt sich ein 

Therapieerfolg für den einzelnen Patienten bisher noch nicht ausreichend vorhersagen.  

Im Rahmen der dritten Publikation sollte mit dem Nachweis von PD-L1 und PD-L2 auf 

den CETCs mit einer erweiterten maintrac® Methode ein Mechanismus der Immunevasion 

zirkulierender Tumorzellen untersucht werden. Zudem sollte geprüft werden, ob der 

Nachweis von PD-L1 und PD-L2 auf den CETCs als ein Biomarker für die Stratifizierung 

von Patienten, die mit PD-1/PD-L1 Inhibitoren behandelt werden könnten, herangezogen 

werden kann. Zudem sollte die klinische Relevanz PD-L1 positiver CETCs während einer 

Immuntherapie untersucht werden. Insgesamt wurden in die Studie 128 Mamma-, 72 

Prostata-, 18 kolorektale- und 11 Lungenkarzinompatienten in unterschiedlichen Stadien 

einbezogen. Bei 94,6% der Mammakarzinompatientinnen konnten PD-L1 positive CETCs 

nachgewiesen werden. Mazel et al. konnten mit der CellSearch-Methode bei 11/16 

(68,8%) metastasierten Mammakarzinompatientinnen PD-L1 positive zirkulierende 

Tumorzellen identifizieren. Der Anteil PD-L1-positiver zirkulierenden Tumorzellen 

variierte bei den individuellen Patienten zwischen 0,2% und 100% [138], was mit den 
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publizierten Daten in dieser Studie übereinstimmt. Sowohl die PD-L1, als auch die PD-L2 

Expression auf der Oberfläche der CETCs zeigte eine hohe Heterogenität (Abb. 12).  

 

 

Abb.-Nr. 12: Darstellung der Zweitantikörperfärbung der CETCs mit spezifischen Antikörpern gegen a) EpCAM 

und PD-L1 und b) EpCAM und PD-L2. EpCAM war mit FITC, PD-L1 mit Phycoerythrin und PD-L2 mit Alexa 

Fluor® 350 konjugiert. Die Expressionsintensität von EpCAM, PD-L1 und PD-L2 variierte von Zelle zu Zelle einer 

Patientin. 

Die Rolle von PD-L2 bei der Umgehung des Immunsystems ist noch nicht vollständig 

geklärt. Beim Vergleich beider PD-1-Liganden auf den CETCs konnte festgestellt werden, 

dass die Häufigkeit PD-L2 positiver CETCs im Vergleich zu der Häufigkeit PD-L1 

positiver Zellen deutlich geringer war. Daher könnte PD-L2 bei der Immuntherapie nur 

eine untergeordnete Rolle spielen [65,139]. Der Nachweis von Kopienzahlvariationen, der 

im Gegensatz zu den Schwierigkeiten bei Antikörper abhängigen Ansätzen unabhängig 

von den meisten Fixierungsverfahren ist, kann eine alternative Methode zur 

Immunhistochemie sein. In einem weiteren Schritt wurde der Grad der Übereinstimmung 

zwischen der PD-L1 Expression mit Hilfe der Immunfluoreszenz und der PD-L1 

Kopienzahl unter Verwendung der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (fluorescence in-situ 

hybridization, FISH) in den CETCs bei insgesamt 13 Mammakarzinompatientinnen 

untersucht. In allen untersuchten Fällen wurden PD-L1-amplifizierte CETCs detektiert. 

Der Prozentsatz amplifizierter CETCs reichte von 62% bis 96% mit einem Medianwert 

von 75% und war bei den untersuchten Patientinnen signifikant mit der PD-L1-Expression 

verbunden. 

Der Anteil PD-L1 positiver Zellen korrelierte mit keinen klinisch-pathologischen 

Parametern außer mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen und der Radiotherapie bei 

EpCAM PD-L1 EpCAM+PD-L1 PD-L2EpCAM EpCAM+PD-L2

a) b)

10µm 10µm
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Mammakarzinompatientinnen. Entzündungen, die während der Radiotherapie auftreten, 

können die PD-L1 Expression in Tumorzellen stimulieren, um sich besser vor einem 

aktivierten Immunsystem zu schützen. Diese Beobachtung konnte in dieser Studie bestätigt 

werden, da Patientinnen mit einer vorangegangenen Radiotherapie signifikant mehr PD-L1 

positive CETCs hatten als Patientinnen, die bislang keine Radiotherapie erhalten haben 

(Abb. 13a). Eine kombinierte Radiotherapie mit PD-1 und PD-L1 Inhibitoren hingegen 

könnte die Effektivität der Radiotherapie wiederherstellen und den Tumor unter lokaler 

Kontrolle halten, indem die zytotoxische T-Zellantwort reaktiviert wird [140].   

 

Abb.-Nr. 13: a) Anteil PD-L1 positiver CETCs bei Patientinnen mit und ohne Radiotherapie. Patientinnen nach 

einer Radiotherapie hatten einen höheren Anteil PD-L1 positiver CETCs verglichen mit Patientinnen, die keine 

Radiotherapie erhalten haben (Median 77,4% vs. 62,5%, p < 0,05), unabhängig vom Bestrahlungsregime. b) Anteil PD-

L1 positiver CETCs bei nicht metastasierten und metastasierten Patientinnen. Patientinnen mit bereits vorhandenen 

Metastasen hatten einen signifikant höheren Anteil PD-L1 positiver CETCs, als nicht metastasierte Patientinnen (Median 

75% vs. 61%, p < 0,05). 

Metastasierte Patientinnen wiesen einen signifikant höheren Anteil PD-L1 positiver 

CETCs im Vergleich zu nicht metastasierten Patientinnen auf (Abb. 13 b). Tumorzellen, 

die invasiv sind und sich den zytotoxischen T-Zellen wirksam entziehen können, haben 

einen größeren selektiven Vorteil und tragen wahrscheinlich stärker zum Fortschreiten der 

Krebserkrankung bei. PD-L1-positive CETCs konnten auch bei Patienten ohne Metastasen 

nachgewiesen werden. Dies kann Behandlungsentscheidungen bereits in der adjuvanten 

Situation ermöglichen. 

Die hohe Prävalenz PD-L1 positiver CETCs veranschaulichte, dass eine PD-1/PD-L1 

Blockade bereits in der adjuvanten Situation von großer Bedeutung sein könnte, um die 

Immunantwort, die sich gegen die Tumorzellen richtet, zu verstärken. Die Ergebnisse 

veranschaulichten, dass zirkulierende Tumorzellen für die metastatische Ausbreitung des 

Tumors Mechanismen nutzen, um sich vor dem Angriff des Immunsystems zu tarnen und 

diese gleichzeig zu inhibieren. Des Weiteren kann der Nachweis von PD-L1 auf CETCs 
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nützlich für die Patientenstratifizierung und Therapieüberwachung sein. Serienmäßige 

Tests durch die Verwendung der Liquid Biopsy während der Behandlung könnten die 

Erkennung einer frühen Resistenz ermöglichen, insbesondere in Therapiesituationen bei 

der durch die operative Entfernung des Tumors keine weiteren Kontrollmöglichkeiten zum 

Therapieerfolg bestehen. 

Weitere Details in: D. Schott, M. Pizon, U. Pachmann, K. Pachmann 

Sensitive detection of PD-L1 expression on circulating epithelial 

tumor cells (CETCs) could be a potential biomarker to select 

patients for treatment with PD-1/PD-L1 inhibitors in early and 

metastatic solid tumors 

Oncotarget. 2017; 8(42): 72755-72772 

[Publikation III] 
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3.5 B7-H3 auf zirkulierenden epithelialen Tumorzellen korreliert mit dem 

Proliferationsmarker Ki-67 und kann mit der Aggressivität von Tumoren bei 

Brustkrebspatientinnen in Verbindung gebracht werden 

 

Immuntherapien, wie PD-1/PD-L1 Inhibitoren zielen darauf ab, das Immunsystem bei der 

Bekämpfung von Krebs zu unterstützen. Periphere Membranproteine, zu denen die B7-

Familie gehört, sind nachweislich an der T-Zellreaktion beteiligt. Neueste Studien haben 

belegt, dass die Hochregulation von B7-Molekülen in der Mikroumgebung des Tumors mit 

der Immunevasion von Tumorzellen zusammenhängt [66]. Das B7-H3 Protein (CD276) ist 

wie PD-L1 (B7-H1) ein immune checkpoint-Molekül, welches sowohl kostimulatorische, 

als auch koinhibitorische Funktionen besitzt und somit eine doppelte Rolle im 

Immunsystem spielt [141]. Sein Vorhandsein wird mit einer schlechteren Prognose, einer 

verkürzten Überlebenszeit und Rezidiven in Verbindung gebracht [142]. Zahlreiche 

experimentelle Daten deuten darauf hin, dass B7-H3 die Aggressivität der Krebszellen und 

somit den Progress des Tumors über immunabhängige und immununabhängige Wege 

regulieren kann. Durch die Kombination von PD-1/PD-L1 und B7-H3 Inhibitoren könnte 

möglicherweise die Effektivität der Immuntherapie gesteigert werden, indem das 

Immunsystem reaktiviert und eine zielgerichtete Eliminierung der Tumorzellen ermöglicht 

wird. Die vierte Publikation im Rahmen dieser Dissertation schließt an die vorangegangene 

Publikation an, in der ein weiterer Mechanismus der Immunevasion zirkulierender 

Tumorzellen untersucht werden sollte. Zudem sollte die B7-H3 Expression mit klinisch-

pathologischen Parametern korreliert und folglich die Aggressivität des Primärtumors 

bestimmt werden.  

Ki-67 (auch bekannt als MKI67) ist ein zellulärer Marker, der eng mit dem Zellzyklus 

gekoppelt ist [143]. In der Literatur wurde ein enger Zusammenhang zwischen dem Anteil 

Ki-67-positiver Zellen und der Tumorgröße, der Aggressivität des Tumors und dem Grad 

der Angiogenese beschrieben. Mammakarzinompatientinnen mit einem Ki-67-Index von 

mehr als 15% haben ein kürzeres rezidivfreies- und Gesamtüberleben [11]. Der Nachweis 

von B7-H3 und Ki-67 in den CETCs erfolgte in dieser Studie analog zum PD-L1-

Nachweis mit der maintrac® Methode. Insgesamt wurden 50 

Mammakarzinompatientinnen in unterschiedlichen Stadien einbezogen. B7-H3 konnte 

mittels Immunfluoreszenz bei 82% der Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen 

werden. Eine vergleichbar hohe B7-H3 Expression wurde auch im Primärtumor gefunden 
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[74,77]. Auch der Proliferationsmarker Ki-67 konnte in einem hohen Prozentsatz bei den 

Mammakarzinompatientinnen detektiert werden (90%). In der Literatur wurden sehr 

unterschiedliche Daten hinsichtlich Ki-67-positiver zirkulierender Tumorzellen publiziert. 

Spiliotaki et al. konnten bei nur 27,5% Ki-67-positive zirkulierende Tumorzellen 

detektieren [144], wohingegen Kallergi et al. Ki-67-positive zirkulierende Tumorzellen bei 

51,7% bzw. 44% der Patientinnen mit frühem bzw. metastasiertem Brustkrebs beobachten 

konnten [145].  

Des Weiteren zeigten die Ergebnisse dieser Studie, dass der Anteil sowohl B7-H3, als auch 

Ki-67-positiver CETCs mit einem aggressiveren Subtyp des Mammakarzinoms korrelierte. 

Beide Biomarker waren signifikant häufiger bei ER/PR negativen Subtypen exprimiert im 

Vergleich zu ER/PR positiven Subtypen. Zudem konnte eine hohe Korrelation zwischen 

dem Prozentsatz B7-H3- und Ki-67-positiver CETCs beobachtet werden. 

Kolokalisationsfärbungen, die bei 20 Patientinnen durchgeführt wurden, ergaben in 90% 

eine starke Überlappung der EpCAM, B7-H3 und Ki-67 Fluoreszenzsignale (Abb. 14). 

Demnach wurden beide Biomarker zu einem hohen Prozentsatz von ein und derselben 

Zelle exprimiert, was die Aggressivität dieser Zellen verdeutlicht. Es handelt sich dabei um 

Tumorzellen, die nicht nur einen hohen Proliferationsindex aufweisen, sondern gleichzeitig 

in der Lage sind, der Immunantwort zu entkommen. 

 

Abb.-Nr. 14: Kolokalisationsfärbungen der CETCs mit spezifischen Antikörpern gegen EpCAM, B7-H3 und Ki-

67. EpCAM war mit FITC, B7-H3 mit Phycoerythrin und Ki-67 mit Pacific Blue konjugiert. Die Färbungen zeigen eine 

starke Überlappung zwischen den verschiedenen fluoreszierenden Markierungen. 

Zusätzlich dazu konnte ein Zusammenhang zwischen Ki-67 bzw. B7-H3 positiven  CETCs 

und einem positiven Lymphknotenstatus der Patientinnen herausgefunden werden. Es 

wurde bereits ein Zusammenhang zwischen einem hohen Ki-67-Index im Tumorgewebe 

und einem positiven Lymphknotenstatus beim Mammakarzinom beschrieben [146]. In 

anderen Studien wurde ebenfalls eine Korrelation zwischen einem hohen B7-H3 Status im 

Gewebe und einem positiven Lymphknotenstatus gefunden [83]. Folglich spielen beide 

Biomarker eine entscheidende Rolle bei der Tumorprogression und Invasivität.  

EpCAM B7-H3 Ki-67 EpCAM/B7-H3 EpCAM/Ki-67 B7-H3/Ki-67 merge

10µm
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Abb.-Nr. 15: a) Radiotherapie und der Anteil B7-H3 positiver CETCs. Patientinnen nach einer Radiotherapie hatten 

mehr B7-H3 positive CETCs verglichen mit Patientinnen die keine Radiotherapie erhalten haben (Median 40% vs. 23%, 

p < 0,05). b) Radiotherapie und der Anteil Ki-67 positiver CETCs. Patientinnen die eine Radiotherapie erhalten 

haben, hatten signifikant mehr Ki-67 positive CETCs im Vergleich zu Patientinnen ohne Radiotherapie (Median 48% vs. 

38%, p < 0,05). 

Nach der Operation sind adjuvante Therapien wie Chemo- und Strahlentherapie für 

Mammakarzinompatientinnen unverzichtbar, doch leider kommt es bei vielen Patientinnen 

zu einem Lokalrezidiv oder zur Metastasierung. In der vorliegenden Studie konnte, wie 

bereits für PD-L1, gezeigt werden, dass die Radiotherapie den Anteil B7-H3-positiver und 

Ki-67-positiver CETCs erhöhen kann (Abb. 15 a, b). Somit konnten bei Patientinnen nach 

einer Radiotherapie aggressivere Zellen beobachtet werden, als bei Patientinnen ohne eine 

Radiotherapie. Dies könnte auf entzündliche Prozesse zurückzuführen sein, die während 

der Strahlentherapie auftreten können. Folglich könnte die bei 

Mammakarzinompatientinnen beobachtete Resistenz gegen eine Radiotherapie auf die 

Hochregulation nicht nur von PD-L1, sondern ebenfalls auf die Hochregulation von B7-H3 

in den CETCs mit einem hohen Proliferationsindex zurückzuführen sein. 

Kombinationstherapien mit PD-1/PD-L1 oder B7-H3 Inhibitoren könnten in Zukunft die 

Radioresistenz überwinden. B7-H3 sowie PD-L1 stellen vielversprechende 

therapierelevante Biomarker für Immuntherapie dar, die eine personalisierte 

Patientenstratifizierung ermöglichen könnten.  

Weitere Details in: M. Pizon, D.Schott, U. Pachmann, K. Pachmann 

B7-H3 (CD276) on circulating epithelial tumor cells (CETCs) 

correlates with proliferation marker Ki-67 and may be associated 

with aggressiveness of tumor in breast cancer patients 

Int J Oncol. 2018; 53(5): 2289-2299 

[Publikation IV] 
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3.6 Nachweis von Tumorzell-Thrombozytenaggregaten im peripheren Blut von 

Mammakarzinompatientinnen 

 

Thrombozyten spielen bei der Hämostase und der Thrombose eine Schlüsselrolle; es gibt 

jedoch immer mehr Hinweise darauf, dass sie auch bei der Entstehung von Krebs und der 

Metastasierung eine wichtige Rolle spielen [147]. Es wird ein Zusammenhang zwischen 

der Tumorentstehung und Metastasierung durch die Wechselwirkung von Thrombozyten 

mit Tumorzellen angenommen. Eine Gerinnungsaktivierung und die Malignom-assoziierte 

Thrombose sind die häufigsten klinischen Manifestation bei Krebspatienten, die mit einer 

schlechten Prognose und verkürzten Überlebensraten einhergehen [148,149]. 

Thrombozyten besitzen viele Adhäsionsmoleküle, die es ihnen ermöglichen, Aggregate mit 

Tumorzellen zu bilden. Die sogenannten Tumorzell-induzierten Thrombozytenaggregate 

schützen die Tumorzellen in der Blutbahn vor den Scherkräften des Blutes und 

begünstigen gleichzeitig deren Tarnung vor einem aktivierten Immunsystem [149]. 

Thrombozyten, die die zirkulierenden Tumorzellen ummanteln, verhindern jedoch 

gleichzeitig den Zugang von Antikörpern zur Oberfläche der Tumorzellen und sind 

wahrscheinlich der Grund dafür, dass diese Zellen in frisch abgenommenen und fixierten 

Blutproben nicht nachgewiesen werden können. Somit stellt die Thrombozyten-

Tumorzellinteraktion einen weiteren Mechanismus der Immunevasion zirkulierender 

Tumorzellen im peripheren Blut dar.  

Das Manuskript im Rahmen dieser Dissertation sollte die Ergebnisse der dritten und 

vierten Publikation ergänzen und einen weiteren Mechanismus der Immunevasion 

zirkulierender Tumorzellen beschreiben. Bei der experimentell durchgeführten Studie 

handelt es sich um ein proof-of-principal für den Nachweis von Tumorzell-

Thrombozytenaggregaten im peripheren Blut von Mammakarzinompatientinnen. 

Thrombozyten sind aufgrund ihrer geringen Größe und des Fehlens eines Zellkerns im 

Durchlicht schwer zu erkennen. Allerdings exprimieren sie (in ihrem ruhenden und 

aktivierten Stadium) den CD36 Rezeptor, einen Protease-resistenten Oberflächen-

Glykoprotein-IV-Scavenger-Rezeptor, der zur Thrombozytenadhäsion und 

kollagenabhängigen Thrombenstabilisierung beiträgt [150]. Unter Verwendung der 

maintrac® Methode konnte eine parallele Färbung der Patientenproben mit einem anti-

EpCAM-FITC und einem anti-CD36-PE Antikörper erfolgen, wodurch der gleichzeitige 

Nachweis der CETCs und der Thrombozyten in der Patientenprobe ermöglicht wurde. 

Insgesamt wurden 36 Patientinnen in unterschiedlichen Stadien in die Studie einbezogen. 
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Bei keiner Patientenprobe konnten am Tag 0 der Blutentnahme CETCs mittels 

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden, wohingegen bei 94% der Patientinnen an Tag 1 

mehr als 50 CETCs/mL Blut detektiert werden konnten. Typischerweise wurden in den 

frisch entnommen Patientenproben (Tag 0) Thrombozytenaggregate beobachtet, die sich 

nicht mit dem anti-EpCAM Antikörper angefärbt haben (Abb. 16a). 

          

Abb.-Nr. 16: a)  Immunfluoreszenzaufnahmen der Zellsuspensionen nach der Erythrozytenlyse in frisch 

entnommen Patientenproben (Tag 0). Bei allen Patientinnen konnte an Tag 0 nach der Blutentnahme keine EpCAM-

Färbung beobachtet werden. Es konnten Thrombozytenaggregate beobachtet werden, die sich nicht mit dem anti-EpCAM 

Antikörper angefärbt haben. b) Immunfluoreszenzaufnahmen der Zellsuspensionen an Tag 1 (24 Stunden nach der 

Blutentnahme). Die Zellpellets wurden auf die gleiche Weise wie zum Zeitpunkt 0 gefärbt. EpCAM positive Zellen 

(grün) konnten nach 24 Stunden detektiert werden. Die Dichte der Thrombozytenaggregate war geringer, wodurch ein 

Nachweis EpCAM-positiver Zellen möglich war.   

Nachdem die Blutproben 24 Stunden lang bei Raumtemperatur aufbewahrt wurden, 

konnten noch zahlreiche Thrombozytenaggregate detektiert werden, allerdings wurden die 

darunter liegenden Zellen für den anti-EpCAM-Antikörper zugänglich (Abb. 16b). Die 

Dichte der aggregierten Thrombozyten war geringer, was ein Zeichen dafür sein könnte, 

dass sich die Thrombozyten 24 Stunden nach der Blutentnahme von den CETCs abgelöst 

haben und die Antigene für den anti-EpCAM-Antikörper zugänglich wurden. Nach 

weiteren 24 Stunden (Tag 2) wurde die EpCAM-Färbung intensiver und es konnten nur 

noch vereinzelt Thrombozyten an den Tumorzellen detektiert werden (Abb. 17).  

 

 

EpCAM-FITC/CD-36-PE
EpCAM-FITC/CD36-PEEpCAM-FITC/CD-36-PE EpCAM-FITC/CD-36-PE

a) b)
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Abb.-Nr. 17: Immunfluoreszenzaufnahmen der Zellsuspensionen mit einem anti-EpCAM-FITC und einem anti-

CD36-PE Antikörper 48 Stunden nach der Blutentnahme. Es konnten nahezu keine Thrombozytenaggregate 

nachgewiesen werden.  

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die Tumorzellen im Blut mit Thrombozyten 

Aggregate bilden, die als Schutzschild für die Scherkräfte im Blut und vor der 

Eliminierung durch das  Immunsystem dienen. Dadurch konnten die Hinweise aus der 

Literatur, die auf eine enge Wechselwirkung zwischen den Tumorzellen und den 

Thrombozyten hindeuten, unterstrichen werden. Ein gezielter Eingriff in die 

Wechselwirkung zwischen den Thrombozyten und den Tumorzellen könnte eine neue und 

vielversprechende Antitumorstrategie darstellen, um die Metastasierung zu verhindern. 

Neue Studien konnten zeigen, dass die Wirkung unterschiedlicher 

Thromobozytenaggregationshemmer von der Inhibierung der Thrombozytenfunktion 

abhängen könnte [151]. Gleichzeitig erschweren die Tumorzell-induzierten 

Thrombozytenaggregate den Nachweis zirkulierender Tumorzellen unmittelbar nach der 

Blutentnahme. Dies könnte eine Erklärung für die beschriebenen Diskrepanzen in der 

Anzahl detektierter zirkulierender Tumorzellen zwischen den unterschiedlichen 

Arbeitsgruppen sein [152]. Die Verwendung von unterschiedlichen Blutröhrchen bei der 

Blutentnahme, die z.T. Fixative enthalten, verhindern das Ablösen der Thrombozyten von 

den Tumorzellen in der Blutprobe, wodurch die Maskierung der Oberflächenantigene 

dauerhaft erhalten bleibt und die Tumorzellen dadurch zu keinem Zeitpunkt der Analyse 

detektiert werden können. 

Weitere Details in: D.Schott, M. Pizon, E.Schill, K. Pachmann 

Evidence of platelet-covered circulating tumor cells in peripheral 

blood of breast cancer patients - under revision with Current 

Oncology 

[Manuskript I] 

EpCAM-FITC/CD36-PEEpCAM-FITC/CD-36-PE
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3.7 Einfluss der adjuvanten Radiotherapie auf zirkulierende epitheliale 

Tumorzellen und zirkulierende Krebsstammzellen bei primär nicht-

metastasiertem Mammakarzinom 

 

Die Liquid Biopsy, die für die Patienten einen minimal invasiven Eingriff darstellt kann 

beliebig oft während des Krankheitsverlaufs wiederholt werden und liefert wichtige 

prognostische und prädiktive Informationen für eine personalisierte Krebstherapie. Die 

Effektivität einer aktuellen Therapie kann somit in Echtzeit abgebildet werden. Die fünfte 

Publikation sollte die Ergebnisse der dritten Publikation ergänzen und die klinische 

Relevanz der Identifizierung und Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen und 

zirkulierender Krebsstammzellen während der adjuvanten Radiotherapie  untersuchen.   

Große randomisierte Studien konnten bei Mammakarzinompatientinnen im Frühstadium 

belegen, dass die brusterhaltende Operation in Kombination mit einer post-operativen 

Radiotherapie Gesamtüberlebensraten erreicht, die mit einer radikalen Mastektomie 

vergleichbar sind. Die post-operative Radiotherapie ist nach wie vor ein fester Bestandteil 

der brusterhaltenden Therapie, um die mikroskopische Resterkrankung zu kontrollieren. 

Sie führt zu einer signifikanten Reduktion von Lokalrezidiven im Vergleich zur 

brusterhaltenden Operation alleine [153,154]. Im Gegensatz zur Chemotherapie hängt die 

Indikation zur Radiotherapie meist von klinischen und pathologischen Merkmalen ab. 

Jedoch sollte auch die Radiotherapie selektiv eingesetzt werden aufgrund möglicher kurz- 

und langfristiger Morbidität [155]. Bislang ist noch kein vielversprechender Biomarker 

vorhanden, mit dem die Effektivität einer Radiotherapie kontrolliert bzw. entstehende 

Radioresistenzen frühzeitig erkannt werden können. Die Überwachung der Anzahl der 

zirkulierenden Tumorzellen und insbesondere der zirkulierenden Krebsstammzellen ist der 

konventionellen bildgebenden Methode zur Bewertung des Ansprechens auf 

unterschiedliche Therapien überlegen, wurde aber bislang für die Überwachung der 

Radiotherapie noch nicht eingesetzt.  

Die vorliegende Studie wurde als translationale Forschungsstudie konzipiert, um die 

Durchführbarkeit zur Identifizierung und Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen 

und zirkulierender Krebsstammzellen während der Radiotherapie mit der maintrac® 

Methode zu untersuchen. Dafür wurden den Patientinnen Blutproben zu drei fest 

definierten Zeitpunkten während der Radiotherapie entnommen: erster Tag der 

Radiotherapie, in der Hälfte der Radiotherapie, letzter Tag der Radiotherapie. Insgesamt 
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wurden in die Studie 52 Patientinnen aufgenommen, bei denen ein primär nicht 

metastasiertes Mammakarzinom diagnostiziert worden war, die ihre brusterhaltende 

Therapie am Universitätsklinikum Jena abgeschlossen hatten und für eine kurative 

adjuvante Radiotherapie vorgesehen waren. Da jede Therapie einen Einfluss auf die 

Anzahl der CETCs hat, wurde in der vorliegenden Studie ein möglicher Zusammenhang 

zwischen der Anzahl an CETCs und dem Hormonrezeptor- bzw. Lymphknotenstatus vor 

der Radiotherapie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an CETCs vor 

der Radiotherapie mit einem aggressiveren Subtyp des Mammakarzinoms korrelierte. So 

hatten triple negative (ER-/PR-/HER2-) und HER2 positive Patientinnen signifikant mehr 

CETCs im Vergleich zu Luminal A, B Subtypen. Positive axilläre Lymphknoten sind ein 

Prädiktor für ein erhöhtes Risiko eines lokalen und distanten Rezidivs und stehen in 

direktem Zusammenhang mit dem Gesamtüberleben. Patientinnen mit einem positiven 

Lymphknotenstatus die bislang noch keine Chemotherapie erhalten haben, hatten vor der 

Radiotherapie statistisch signifikant mehr CETCs verglichen mit Patientinnen ohne 

befallene Lymphknoten. 

Bei 90% der Patientinnen wurde in dieser Studie ein brusterhaltendes Verfahren (breast 

conserving surgery, BCS) durchgeführt. Vom Beginn der Radiotherapie bis zum Ende der 

Radiotherapie wurde bei 40% der Patientinnen ein Anstieg in den CETC-Zahlen und bei 

44% der Patientinnen ein Abfall in den CETC-Zahlen beobachtet. Hinsichtlich der 

klinisch-pathologischen Merkmale gab es keinen Unterschied zwischen den Gruppen mit 

steigenden und sinkenden Zellzahlen. Der einzige Unterschied zwischen beiden Gruppen 

bestand darin, dass in der Patientengruppe mit abnehmenden Zellzahlen während der 

Radiotherapie nahezu alle Patientinnen (80%) mit einer neoadjuvanten Chemotherapie 

behandelt worden waren. Das Ziel einer neoadjuvanten Chemotherapie ist die 

Verkleinerung des Tumorgewebes für eine BCS. Durch die neoadjuvante Chemotherapie 

kann in-vivo das Ansprechen auf eine Therapie beurteilt werden, wodurch wichtige 

prognostische Informationen bereitgestellt werden. Patientinnen die durch die 

neoadjuvante Chemotherapie eine pathologische komplette Remission (pathologic 

complete response, pCR) erreichen, haben bessere Überlebensraten, verglichen mit 

Patientinnen, die trotz der neoadjuvanten Chemotherapie keine pCR erreichen. Die 

Verkleinerung des Tumors und die Zerstörung des Tumorgewebes führen jedoch 

gleichzeitig zur Mobilisierung und Freisetzung von Tumorzellen in die Blutbahn [156]. 

Dies könnte eine Erklärung dafür sein, dass Patientinnen nach einer neoadjuvanten 

Chemotherapie statistisch signifikant mehr CETCs vor Beginn der Radiotherapie hatten, 
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verglichen mit Patientinnen nach einer adjuvanten Chemotherapie oder verglichen mit 

Patientinnen, die bislang keine Chemotherapie erhalten hatten (Abb. 18a). Die abfallenden 

Zellzahlen während der adjuvanten Radiotherapie bei Patientinnen nach einer 

neoadjuvanten Chemotherapie spiegeln die Effektivität der Radiotherapie wider und 

verdeutlichen zudem ihren Nutzen (Abb. 18b). 

 

Abb.-Nr. 18: a) Anzahl an CETCs vor Beginn der Radiotherapie im Vergleich zur Chemotherapie. Patientinnen 

nach einer neoadjuvanten Chemotherapie hatten die höchste Anzahl an CETCs im Vergleich zu Patientinnen nach einer 

adjuvanten Chemotherapie (Median  21 vs. 4 CETCs/100µL Zellsuspension, p < 0,05), bzw. verglichen zu Patientinnen, 

die bislang keine Chemotherapie erhalten haben (Median 21 vs. 6 CETCs/100µL Zellsuspension, p < 0,05)  b) Anzahl 

an CETCs während der Radiotherapie bei Patientinnen nach einer neoadjuvanten Chemotherapie. Bei 

Patientinnen, die nach einer neoadjuvanten Chemotherapie die höchsten Zellzahlen vor Beginn der Radiotherapie hatten, 

konnte ein kontinuierlicher, statistisch signifikanter Abfall der CETC Zahlen während der Radiotherapie beobachtet 

werden (Median 21 vs. 5 CETCs/100µL Zellsuspension, p < 0,05).  

Parallel zu den CETCs wurden auch die zirkulierenden Krebsstammzellen bei den 

Patientinnen unter Verwendung des funktionellen 3D-Zellkulturansatzes untersucht, bei 

dem die zirkulierenden Krebsstammzellen in-vitro zu den sogenannten Tumorsphären 

heranwachsen können. Bei fast der Hälfte der Patientinnen, unabhängig vom molekularen 

Subtyp, konnten zu mindestens einem Messzeitpunkt während der Radiotherapie die 

Entstehung von Tumorsphären in-vitro beobachtet werden, die nach der Charakterisierung 

mittels Immunfluoreszenz die typischen Stammzellmarker exprimierten. Vergleichbar zu 

der Anzahl an CETCs, war die Anzahl an in-vitro gewachsenen Tumorsphären nach einer 

neoadjuvanten Chemotherapie höher, als bei Patientinnen, die eine adjuvante 

Chemotherapie erhalten hatten. Die höchste Anzahl an Tumorsphären konnte bei 

Patientinnen beobachtet werden, die bislang keine Chemotherapie erhalten hatten (Abb. 

19a). Bei Patientinnen nach einer neoadjuvanten Chemotherapie konnte die Entstehung 

von Tumorsphären in-vitro häufiger beobachtet werden (61%), als bei Patientinnen, die 

eine adjuvante (42%) oder keine Chemotherapie (48%) erhalten hatten. 
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 In Hinblick auf die Anzahl der Tumorsphären konnten erneut zwei Patientengruppen mit 

steigenden und abfallenden Zellzahlen während der Radiotherapie festgestellt werden. Die 

Patientengruppe mit ansteigenden Zahlen an Tumorsphären in-vitro beinhaltete 

Patientinnen, mit einem ungünstigen Hormonrezeptorstatus  und einem hohen Ki-67 Index. 

Außerdem hatte über die Hälfte der Patientinnen in dieser Gruppe bislang noch keine 

Chemotherapie erhalten. In 63% der Patientinnen nach einer neoadjuvanten Chemotherapie 

und in 69% der Patientinnen ohne eine Chemotherapie konnte ein Anstieg in der Anzahl an 

Tumorsphären in-vitro während der Radiotherapie festgestellt werden. Neben den CETCs 

können folglich auch Zellen mit Krebsstammzelleigenschaften während einer 

neoadjuvanten Chemotherapie freigesetzt werden. Ein antidromischer Verlauf in der 

Anzahl an CETCs und in der Anzahl an Tumorsphären in-vitro während der Radiotherapie 

konnte häufig in der Patientengruppe, die zuvor eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten 

hatte beobachtet werden. Während die Anzahl an CETCs bei Patientinnen nach einer 

neoadjuvanten Chemotherapie abnahm, stieg gleichzeitig die Anzahl an Tumorsphären in-

vitro. Dies veranschaulichte, dass die Krebsstammzellen, wie bereits in einer Vielzahl von 

Studien beschrieben, eine hohe Radioresistenz aufweisen. 

 

Abb.-Nr. 19: a) Anzahl an Tumorsphären vor Beginn der Radiotherapie im Vergleich zur Chemotherapie. 

Patientinnen ohne Chemotherapie hatten die höchste Anzahl an Tumorsphären im Vergleich zu Patientinnen nach einer 

adjuvanten oder neoadjuvanten Chemotherapie. b) Verlauf in der Anzahl an CETCs und in der Anzahl an in-vitro 

gewachsener Tumorsphären während der Radiotherapie bei einer Mammakarzinompatientin. Die Patientin wurde 

mit einem Stadium II Tumor und einem triple negativem Hormonrezeptorstatus diagnostiziert. Die Patientin erhielt 

sowohl eine neoadjuvante, als auch eine adjuvante Chemotherapie. Während der Radiotherapie konnte ein Anstieg in der 

Anzahl an CETCs, als auch ein Anstieg in der Anzahl an in-vitro gewachsener Tumorsphären beobachtet werden. 7 

Monate nach Ende der Radiotherapie erlitt die Patientin ein Rezidiv. 

 In der kurzen Nachbeobachtungszeit von 7 Monaten konnte bei einer triple negativen  

Patientin bereits ein Rezidiv beobachtet werden. Die Patientin wurde bei der Erstdiagnose 

mit einem Stadium II (T2N1M0) Tumor diagnostiziert und mit einer neoadjuvanten 

Chemotherapie behandelt. Da sie keine pCR erreicht hatte, wurde sie zusätzlich mit einer 
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adjuvanten Chemotherapie behandelt. Während der Radiotherapie konnte ein Anstieg 

sowohl in der Anzahl der CETCs, als auch in der Anzahl der in-vitro gewachsenen 

Tumorsphären beobachtet werden. 7 Monate nachdem die Radiotherapie erfolgreich 

abgeschlossen wurde, erlitt die Patientin ein Rezidiv (Abb. 19b). Sollte sich diese 

Beobachtung bei einer größeren Anzahl von Patientinnen bestätigen, könnte die 

Überwachung der Anzahl an CETCs und insbesondere der Anzahl an kultivierten 

Tumorsphären mit Hilfe der Liquid Biopsy während der adjuvanten Radiotherapie die 

Aktivität der residualen Tumorlast nach einer brusterhaltenden Operation direkt 

widerspiegeln. Dies könnte dazu beitragen Patientinnen mit einem erhöhten Risiko für ein 

Lokalrezidiv frühzeitig zu identifizieren und möglicherweise zeitnah zusätzliche 

Therapieansätze einzuleiten. 

Weitere Details in: D.Schott, M. Pizon, E.Schill, K. Pachmann, R. Schobert, A.Wittig, 

M. Mäurer 

Influence of adjuvant radiotherapy on circulating epithelial tumor 

cells and circulating cancer stem cells in primary non-metastatic 

breast cancer  

Transl Oncol. 2021; 14(3):101009 

[Publikation V] 
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3.8 Einfluss der endokrinen Therapie auf das Verhältnis von Androgenrezeptor 

(AR) zu Östrogenrezeptor (ER) positiven zirkulierenden epithelialen 

Tumorzellen (CETCs) beim Mammakarzinom 

 

In den letzten Jahren gewinnt der Androgenrezeptor (androgen receptor, AR) beim 

Mammakarzinom immer mehr an Bedeutung. Er spielt eine entscheidende Rolle bei der 

Pathologie und dem Fortschreiten des Mammakarzinoms. Interessanterweise wird der 

Androgenrezeptor in mehr als 70% der Mammakarzinome exprimiert, jedoch scheint seine 

Funktion in den verschiedenen Subtypen des Mammakarzinoms unterschiedlich zu sein 

[105]. Somit könnte der AR ein potenzielles therapeutisches target bei ER positiven, aber 

auch bei ER negativen Mammakarzinomen sein. Der AR rückt aufgrund seines 

Zusammenspiels mit dem ER als ein interessanter prognostischer und therapierelevanter 

Marker in den Fokus der Forschung. Es konnte bereits gezeigt werden, dass nicht das 

Expressionslevel des AR alleine mit dem rezidivfreien Überleben korreliert, sondern dass 

dem AR:ER-Verhältnis eine viel größere Bedeutung zukommt. Patientinnen mit einem 

hohen AR:ER Verhältnis (ratio ≥ 2) hatten ein kürzeres rezidivfreies Überleben, als 

Patientinnen mit einem niedrigeren AR:ER Verhältnis wenn sie mit anti-Östrogenen oder 

einer Chemotherapie behandelt wurden [157]. Der Grund dafür könnte die Adaption der 

Tumorzellen von einer Östrogenabhängigkeit zur Androgenabhängigkeit sein [111]. 

Folglich kann der AR als ein prädiktiver Marker für die Hormontherapie herangezogen 

werden. Anti-AR Therapien könnten zudem dabei helfen, das hohe AR:ER-Verhältnis bei 

Tamoxifen resistenten Patientinnen zu reduzieren und somit eine erneute 

Tamoxifensensibilität erzielen. Aus diesem Grund könnte die kontinuierliche 

Überwachung des ER- und des AR-Status in den CETCs mit Hilfe der Liquid Biopsy dabei 

helfen, Resistenzen während einer endokrinen Therapie frühzeitig zu entdecken. Im 

Rahmen der sechsten Publikation dieser Dissertation, die an die dritte und fünfte 

Publikation anschließt, sollte die klinische Relevanz der Langzeitanalyse zirkulierender 

Tumorzellen während der Hormontherapie untersucht werden. Dafür wurde das Verhältnis 

von AR zu ER in den CETCs mit einer erweiterten maintrac® Methode bei insgesamt 66 

Mammakarzinompatientinnen in unterschiedlichen Stadien untersucht. Im Gegensatz zu 

den Daten von Fuji et al., die nur bei 18% der metastasierten Mammakarzinompatientinnen 

AR-positive zirkulierende Tumorzellen fanden [113], konnten in der vorliegenden Studie 

AR-positive CETCs mittels Immunfluoreszenz und spezifischer Antikörper bei allen 
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untersuchten Patientinnen detektiert werden (Abb. 20a). ER-positive CETCs konnten bei 

94% der Patientinnen nachgewiesen werden (Abb. 20b).  

 

Abb.-Nr. 20: a) Darstellung der Zweitantikörperfärbung der CETCs mit spezifischen Antikörpern gegen a) 

EpCAM und AR und b) EpCAM und ER. EpCAM war mit FITC, AR und ER mit Phycoerythrin konjugiert. Die 

Expressionsintensität von EpCAM, AR und ER variierten von Zelle zu Zelle bei einer Patientin. 

Der Prozentsatz AR-positiver CETCs lag median bei 90% und variierte von 25% bis 

100%. Es ist bekannt, dass triple negative Patientinnen häufiger einen axillären 

Lymphknotenbefall und ein kürzeres Gesamtüberleben aufweisen. Aufgrund des Fehlens 

eines hormonellen Rezeptors als target sind die Chemo- und Strahlentherapie die einzige 

Option für die Behandlung von triple negativen Mammakarzinompatientinnen [158]. Es 

konnte in der vorliegenden Studie ein Zusammenhang zwischen einem aggressiveren 

Subtyp des Mammakarzinoms und dem prozentualen Anteil AR-positiver CETCs 

beobachtet werden. Patientinnen mit einem triple negativen Mammakarzinom hatten 

statistisch signifikant mehr AR-positive CETCs im Vergleich zu Hormonrezeptor-

positiven Patientinnen. Eine AR-gerichtete Therapie könnte eine neue Option für die 

Behandlung von triple negativen Mammakarzinompatientinnen sein.  

Interessanterweise war in der gesamten Studienpopulation der Anteil AR-positiver CETCs 

signifikant höher als der Anteil ER-positiver CETCs (Abb. 21a). So lag der mediane Anteil 

AR-positiver CETCs bei 90%, wohingegen der Anteil ER-positiver CETCs bei 50% lag. 

Auch beim Primärtumor konnte in vielen Studien eine höhere AR Expression im Vergleich 

zur ER und PR Expression beschrieben werden [159]. Primär scheint der AR für ein 

schlechtes Ansprechen auf eine ER-gerichtete endokrine Therapie, insbesondere eine 

Tamoxifen Therapie, verantwortlich zu sein. Dies wird durch die vorliegenden Ergebnisse 

bestätigt, die zeigen konnten, dass Patientinnen nach einer Tamoxifen-Therapie ein 

höheres AR:ER-Verhältnis aufwiesen als Patientinnen ohne eine endokrine Therapie  

EpCAM ER EpCAM/EREpCAM AR EpCAM/ARa) b)
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(Abb. 21b). Die Behandlung mit Aromataseinhibitoren hatte keinen Einfluss auf das 

AR:ER-Verhältnis.  

 

Abb.-Nr. 21: a) Prozentualer Anteil ER- und AR-positiver CETCs bei allen untersuchten 

Mammakarzinompatientinnen. Der prozentuale Anteil AR-positiver CETCs war statistisch signifikant höher als der 

Anteil ER positiver CETCs (Median 90% vs. 50%, p < 0,001). b) Boxplot-Analyse des ER:AR-Verhältnisses auf den 

CETCs bei Patientinnen mit und ohne Tamoxifen-Therapie. Bei Patientinnen die eine Tamoxifen Therapie erhalten 

haben, konnte ein statistisch signifikant höheres ER:AR-Verhältnis auf den CETCs beobachtet werden im Vergleich zu 

Patientinnen ohne eine Tamoxifen Therapie (medianes ratio 2,2 vs. 1,3, p < 0,05).  

In-vitro Studien haben gezeigt, dass die Sensitivität für Tamoxifen bei Tamoxifen-

resistenten Zelllinienzellen durch die Inhibierung des AR-Signalweges wiederhergestellt 

werden konnte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die hohe AR-Expression bei ER-

positiven Tumoren einen Mechanismus der Tamoxifenresistenz darstellt [157]. 

Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, dass die Tumore mit einem  AR:ER 

Verhältnis von ≥ 2 von einem ER-abhängigen zu einem AR-abhängigen Wachstum 

wechseln, wobei die ER-Expression kontinuierlich abnimmt [160]. Folglich könnte die 

Blockade des AR als ein therapeutisches target für die Behandlung Tamoxifen-resistenter 

Mammakarzinome dienen. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass 

der Nachweis und die Überwachung des AR und des ER Status, insbesondere während 

einer Tamoxifen Therapie, als ein Biomarker für die Identifizierung von Patientinnen 

verwendet werden kann, die eine Tamoxifen Resistenz entwickeln könnten.  

Weitere Details in: M. Pizon, D. Lux, U. Pachmann, K. Pachmann, D. Schott 

Influence of endocrine therapy on the ratio of androgen receptor 

(AR) to estrogen receptor (ER) positive circulating epithelial tumor 

cells (CETCs) in breast cancer 

J Transl Med. 2018; 16(1):356 

[Publikation VI] 
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5 Publikationen 

5.1 Darstellung des Eigenanteils 

Die in dieser Arbeit enthaltenen Publikationen wurden in Zusammenarbeit und Mitwirkung 

anderer Mitarbeiter der Arbeitsgemeinschaft des Labors Dr. Pachmann und der Simfo 

GmbH, sowie mit anderen Arbeitsgruppen anderer Institutionen erarbeitet. Hierzu zählt die 

Klinik für Strahlentherapie und Radioonkologie am Universitätsklinikum Jena, der 

Lehrstuhl für Organische Chemie I der Universität Bayreuth und die zahlreichen 

nationalen, als auch internationalen niedergelassenen Onkologen und Gynäkologen, die 

ihre Patientenproben in das Labor Dr. Pachmann zur Untersuchung geschickt und ihre 

Patienten hinsichtlich der Forschungsvorhaben aufgeklärt haben, sodass das Restblut der 

Patienten für wissenschaftliche Zwecke genutzt werden durfte. 

 

Es folgt eine detaillierte Darstellung der Beiträge der Co-Autoren zu den jeweiligen 

Publikationen und des Manuskripts. 
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5.1.1 Eigenanteil: Publikation I 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden im Journal Oncotarget mit dem folgenden Titel 

veröffentlicht (DOI: 10.18632/oncotarget.10174): 

“The number of tumorspheres cultured from peripheral blood is a predictor for presence 

of metastasis in patients with breast cancer” 

von den Autoren 

Monika Pizon, Dorothea Schott, Ulrich Pachmann, Katharina Pachmann 

Eigenanteil: Vorbereitung, Konzeption, Durchführung und Auswertung der genetischen, 

immunfluorimetrischen und 3D-Zellkultur Assays:         

Quantifizierung der CETCs mit der etablierten maintrac® Methode, 

Etablierung und Validierung des eigenständig entwickelten 

Zellkulturverfahrens zum Nachweis cCSCs aus dem peripheren Blut von 

Krebspatienten, weitere immunologische Charakterisierung der kultivierten 

Tumorsphären, Nachweis der ALDH1-Aktivität, relative 

Genexpressionsanalysen mittels RT-PCR, Optimierung der Olympus 

Software zur Messung und Auswertung  der Immunfluoreszenz Proben; 

Single Cell Picking;                   

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;        

Verfassen des Manuskripts inklusive Diskussion und Interpretation der      

Ergebnisse, sowie Korrektur und Revision des Manuskriptes, graphische 

Repräsentation und Bearbeitung der Abbildungen. 

M. Pizon: Konzeption und Durchführung der biochemischen, genetischen und 3D- 

Zellkultur Assays:                 

Etablierung und Validierung des eigenständig entwickelten 

Zellkulturverfahrens zum Nachweis cCSCs aus dem peripheren Blut von 

Krebspatienten, weitere immunologische Charakterisierung der kultivierten 

Tumorsphären, Interpretation der Ergebnisse, statistische Auswertung der 

Daten mittels SigmaPlot, Verfassen des Manuskriptes. 

U. Pachmann: Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

K. Pachmann: Konzeption des neuen 3D-Zellkultur Assays, Interpretation der Daten, 

Diskussion und Korrektur des Manuskriptes. 

Geschätzter Eigenanteil: circa 45% 
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5.1.2 Eigenanteil: Publikation II 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden im Journal Cancers mit dem folgenden Titel 

veröffentlicht (DOI.org/10.3390/cancers14061476) 

“Chick Chorioallantoic Membrane (CAM) Assays as a model of patient- derived 

xenografts from circulating cancer stem cells (cCSCs) in breast cancer patients” 

von den Autoren 

Monika Pizon, Dorothea Schott, Ulrich Pachmann, Rainer Schobert, Marek Pizon, Marta 

Wozniak, Rafal Bobinski, Katharina Pachmann 

Eigenanteil: Konzeption, Durchführung, Validierung und Auswertung der 

immunfluorimetrischen und 3D- Zellkultur Assays:      

Quantifizierung der CETCs mit der maintrac® Methode, Kultivierung von 

Tumorsphären aus Patientenblut, weitere immunologische 

Charakterisierung der Tumorsphären, ALDH1-Assay, Vorbereitung der 

Proben für den CAM Assay;                  

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;   

Verfassen des Manuskripts inklusive Diskussion und Interpretation der      

Ergebnisse, sowie Korrektur und Revision des Manuskriptes, graphische 

Repräsentation und Bearbeitung der Abbildungen. 

M. Pizon: Konzeption, Durchführung, Validierung und Auswertung der 

immunfluorimetrischen und 3D- Zellkultur Assays:           

Kultivierung von Tumorsphären aus Patientenblut, weitere immunologische 

Charakterisierung der Tumorsphären;              

statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;                  

Interpretation der Ergebnisse, Verfassen des Manuskripts inklusive 

Diskussion sowie Korrektur und Revision des Manuskripts. 

U. Pachmann: Korrektur und Revision des Manuskripts. 

R. Schobert: Vorbereitung und Konzeption der Studie, Verfassen von Studienprotokoll 

und Ethikantrag, Projektadministration, Beauftragung und Überwachung 

des durch Mitarbeiter durchgeführten CAM-Assays. 

Marek Pizon: Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

M. Wozniak: Auswertung der histologischen Präparate, Korrektur des Manuskriptes. 

R. Bobinski: Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

K. Pachmann: Konzeption der Studie, Interpretation der Daten, Korrektur und Revision des 

Manuskriptes.  

Geschätzter Eigenanteil:  circa 40% 
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5.1.3 Eigenanteil: Publikation III 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden beim Journal Oncotarget mit dem folgenden 

Titel veröffentlicht (DOI: 10.18632/oncotarget.20346): 

“Sensitive detection of PD-L1 expression on circulating epithelial tumor cells (CETCs) 

could be a potential biomarker to select patients for treatment with PD-1/PD-L1 inhibitors 

in early and metastatic solid tumors” 

von den Autoren 

Dorothea Schott, Monika Pizon, Ulrich Pachmann, Katharina Pachmann 

Eigenanteil: Vorbereitung, Konzeption, Durchführung und Dokumentation der 

experimentell durchgeführten Studie.            

Konzeption, Durchführung und Auswertung der immunfluorimetrischen und 

molekularzytogenischen Assays:          

Quantifizierung der CETCs mit der maintrac®  Methode, Etablierung und 

Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis PD-L1/PD-

L2 positiver CETCs, FISH für den Nachweis von PD-L1 Amplifikaten in 

den CETCs, Zellkultur unterschiedlicher Zelllinienzellen zur Kontrolle und 

Etablierung des Assays;               

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;           

Optimierung der Olympus Software zur Messung und Auswertung  der 

Immunfluoreszenz Proben;                    

Verfassen des Manuskriptes inklusive Interpretation der Ergebnisse sowie 

Korrektur und Revision des Manuskripts, graphische Repräsentation und 

Bearbeitung der Abbildungen. 

M. Pizon: Vorbereitung und Konzeption der experimentell durchgeführten Studie. 

Konzeption, Durchführung und Auswertung der immunhistochemischen 

Assays:                      

Hilfe bei der Etablierung und Validierung der erweiterten maintrac® 

Methode zum Nachweis PD-L1/PD-L2 positiver CETCs, Zellkultur 

unterschiedlicher Zelllinienzellen zur Kontrolle und Etablierung des Assays; 

Interpretation der Ergebnisse, Manuskriptkonzeption, Diskussion und 

Korrektur des Manuskriptes.      

U. Pachmann: Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

K. Pachmann: Interpretation der Daten, Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

Geschätzter Eigenanteil: circa 75% 
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5.1.4 Eigenanteil: Publikation IV 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden im  International Journal of Oncology mit dem 

folgenden Titel veröffentlicht (DOI: 10.3892/ijo.2018.4551):  

“B7-H3 on circulating epithelial tumor cells correlates with the proliferation marker,    

Ki-67, and may be associated with the aggressiveness of tumors in breast cancer patients” 

von den Autoren 

Monika Pizon, Dorothea Schott, Ulrich Pachmann, Katharina Pachmann 

Eigenanteil: Vorbereitung, Konzeption, Durchführung und Dokumentation der 

experimentell durchgeführten Studie.            

Konzeption, Durchführung und Auswertung der immunhistochemichen 

Assays:          

Quantifizierung der CETCs mit der maintrac®  Methode, Etablierung und 

Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis B7-H3 und 

Ki-67 positiver CETCs, Zellkultur unterschiedlicher Zelllinienzellen zur 

Kontrolle und Etablierung des Assays.           

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;   

Optimierung der Olympus Software zur Messung und Auswertung  der 

Immunfluoreszenz Proben;                    

Verfassen des Manuskriptes inklusive Interpretation der Ergebnisse, sowie 

Korrektur und Revision des Manuskripts, graphische Repräsentation und 

Bearbeitung der Abbildungen. 

M. Pizon: Konzeption und Auswertung der immunfluorimetrischen Assays: 

Etablierung und Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum 

Nachweis B7-H3 und Ki-67 positiver CETCs, Zellkultur unterschiedlicher 

Zelllinienzellen zur Kontrolle und Etablierung des Assays.;           

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;         

Interpretation der Ergebnisse, Verfassen des Manuskripts inklusive 

Diskussion sowie Korrektur und Revision des Manuskripts. 

U. Pachmann: Korrektur und Revision des Manuskriptes 

K. Pachmann: Konzeption der experimentell durchgeführten Studie. Interpretation der 

Daten, Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

Geschätzter Eigenanteil: circa 60% 
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5.1.5 Eigenanteil: Manuskript I 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden im Journal Current Oncology  mit dem 

folgenden Titel zur Publikation eingereicht:  

“Evidence of platelet-covered circulating tumor cells in peripheral blood of breast cancer 

patients” 

von den Autoren 

Dorothea Schott, Monika Pizon, Erika Schill, Katharina Pachmann 

Eigenanteil: Vorbereitung, Konzeption, Durchführung und Auswertung der 

experimentell durchgeführten Studie.               

Konzeption, Durchführung und Auswertung der immunfluorimetrischen 

Assays:         

Quantifizierung der CETCs mit der maintrac®  Methode, Nachweis und 

Validierung der Interaktion von CETCs und Thrombozyten mit der 

erweiterten maintrac® Methode.            

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;   

Optimierung der Olympus Software zur Messung und Auswertung  der 

Immunfluoreszenz Proben;                    

Verfassen des Manuskriptes inklusive Interpretation der Ergebnisse, 

graphische Repräsentation und Bearbeitung der Abbildungen.    

M. Pizon:  Konzeption und Auswertung der immunfluorimetrischen Assays: 

Etablierung und Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum 

Nachweis der Interaktion von CETCs und Thrombozyten.          

Interpretation der Ergebnisse, Manuskriptkonzeption, Diskussion und 

Korrektur des Manuskriptes, graphische Repräsentation und Bearbeitung 

der Abbildungen. 

E. Schill: Hilfe bei der Durchführung der CD36 Immunfluoreszenzfärbungen zum 

Nachweis der Thrombozyten in der Patientenprobe. 

K. Pachmann: Konzeption der experimentell durchgeführten Studie. Interpretation der 

Daten, Verfassen entsprechender Manuskriptpassagen, Diskussion und 

Korrektur des Manuskriptes, Projektadministration. 

Geschätzter Eigenanteil: circa 70% 
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5.1.6 Eigenanteil: Publikation V 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden im Journal Translational Oncology mit dem 

folgenden Titel veröffentlicht (DOI: 10.1016/j.tranon.2021.101009):  

“Influence of adjuvant radiotherapy on circulating epithelial tumor cells and circulating 

cancer stem cells in primary non-metastatic breast cancer.” 

von den Autoren 

Dorothea Schott, Monika Pizon, Ulrich Pachmann, Katharina Pachmann, Rainer Schobert, 

Andrea Wittig, Matthias Mäurer 

Eigenanteil: Vorbereitung, Konzeption, Durchführung und Dokumentation der 

translationalen Studie; Verfassen von Studienprotokoll und Ethikantrag.         

Konzeption, Durchführung und Auswertung der molekularzytogenischen, 

immunfluorimetrischen und 3D-Zellkultur  Assays:        

Quantifizierung der CETCs mit der maintrac®  Methode, Etablierung und 

Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis ER und PR 

positiver CETCs, FISH für den Nachweis von HER2 Amplifikaten in den 

CETCs. Kultivierung von Tumorsphären aus Patientenblut, weitere 

immunologische Charakterisierung der Tumorsphären, ALDH1-Assay;    

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;    

Optimierung der Olympus Software zur Messung und Auswertung  der 

Immunfluoreszenz Proben;                    

Verfassen des Manuskriptes inklusive Interpretation der Ergebnisse sowie 

Korrektur und Revision des Manuskripts, graphische Repräsentation und 

Bearbeitung der Abbildungen. 

M. Pizon: Konzeption und Auswertung der immunfluorimetrischen und 3D-Zellkultur  

Assays:                   

Hilfe bei der Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis 

ER und PR positiver CETCs;                   

Verfassen entsprechender Manuskriptpassagen, Bearbeitung der Abbildungen, 

Diskussion und Korrektur des Manuskriptes. 

U. Pachmann: Korrektur und Revision des Manuskriptes. 

K. Pachmann: Konzeption der translationalen Studie. Interpretation der Daten, Korrektur und 

Revision des Manuskriptes. 

R. Schobert: Korrektur und Revision des Manuskriptes.  

A. Wittig:  Korrektur und Revision des Manuskriptes.  

M. Mäurer: Konzeption der translationalen Studie. Verfassen entsprechender 

Manuskriptpassagen, Betreuung und Aufklärung der Patienten. Verfassen von 

Studienprotokoll und Ethikantrag. 

Geschätzter Eigenanteil: circa 75% 
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5.1.7 Eigenanteil: Publikation VI 

Die Ergebnisse zu diesem Thema wurden im Journal  of Translational Medicine  mit dem 

folgenden Titel veröffentlicht (DOI: 10.1186/s12967-018-1724-z):  

“Influence of endocrine therapy on the ratio of androgen receptor (AR) to estrogen 

receptor (ER) positive circulating epithelial tumor cells (CETCs) in breast cancer.” 

von den Autoren 

Monika Pizon, Daniel Lux, Ulrich Pachmann, Katharina Pachmann, Dorothea Schott  

Eigenanteil: Konzeption und Auswertung der immunfluorimetrischen und 

molekularzytogenischen Assays:                

Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis ER und AR 

positiver CETCs, Zellkultur unterschiedlicher Zelllinienzellen zur Kontrolle 

und Etablierung des Assays;                    

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot;                 

Verfassen des Manuskriptes inklusive Interpretation der Ergebnisse sowie 

Korrektur und Revision des Manuskripts, graphische Repräsentation und 

Bearbeitung der Abbildungen.       

M. Pizon:  Konzeption und Auswertung der immunfluorimetrischen Assays:           

Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis ER und AR 

positiver CETCs;              

Interpretation der Ergebnisse, Verfassen des Manuskripts inklusive 

Diskussion sowie Korrektur und Revision des Manuskripts. Graphische 

Repräsentation und Bearbeitung der Abbildungen.       

D. Lux: Durchführung der immunfluorimetrischen Assays:             

Validierung der erweiterten maintrac® Methode zum Nachweis ER und AR 

positiver CETCs;                

Statistische Auswertung der Daten mittels SigmaPlot. 

U. Pachmann: Konzeption, Korrektur und Revision des Manuskriptes 

K. Pachmann: Konzeption der experimentellen Studie. Interpretation der Daten, Korrektur 

und Revision des Manuskriptes. 

 

Geschätzter Eigenanteil: circa 45% 
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5.2 Publikation I 

 

 

The number of tumorspheres cultured from peripheral blood is a predictor for presence 

of metastasis in patients with breast cancer 

 

 

Monika Pizon*
1
, Dorothea Schott

1
, Ulrich Pachmann

1
, Katharina Pachmann

1 

 

1
Transfusion Center Bayreuth, Kurpromenade 2, 95448 Bayreuth 

  

* Corresponding author, E-mail address: mpizon@simfo.de 

 

 

Oncotarget.  2016, 7(30):48143-48154. 

 

 

 

 

 

Reprinted by permission from Impact Journals, LLC: Oncotarget. The number of tumorspheres 

cultured from peripheral blood is a predictor for presence of metastasis in patients with breast 

cancer. M. Pizon, D: Schott, U. Pachmann, K. Pachmann, 2016, 7 (30), 48143-48154. DOI: 

10.18632/oncotarget.10174. 

 

Copyright © 2016 Impact Journals, LLC
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5.3 Publikation II 

 

Chick Chorioallantoic Membrane (CAM) Assays as a Model of Patient-Derived 

Xenografts from Circulating Cancer Stem Cells (cCSCs) in Breast Cancer Patients 

 

Monika Pizon*
1
, Dorothea Schott

1
, Ulrich Pachmann

1
, Katharina Pachmann

1
, Rainer 

Schobert
2
, Marek Pizon

3
, Marta Wozniak

4
, Rafal Bobinski

5
, Katharina Pachmann

1 

 

1
Transfusion Center Bayreuth, Kurpromenade 2, 95448 Bayreuth, Germany 

2
Organic Chemistry Laboratory, University of Bayreuth, Universitätsstraße 30, 

95440 Bayreuth, Germany 

3
Cardiac Surgery, Clinic of Bayreuth, Preuschwitzer Straße 101, 95455 Bayreuth, 

Germany 

4
Clinical and Experimental Pathology, Medical University of Wroclaw, Ludwika 

Pasteura 1, 50-367 Wroclaw, Poland 

5
Biochemistry and Molecular Biology, University of Bielsko-Biala, Willowa 2, 43-

309 Bielsko-Biala, Poland 

 

* Corresponding author, E-mail address: mpizon@simfo.de 

 

cancers. 2022, 14(6): 1476. 

 

Reprinted by permission from MDPI, cancers. Chick Chorioallantoic Membrane (CAM) Assays as 

a Model of Patient-Derived Xenografts from Circulating Cancer Stem Cells (cCSCs) in Breast 

Cancer Patients. M. Pizon, D. Schott, U. Pachmann, K. Pachmann, R. Schobert, M. Pizon, 

M. Wozniak, R. Bobinski, K. Pachmann, 2022, 14, 1476. DOI: 10.3390/cancers14061476. 

Copyright © 2022 MDPI



      91 

 



      92 

 



      93 

 



      94 

 



      95 

 



      96 

 



      97 

 



      98 

 



      99 

 



      100 

 



      101 

 



      102 



Publikationen   103 

5.4 Publikation III 

 

Sensitive detection of PD-L1 expression on circulating epithelial tumor cells (CETCs) 

could be a potential biomarker to select patients for treatment with PD-1/PD-L1 

inhibitors in early and metastatic solid tumors 

 

 

Dorothea Schott*
1
, Monika Pizon

1
, Ulrich Pachmann

1
, Katharina Pachmann
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1
Transfusion Center Bayreuth, Kurpromenade 2, 95448 Bayreuth, Germany 

 

 

* Corresponding author, E-mail address: dschott@simfo.de 

 

 

Oncotarget. 2017, 8(42): 72775-72772. 

 

 

 

 

Reprinted by permission from Impact Journals, LLC, Oncotarget. Sensitive detection of PD-L1 

expression on circulating epithelial tumor cells (CETCs) could be a potential biomarker to select 

patients for treatment with PD-1/PD-L1 inhibitors in early and metastatic solid tumors, D. Schott, 

M. Pizon, U. Pachmann, K. Pachmann, K. Pachmann, 2017, 8(42):72755-72772. DOI: 

10.18632/oncotarget.20346 

 

Copyright © 2017 Impact Journals, LLC



        104 

 

 



        105 

 

 



        106 

 

 



        107 

 

 



        108 

 

 



        109 

 

 



        110 

 

 



        111 

 

 



        112 

 

 



        113 

 

 



        114 

 

 



        115 

 

 



        116 

 

 



        117 

 

 



        118 

 

 



        119 

 

 



        120 

 

 



        121 

 



Publikationen    122 

5.5 Publikation IV 

 

B7-H3 on circulating epithelial tumor cells correlates with the proliferation marker, 

Ki-67, and may be associated with the aggressiveness of tumors in breast cancer 

patients 

 

 

 

Monika Pizon*
1
, Dorothea Schott
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, Ulrich Pachmann
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1
Transfusion Center Bayreuth, Kurpromenade 2, 95448 Bayreuth, Germany 

 

 

* Corresponding author, E-mail address: mpizon@simfo.de 

 

Int. J. Oncol. 2018, 53(5), 2289-2299. 

 

 

 

 

Reprinted by permission from Spandidos Publications: Int. J. Oncol. B7-H3 on circulating epithelial 

tumor cells correlates with the proliferation marker, Ki-67, and may be associated with the 

aggressiveness of tumors in breast cancer patients. M. Pizon, D. Schott, U. Pachmann, K. 

Pachmann, K. Pachmann, 2018, 53(5):2289-2299. DOI: 10.3892/ijo.2018.4551 

 

Copyright © 2018 Spandidos Publications
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5.6 Manuskript I 

 

Evidence of platelet-covered circulating tumor cells in peripheral blood of breast cancer 

patients 
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5.7 Publikation V 

 

Influence of adjuvant radiotherapy on circulating epithelial tumor cells and circulating 

cancer stem cells in primary non-metastatic breast cancer 
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