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1. Einleitung
1.1  Brustkrebs
1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2018 wurden 2,1 Millionen Brustkrebsfille weltweit neudiagnostiziert. Damit ist
Brustkrebs mit 24,2 % weltweit die am héufigsten diagnostizierte Krebsart bei Frauen und mit
15 % die héufigste krebsbedingte Todesursache (Bray et al., 2018). Aber auch in Deutschland
kam es mit 72.000 Neuerkrankungen 2018 zu einer Zahl, welche sich seit 1980 (circa 35.000)
mehr als verdoppelt hat und sich auf diesem Niveau stabilisiert (GCO, 2019; Bertz et al., 2010).
Ein deutlicher Anstieg in den Inzidenzraten (standardisierte Inzidenz, 2009: 350) ist in den
Jahren zwischen 2005 und 2009 in der Altersgruppe der 50- bis 69-Jéhrigen zu beobachten.
Dies ist auf die Einfiihrung des Screeningprogramms, welches sich an die entsprechenden
Patientinnen richtet und (benigne) Tumorvorstufen in einem frithen Stadium detektieren soll,
zurlickzufithren. Diese Programme tragen langfristig dazu bei, dass in dieser Altersgruppe
25 % weniger Frauen an fortgeschrittenen Tumoren erkranken (RKI, 2016). Insgesamt erleben
die erwdhnten Inzidenzraten seit 2009 wieder einen Riickgang und lagen 2016 nur noch leicht
iiber dem Ausgangsniveau (standardisierte Inzidenz, 2016: 260).

Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung betrigt 63 Jahre, 40 % der Frauen erhalten
vor ihrem 60. Lebensjahr die Diagnose (RKI,2016; Bertz et al., 2010). Aber nicht nur Frauen,
sondern auch Mianner kann diese Erkrankung betreffen. Etwa 1 % aller Neuerkrankungen
entfallen auf Ménner. Im Jahr 2016 verstarben in Deutschland neben 18.570 Frauen auch 166
mannliche Patienten an Brustkrebs (RKI, 2016).

Zusammengenommen fiir beide Geschlechter rangiert Brustkrebs mit 11,7 % aller
Krebsneuerkrankungen auf dem ersten Platz hinsichtlich der Inzidenz, bei den héufigsten

krebsbedingten Todesursachen unter den ersten fiinf (Global cancer observatory, 2020).

1.1.2 Risikofaktoren

Die Entstehung von Brustkrebs ist mit verschiedenen Risikofaktoren assoziiert. Bei bis zu
10 % der Erkrankungsfille sind nachgewiesene genetische Faktoren ursdchlich fiir die
Krebsentwicklung. Triager dieser genetischen Faktoren weisen ein 50- bis 80- prozentiges
Lebenszeitrisiko auf, an Brustkrebs zu erkranken (Rojas und Stuckey, 2016), wobei es sich
dabei am héaufigsten um eine Mutation in den Tumorsupressorgenen BRCAI und BRCA2

handelt (Zhang et al., 2011). Tréger dieser autosomal-dominant vererbten Keimbahnmutation
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erkranken rund 20 Jahre friiher als Patienten ohne familidres Risiko (Leitlinienprogramm Onko,
2018; Mavaddat et al., 2010).

Einen weiteren Risikofaktor stellt die Belastung durch Ostrogene dar. Ein friiher Beginn der
Menarche und eine spite Menopause sind damit assoziiert. In der Postmenopause zdhlen vor
allem Hormonersatztherapien und Adipositas zu den brustkrebsbegiinstigenden Faktoren
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2019; Reeves et al., 2007). Da
Fettzellen das Enzym Aromatase exprimieren und somit Ostrogen produzieren kénnen, stehen
beide Risikofaktoren wiederum mit erhéhten Hormonspiegeln in Verbindung.

Pramenopausal korrelieren ausbleibende Schwangerschaften und Stillzeiten mit der Entstehung
eines Mammakarzinoms. Wiahrend in der Schwangerschaft und in den ersten fiinf Jahren
danach das Brustkrebs-Risiko aufgrund hoher Hormondynamik anzusteigen scheint, wurde in
verschiedenen Studien jedoch herausgefunden, dass Schwangerschaften das prid- sowie
postmenopausale Krebsrisiko senken konnen (Chavel-Chapelon und Gerber, 2002). Ob es
dabei einen Zusammenhang zwischen Brustkrebs-Risiko und dem Alter der ersten
Schwangerschaft gibt, bleibt weiterhin zu kldren. Orale Kontrazeption in der Pramenopause
scheint das Krebsrisiko nur gering oder gar nicht zu erhdhen (Rojas und Stuckey, 2016).

Zu den weiteren Risikofaktoren zdhlen hoheres Alter, hohe Brustdichte, Nikotin- und
Alkoholkonsum (Rojas und Stuckey, 2016).

Risikoldsionen, die Vorstufen zu invasiven Karzinomen darstellen konnen, werden in 1.1.3

ndher beschrieben.

1.1.3 Einteilung und Klassifikation

Zur Einteilung von Brustkrebs existieren verschiedene Definitionen.

Die Grundlage fiir die Einteilung in unterschiedliche Krankheitsstadien bildet das TNM-System
(Staging), welches vom American Joint Comitee of Cancer (AJCC) und der Union for
International Cancer Control (UICC) erarbeitet wurde. Mittels Stanz- oder Vakuumbiopsien
oder mit Hilfe von Operationspriparaten erfolgt eine histologische Klassifikation
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018) und eine Einteilung des Erkrankungsstadiums in 0-4
(Tabelle 8 1). Dabei wird durch GroBe und Wachstumsverhalten (Basalmembran
iiberschreitend oder nicht) der T-Status des Primartumors bestimmt. TO steht dabei fiir das
Nicht-Vorhandensein eines Primirtumors (PT), aufsteigende Zahlen T1-T4 fiir zunehmende
GroBe und invasiveres Wachstum. Mittels N-Status wird die regionére Lymphknoteninvasion

beurteilt. Dabei werden ipsilaterale axillére, infraklavikulére, supraklavikuldre Lymphknoten
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(LK) an der A. mammaria interna als regionale LK klassifiziert, die Invasion anderer LK wird
als Fernmetastasierung gewertet und im M-Status festgehalten. NO bedeutet wiederum, dass
kein LK-Befall vorliegt. N1-N3 klassifizieren vermehrten LK-Befall. Der M-Status MO
beschreibt das Fehlen von Fernmetastasen und M1 das Vorliegen von Fernmetastasen.

An Stanz- oder Vakuumprdparaten erfolgt ebenfalls das Grading nach Elston und Ellis. Die
Beurteilung von Tubulusausbildung, Kernpolymorphie sowie Mitoserate ergibt einen
Summenscore, welcher Riickschliisse auf Differenzierungs- und Malignitétsgrad, beschrieben
als G1-3 (Tabelle 8 1), zuldsst (Elston und Ellis, 1991). Die histopathologische Einteilung
differenziert das Mammakarzinom aufgrund des Feingewebes in nichtinvasive Karzinome und
invasive Karzinome.

Bei den nichtinvasiven Karzinomen sind die Krebszellen auf ihren Ursprungsort begrenzt und
zeigen (noch) kein invasives Verhalten und Metastasenbildung. Oft handelt es sich hierbei um
Vorstufen von invasiven Erkrankungen. Abhédngig von ihrem Ursprungsort unterscheidet man
dabei zum einen das duktuale Carcinoma In Situ (DCIS), welches eine neoplastische
intraduktale Proliferation darstellt, die durch eine intakte Basalmembran und Myoepithelzellen
vom Bruststroma getrennt ist. Bis zu 40 % dieser Lésionen entwickeln sich unbehandelt zu
invasiven Erkrankungen (Cowell et al., 2013), 2-6 % der Patienten mit dem non-invasiven
DCIS entwickeln trotz Behandlung Metastasen (Klein et al., 2003).

Zum anderen existieren die lobuldren Neoplasien, welche von Brustdriisenldppchen ausgehen
und Priakanzerosen sowohl fiir die befallene Brust als auch fiir die Gegenseite darstellen (Jorns
et al., 2013; Chuba et al., 2005).

Invasive Karzinome, bei welchen die Krebszellen schon in benachbartes Gewebe eingedrungen
sind, kann man als systemische Erkrankung bezeichnen.

Auf das invasive duktuale Karzinom of no special type (NST) entfallen dabei 50-80 %. Die
Charakteristika dieser Gruppe reichen nicht aus, um es einem speziellen histopathologischen
Tumor zuzuordnen. Die Prognose dieses Karzinoms ist etwas schlechter im Vergleich zur
Gesamtgruppe aller Mammakarzinome.

Mit 5-15 % ist das invasive lobuldre Karzinom das zweithdufigste invasive Mammakarzinom.
Es ist durch seine Kleinzelligkeit und diffus infiltrierendes Wachstum gekennzeichnet und ist
héufig mit lobuldren Neoplasien oder DCIS assoziiert. Weitere seltenere invasive Karzinome
stellen u.a. tubuldre und muzindse Formen dar (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Eine weitere mogliche Einteilung besteht in den molekularen Subtypen. In Korrelation mit

bestehenden Prognosefaktoren Grading, ER-/PR-Status, HER2-Status, Lymphknotenstatus
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sehen Experten der St. Gallen Konferenz mit dieser Klassifikation eine Chance zur besseren

Risiko- und Therapiesteuerung (Absatz 1.1.4).

1.1.4 Behandlungsansitze

Grundsitzlich kann man auch beim Mammakarzinom die Behandlungsansitze in kurativ und
palliativ unterscheiden. Wahrend bei einem UICC-Stadium bis einschlie8lich drei der kurative
Ansatz gewihlt wird, wird ab Stadium vier der palliative Ansatz verfolgt, bei welchem die
Privention und die Linderung des Leidens des Patienten im Vordergrund steht
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).

Das Leitlinienprogramm Onkologie aus dem Jahr 2021 enthédlt weiterhin folgende
Empfehlungen: Die Basistherapie fiir alle nicht fortgeschrittenen Mammakarzinome stellt die
RO-Resektion dar, bei welcher die tumorfreie Randresektion einen groBen prognostischen
Effekt auf die Lokalrezidivrate aufweist. Fiir die Durchfiihrung der Operation kommen zwei
Moglichkeiten in Betracht. Zum einen die Brusterhaltende Therapie (BET), welche, mit
nachfolgender Radiotherapie der gesamten Brust, fiir das DCIS und fiir invasive Karzinome mit
giinstiger TumorgréBe-Brustvolumen-Ratio und Resektionsrindern im Gesunden in Betracht
kommt. Bei inkompletter Entfernung des Tumors, inflammatorischen Mammakarzinomen oder
Kontraindikationen zur Nachbestrahlung bei BET wird eine Mastektomie angestrebt. Dabei
wird eine kontralaterale Mastektomie nur bei einer familidren Hochrisikosituation empfohlen.
Bei Befall von axilldren Lymphknoten, werden diese operativ ausgerdumt. Bei einem klinisch
negativen Lymphknotenbefund wird eine Sentinel-Lymphonodektomie durchgefiihrt, bei
welcher Wiéchterlymphknoten entfernt werden, um eine axilldre Staging anzuschliefen.
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2021; Prometheus, Schiinke et al, 2005).

Ebenfalls wichtig ist die Kombination der Operation mit neoadjuvanten oder adjuvanten
Systemtherapien, bei welchen es sich vor allem um endokrine, Chemo- und
Antikorpertherapien handelt. Bei der Entscheidung fiir eine Therapieoption werden
Tumorgrofe, Lymphknotenstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus, Her2-Status (St. Gallen
Konferenz, 2011), aber auch Menopausenstatus und Alter mitberiicksichtigt (Tabelle 8 1).
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1.2 Metastasierung
1.2.1 Prozess der Metastasierung

Metastasen sind der Endpunkt eines komplexen Prozesses und stellen mit {iber 90 % die
héufigste krebsbedingte Todesursache dar (Valastyan und Weinberg, 2011). Insbesondere beim
Mammakarzinom kommt es erst Jahre oder Jahrzehnte nach Resektion des Primértumors zur
Metastasenbildung (Aguirre-Ghiso et al.,, 2007). Wie verlduft also der Prozess der
Metastasierung? Von Valastyan und Weinberg wurden sieben Schritte identifiziert, die in der
Bildung einer Makrometastase enden. Zuerst steht dabei die lokale Invasion (1), bei welcher
Krebszellen des Primirtumors in das umliegende Gewebe, die extrazelluldre Matrix und
Stromazellschichten eindringen und die Basalmembran durchbrechen. Es folgt die
Intravasation (2), wobei Krebszellen in naheliegende Blut- und Lymphgefdfe eindringen.
Dabei wurde nachgewiesen, dass stimulierende Faktoren, wie TGF-f, EGF und CSF-1 bei
Zellen des Mammakarzinoms eine entscheidende Rolle bei der Adhésion an GefaBwénden und
Erhohung der Invasivitdt spielen (Giampieri et al., 2009; Wyckoff et al.,2007). Einmal im
Blutkreislauf angekommen, erfahren die nun sogenannten zirkulierenden Tumorzellen
(Circulating Tumor cell, CTC) beim Passieren der Gefdl3e einen hohen Stress, ausgeldst durch
Scherkrifte und Abwehrsysteme (3). Tumorzellen, welche mit Blutplattchen Embolien formen,
scheinen sich dabei diesen StérgroBen entziehen zu konnen (Joyce und Pollard, 2009).
Weiterhin kann es durch GroBenunterschiede von Zelle und Blutgefdl bei der ersten
Durchquerung eines Stromgebietes zu einer Elimination dieser kommen. Tumorzellen halten
sich moglicherweise nur eine geringe Zeit in der Strombahn auf, bevor sie erkannt werden.
Zellen, welche die Zirkulation iiberstehen und sich in tumorfernen Geweben ansammeln
konnen, konnten somit durch ihren kurzen Aufenthalt in Lymph- oder Blutgefiflen von
korpereigenen Abwehrsystemen iibersehen werden.

Bei der folgenden Anheftung der CTCs an entfernten Organstandorten (4) ist weiterhin unklar,
ob dafiir ein passiver Selektionsvorgang durch Kapillargroen an Organen verantwortlich ist
oder ein aktiver Vorgang stattfindet, den man als ,,Homing" bezeichnet. Dabei kommt es zu
Ligand-Rezeptor-Interaktionen zwischen CTC und Gefdwénden an bestimmten Organen,
wodurch die Tumorzellen an bevorzugten Orten verbleiben. Beim Mammakarzinom handelt es
sich dabei um Knochen, Lunge und Leber. Dabei wird u.a. vermutet, dass das
Oberflachenprotein Metadherin fiir die bevorzugte Metastasierung des Mammakarzinoms in

die Lunge verantwortlich ist (Brown und Ruoslahti, 2004).
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Am Zielorgan kommt es dann zur sogenannten Extravasation (5), bei welcher CTCs die
Gefédflendothelschichten durchdringen und sich im Gewebeparenchym ansiedeln. Wihrend der
Zirkulation der Tumorzellen in Blut- oder Lymphgefafen definiert man diese als zirkulierende
Tumorzellen (CTCs, circulating tumor cells). Mit Erreichen des Zielorgans, bezeichnet man sie
nun als disseminierte Tumorzellen (DCCs, disseminated cancer cells).

Dort kommt es zu der Formation einer Mikrometastase (6). Aber wie ist es mdglich, dass Zellen
aus Primédrtumoren in einer entfernten Umgebung metastasieren konnen? Zum einen wurde
nachgewiesen, dass die DCCs, wie in 1.2.2 beschrieben, in einem undifferenzierten Zustand
den PT verlassen und somit das Potenzial haben sich anzupassen. Zum anderen wird davon
gesprochen, dass es zur Ausbildung einer prametastatischen Nische kommt. Unter anderem
vom PT ausgesendete Wachstumssignale, fithren zur Bildung einer speziellen Mikroumgebung,
welche es Tumorzellen ermdglicht, sich anzusiedeln und von einer Mikro- zur Makrometastase
zu wachsen (Psaila und Lyden, 2009). Chambers et al. konnten 2002 zeigen, dass zu dieser
organspezifischen Metastasierung sowohl zirkulatorisch-mechanische Gegebenheiten als auch
Anpassungen der Mikroumgebung beitragen.

Den Endpunkt des Metastasierungsprozesses stellt somit die Bildung einer Makrometastase dar
(7). Ein Zustand, der meistens erst tiber Jahre erreicht wird und oft erst lange nach PT-Resektion
detektierbar ist. DCCs scheinen, in ihrer prdmetastatischen Nische angekommen, in einen
Ruhezustand (Dormancy) zu verfallen und so iiber Jahre im Kdrper unentdeckt zu verbleiben.
Dabei wurde nachgewiesen, dass die DCCs ihr Proliferationspotenzial keinesfalls verlieren,
sondern die Ruhezeit zur Differenzierung nutzen, um dann nach Reaktivierung eine klinisch
detektierbare Metastase zu bilden (Chambers et al., 2002).

Yadav et al. beschreiben dabei 2018 verschiedene Erkldrungsansitze der Dormancy-Strategie.
Zum einen ist es natiirlich mdglich, dass DCCs direkt Metastasen bilden. Zum anderen
beschreiben die Autoren die Ruhezeit der Einzelzelle, bei der die Zellen in der GO-Phase des
Zellzyklus arretieren und im Gegensatz dazu die Tumormassen-Dormancy, bei welcher von
einer Balance zwischen Zellproliferation und Apoptose ausgegangen wird, sodass es nicht zu
einem Wachstum des Tumors kommt. Dies modifiziert die Schritte nach Valastyan und
Weinberg insofern, dass Tumorzellen vor der Intravasation eine Epithelial-Mesenchymale
Transition (Thiery et al., 2009) durchlaufen und somit mesenchymale Stammzell-Eigenschaften
erwerben und am Zielorgan in den Zustand der Dormancy verfallen. Yadav et al. rechnen dem
Schritt der Mesenchymal-Epithelialen Transition die Féhigkeit der Reaktivierung zu, sodass es

dann zum Wachstum und zur Bildung einer Makrometastase kommt.
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Beim Durchlaufen dieser Schritte ist weiterhin festzustellen, dass es sich bei der Metastasierung
um einen hochst ineffizienten Prozess handelt. Es wurde beobachtet, dass tiber 80 % der CTCs
bis zur Extravasation iiberleben, jedoch weniger als 3 % tatsdchlich Mikrometastasen bilden
(Luzzi et al., 1998). Chambers et al. konnten dazu experimentell herausfinden, dass nur 0,02 %
von injizierten Tumorzellen dann noch zu Makrometastasen werden. Wo genau in diesem
Prozess ist diese Ineffizienz also begriindet?

Eine mogliche Erklarung dafiir konnte das beschriebene Phdnomen der Dormancy sein. Die
hohe Spezifitit bei der Bildung der notwendigen pri-metastatischen Nische konnte erkldren,
warum die Bildung einer Makrometastase, in Relation zur Masse an ausgesendeten
Tumorzellen, so selten vorkommt, da das Zusammentreffen einer Vielzahl von Faktoren genau
im richtigen Verhéltnis sehr unwahrscheinlich ist.

Klar wird dabei, dass die Metastasierung ein hoch selektiver Prozess ist, welcher von
Eigenschaften des Zielorgans sowie denen des Originalgewebes der disseminierten

Tumorzellen abhdngt (Fidler et al., 2003).

1.2.2 Minimale Resterkrankung und frithe Disseminierung

Die minimale Resterkrankung beschreibt einen Zustand, bei dem zirkulierende und/ oder
disseminierte Krebszellen (CTC/DCC) in Lymphknoten oder Knochenmark von Patientinnen
im MO- Stadium detektierbar sind (Klein, 2003). Schreiber et al. beschrieben im Jahr 1954 zum
ersten Mal sogenannte disseminierte Tumorzellen bei Patientinnen im MO- Stadium, von denen
man heute weil}, dass sie fiir die Bildung von Metastasen verantwortlich sind (Sosa et al., 2014).
Die disseminierten Tumorzellen kommen mit einer Rate von 1-2 DCC auf 10° Zellen (Riethdorf
et al., 2008) ausgesprochen selten im Knochenmark vor, was ihre Detektion und Identifikation
erschwert.

Derzeit pragen zwei Konzepte das Bild iliber die molekularen Eigenschaften und die
Entwicklung der DCCs. Zum einen das lineare Progressionsmodell, welches beschreibt, dass
Zellen bereits im Primértumor ihre Malignitét erwerben und erst spéter disseminieren. Zum
anderen das Modell der parallelen Progression, welches von einer sehr frithen Disseminierung
ausgeht und eine parallele und auch unterschiedliche Entwicklung von Primértumor und
Metastasen beschreibt. Ergebnisse, die belegen, dass Primartumor und DCCs unterschiedlichen
Umfang genomischer Aberrationen aufweisen, bestitigen diese Theorie (Schmidt-Kittler et al.,
2003). Dies konnte bedeuten, dass sich die Zellen als unreife Vorstufen im Korper verbreiten

und sich erst an bevorzugten Metastasierungsorten differenziert entwickeln.
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Aus diesem Modell ergibt sich also die Konsequenz, dass Metastasen auf Therapien, welche
auf Zielstrukturen des Primértumors beruhen, hiufig nicht ansprechen und sich langfristig
Rezidive entwickeln (Klein, 2009). Da Metastasen die hdufigste Ursache flir den Tod der an
Brustkrebs erkrankten Patientinnen sind (Hagemeister et al. 1980) und gezeigt werden konnte,
dass sich 80 % der Metastasen aus diesen friih disseminierten DCCs entwickeln (Hosseini et al.

2016), stellt die frithe Detektion dieser Gruppe von Zellen ein wichtiges Ziel dar.

1.2.3 Detektion und klinische Relevanz disseminierter Krebszellen

Die Anwesenheit der disseminierten Krebszellen geht mit einer schlechteren Prognose und
einer Rezidiventwicklung einher (Riethdorf et al., 2008). In verschiedenen Studien wurde
herausgefunden, dass bei 20-40 % der Brustkrebspatientinnen DCCs im Knochenmark
detektierbar sind, obwohl klinisch und histopathologisch keine Anzeichen einer Metastasierung
gegeben sind (Pantel, Woelfle, 2004). Braun et al. stellten im Jahr 2005 in diesem Kontext
heraus, dass die DCC-Anwesenheit mit einer niedrigeren Uberlebensrate, einem héheren
Tumorgrad, einer schlechteren Differenzierung, Lymphknoten-Metastasen und negativem
Hormonrezeptorstatus korreliert (Braun et al., 2005).

Auf bisherige Therapien, welche auf den Primédrtumor abgestimmt sind, sprechen die DCCs
aufgrund unterschiedlicher Zielstrukturen im Vergleich zum PT nicht an (Klein, 2009). Somit
besteht die klinische Relevanz darin, sich entwickelnde DCCs friihzeitig zu identifizieren und
einen therapeutischen Angriffspunkt fiir sie zu finden.

Im bevorzugten Metastasierungsgebiet von Brustkrebs, einer epithelialen Krebserkrankung,
kommen gewohnlich keine epithelialen Zellen vor, weshalb epitheliale Marker zur Detektion
von moglichen Metastasen gewihlt werden (Riethdorf et al, 2008; Sloan et al. 1980; Schmidt-
Kittler et al., 2003).

Hierbei liegt das Augenmerk zum einen auf den Cytokeratinen, welche die spezifischsten
Marker zum Nachweis epithelialer Zellen in mesenchymalen Organen darstellen (Pantel et al.,
1999). Mit der Analyse von CK-gefarbten Einzelzellen aus dem Knochenmark hinsichtlich
ihrer chromosomalen Aberrationen kann mit 85 % Wahrscheinlichkeit vorhergesagt werden,
ob ein Patient Metastasen bildet, ohne das Stadium der Krankheit zu kennen. Ein Riickschluss,
welcher mit Hilfe des PT nicht moglich ist (Klein, 2013). Allerdings ist fiir die intrazelluldre
CK-Férbung eine Permeabilisierung der Zellen notwendig, was die mRNA-Qualitédt dieser
negativ beeinflusst (Klein, 2002). Aus diesem Grund liegt der Fokus zudem auf dem

Oberflichenprotein EpCAM, welches von Epithelgeweben und den davon ausgehenden
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Neoplasien exprimiert wird (Goitlinger et al., 1986). Hierbei kann nach der EpCAM-
Oberflachenfirbung die Isolierung des Transkriptoms erfolgen (Klein, 2002).

Jedoch erscheint es im Rahmen des Konzepts der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition
(EMT) moglich, dass DCCs ihren epithelialen Phénotyp herunterreguliert haben und mittels
EpCAM nicht mehr detektierbar sind (Thiery et al., 2009). Weiterhin ist der
Oberflachenmarker EpCAM in der alleinigen Verwendung nicht vollig spezifisch und vollig
sensitiv, da es bei Brustkrebs EpCAM-negative DCCs sowie EpCAM-positive gesunde Zellen
im Knochenmark gibt (Klein et al., 2002). In der Vorarbeit des Lehrstuhls kam es daher zu
einer ndheren Charakterisierung der sogenannten EpCAM-positiven Nicht-Krebszellen
(NCC). Dazu wurden 43 EpCAM" Zellen von Patientinnen im MO-, M 1- Stadium sowie
gesunden Spendern vergleichend betrachtet. Von EpCAM™ Zellen von
Mammakarzinompatientinnen, welche in genomischen Analysen Aberrationen aufwiesen und
Zellen von gesunden Spendern, welche ein balanciertes Genom zeigten, wurde eine RNA-
Sequenzierung durchgefiihrt und die Expression aller Gene aus dem Gene Ontology term
»integral component of membrane* (GO: 001621; 5899 Gene) auf den eingeschlossenen
Zellen untersucht. Da sich hier kein einheitlicher Marker fand, welcher in der gesamten
Population der DCCs exprimiert wurde, sollten daher Marker aus der NCC-Population als
Negativmarker dienen und somit nur auf der Zellmembran von NCCs vorhanden sein
(Abbildung 32). Cackowski et al. fanden weiterhin in diesem Zusammenhang heraus, dass es
sich bei Zellen, welche die Population der EpCAM positiven mutmaBlichen DCCs
verunreinigen, um Plasmazellen bzw. Zellen der B-Zelllinie handeln konnte (Cackowski et al.
2019). Dazu konnte auch in den Voruntersuchungen des Lehrstuhls gezeigt werden, dass die
potenziellen NCCs eine B-Zell-Signatur aufweisen. So sollten fiir die folgenden Experimente
die Oberflachenproteine CD27 und CD319 (= SLAMF7) verwendet werden (Dambdck, A.,
2022). CD27, ein Oberflachenprotein aus der Familie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren,
findet sich auf B-, Plasma-, NK- und T-Zellen. Als kostimulatorisches Molekiil fiir
Lymphozyten, beeinflusst CD27 die Funktion, das Uberleben und die Differenzierung von B-,
Plasma-, NK- und T-Zellen (Lens et al., 1995; van Montfrans et al. 2012). CD319, ebenfalls
ein Oberflachenprotein, zahlt zu den "Signaling lymphocytic activation molecules" (SLAM),
die auf Immunzellen exprimiert werden und sowohl zur Aktivierung als auch zur Inhibition
von Immunzellen fithren konnen. Es ist auf einer Vielzahl von Immunzellen prisent, darunter
aktivierten T-Zellen, B-Zellen, Plasma-Zellen, NK-Zellen, dendritischen Zellen, Monozyten
und Makrophagen (Veillette, 2010; Woo et al., 2013). Neben der Vorgehensweise, EpCAM*

Nicht-Krebszellen mittels einer geeigneten Markerkombination auszuschlieen, ist es auch
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von grofler Bedeutung ein entsprechendes Markermolekiil zu wéhlen, mit welchem
Krebszellen verldsslich detektiert werden kdnnen. Dabei konnte das Gen c-Kif identifiziert
werden, welches in M0-Zellen gegeniiber M1-Zellen und Zellen von gesunden Spendern mit
einer hoch regulierten Genexpression nachgewiesen werden konnte (Abbildung 33, Werner-
Klein, M., 2020). C-Kit ist eine Tyrosinkinase, welche als Stammzellfaktor an Prozessen wie
Fruchtbarkeit, Homoostase und Melanogenese beteiligt ist (Babaei et al., 2016). Neben dem
Vorkommen in normalen Geweben, wie im Brust- oder Gefdal3endothel (Caruana et al., 1999),
wurde eine Uberexpression des c-Kit Gens auch mit himatopoetischen Krebsarten in
Verbindung gebracht. Unter anderem dadurch vermutet man den c-Kit Zielort im
Stammzellkompartiment (Yarden et al., 1987). Dahingegen konnten c-Kit Funktionsverluste
unter anderem im malignen Melanom oder Mammakarzinom beobachtet werden (Ashman et

al., 1999). C-Kit codiert fiir das Oberflichenprotein CD117.

1.3 Zielsetzung

Metastasengriindende DCCs stellen eine wichtige Zielstruktur in der Tumorforschung dar.
Trotz der Tatsache, dass ihre Anwesenheit im Korper mit einer schlechteren Prognose und
erhohter Rezidivwahrscheinlichkeit einhergeht, gibt es noch keine spezifischen
Therapiekonzepte fiir ihre Behandlung. Auch mit bestehenden Markerkollektiven, welche die
DCCs detektieren sollten, ergaben sich in der Vergangenheit Probleme.

Bezugnehmend auf die in 1.2 erwéhnte Auswahl der Oberfldchenproteine CD27 und CD319
zur Verwendung als Negativmarker, wurden Zellen mittels Durchflusszytometrie anhand ihrer
EpCAM und CD45 Expression in DCCs und NCCs separiert. Zellen, welche
EpCAM"e"/CD45" und damit vermutlich NCCs waren, exprimierten signifikant haufiger auch
die Immunmarker CD27 und CD319 als Zellen, welche EpCAM"#"*/CD45" und damit DCCs,
waren. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde dann in den Voruntersuchungen der
Arbeitsgruppe eine Immunfluoreszenz-Farbung (IF-Farbung) auf EpCAM, CD27 und CD319
etabliert. Es wurde eine kleine Anzahl von Patientenproben gefarbt, bei welcher es sich um drei
Blasenproben, zwei Brustkrebsproben und um einen gesunden Spender handelte. Bei allen
darin gefundenen neun EpCAM* Zellen, konnte sich eine Farbung auf die Inmunmarker CD27
und CD319 aufweisen lassen. Somit war keine Zelle nur EpCAM" und damit eine DCC. Die
geringe Probenzahl stellt eine Limitation dieser Vorarbeit dar (Dambock, A., 2022).

Zur Detektion eines moglichen Positivmarkers wurden ebenfalls aus Vorarbeiten des
Lehrstuhls bekannte aberrante EpCAM" Zellen von Mammakarzinom-Patientinnen im MO-

Stadium und EpCAM" Zellen von gesunden Spendern RNA-sequenziert und wie bereits in
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1.2.3 beschrieben, wurde eine erhdhte cKit-Expression in M0O-Zellen gegeniiber M1-Zellen und

Zellen von gesunden Spendern festgestellt.
Daraus schlussfolgernd ergeben sich fiir die vorliegende Arbeit folgende Zielsetzungen:

1. Unterteilung von Zellen aus Mammakarzinom-Patientinnen im M0-Stadium in EpCAM*
DCCs oder EpCAM* NCCs anhand unterschiedlicher EpCAM und CD27/CD319
Expression mittels Immunfluoreszenz-Farbung.

2. Isolation und molekulare Charakterisierung der EpCAM* DCCs oder EpCAM* NCCs.
Etablierung einer weiteren Markerkombination, um DCCs zuverlédssiger zu detektieren als

es bisher mit EpCAM und CD27/CD319 moglich ist.

Dazu gibt Abbildung 1 einen schematischen Uberblick iiber den Ablauf des Projektes.

Knochenmarkaspiration
%, :

' IF-Farbung mit: ' Einzelzellisolation 5 Real Time-qPCR
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Abbildung 1 Schematische Darstellung des Studienablaufs. Knochenmarkaspirate werden intraoperativ aus dem
Beckenkamm oder der Hiiftpfanne entnommen. Es folgt die Aufarbeitung der Probe mittels Dichtezentrifugation und
Depletion unerwiinschter Zellfraktionen. Im Anschluss werden die Zellen mit dem gewiinschten Antikérper gefdrbt und in
der IF-Mikroskopie betrachtet. Die Zielzellen werden fiir die Genom- beziehungsweise Transkriptomamplifikation isoliert.
Es folgen qPCR und LowPass-Sequenzierung.
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2.  Materialien
2.1  Knochenmarkproben
2.1.1 Kooperationspartner

Von den in der Tabelle 2 1 dargestellten klinischen Kooperationspartnern wurden die Proben

der vorliegenden Arbeit erhalten.

Tabelle 2 1 Darstellung von Instituten und verantwortlichen Arzten zur Probenzustellung.

Name Institution

Prof. Dr. Markus Orthopéadische Klinik, Barmherzige Briider Regensburg

Weber

Dr. Peter Ugocsai Abteilung fiir Gynékologie und Geburtshilfe, Universititsklinikum
Regensburg

Prof. Dr. Stephan Abteilung fiir Gynékologie und Geburtshilfe, Universititsklinikum
Seitz Regensburg

Prof. Dr. Dr. Joachim |Orthopédische Klinik der Universitidt Regensburg, Asklepios Klinik Bad
Grifka Abbach

Die Knochenmarkproben (KMP) der Krebspatientinnen werden vor der Primér-Operation aus
dem Beckenkamm entnommen. Um eine Gerinnung zu verhindern, wird das Material mit
Heparin gemischt. So erreichen die KMP den Lehrstuhl fiir Experimentelle Medizin.

Die KMP der Kontrollpatienten werden bei einer Hiiftgelenksersatz-Operation aus dem
Acetabulum und dem Femur gewonnen. Dabei wird das Material in 15 ml PBS {iiberfiihrt und

so an den Lehrstuhl fiir Experimentelle Medizin transportiert.

2.1.2  Ethik

Entsprechend dem Ethikkomitee der Universitdt Regensburg bestehen keine ethischen oder
rechtlichen Bedenken in Bezug auf das Forschungsprojekt (Ethikvotum Nr.: 18-948-101, 07-
079).
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2.2
2.2.1

Reagenzien
Chemikalien

Tabelle 2 2 Verwendete Chemikalien.

molecular biology, > 99,5 %
(T), 250 ml

Name Hersteller Katalognummer | Verwendung
1kb Plus DNA Ladder+Dye | New England | N3200S Agarose Gelelektrophorese
Biolabs
AB-Serum Bio-Rad 805135 EpCAM-Férbung
ACK Lyse Puffer Life A10492 Aufarbeitung KM
Technologies
Agarose Biozyme 840040 Agarose Gelelektrophorese
Albumin, Rinderserum, Roche 10711454001 WGA, WGA-Reamp.,
Mol.Biol., 20 mg Diagnostics WGA-QC, WTA-QC
GmbH
Albuminlésung Sigma Aldrich | B8667-5ml WGA
ATP Losung40 75 100 mM Roche 111409655001 WGA
Diagnostics
GmbH
BD CompBeads fiir BD Bioscience | 552843 Durchflusszytometrie
antihuman AK
BSA zum Picken Sigma Aldrich | B8667-5ml Zellisolation
DAPI Sigma Aldrich | 10236276001 IF-Féarbung
DMEM PAN Biotech Zellkultur
DMEM/F12 PAN Biotech | P04-41500 Zellkultur
dNTP Set, 100 mM each GE Healthcare | 28-4065-51 WGA
A,C,G,T Europe
dNTP Set, 100 mM each VWR 28-4065-51 WTA, WTA-Reamp
A,C,G,T, 4x24 pM International
GmbH
dNTP Set, 10 mM each GE Healthcare | 28-4065-51 WGA-Reamp
A,C,G,T Europe
Ethanol absolut Mol. Bio. VWR 62490W 3T Low Pass library
Grade 250 ml International preparation
GmbH
Ethanol absolut p.A., 11 WTA
Ethidium-Bromid-Lésung Sigma Aldrich | E1510 Agarose Gelelektrophorese
(10 mg/ml)
FastStart DNA Polymerase, | Roche 4738420001 WTA-QC, WGA-QC
dntPack, 5 U/nl Diagnostics
GmbH
FastStart ANTP Mix Roche Primeretablierung, WTA-
Diagnostics QC
GmbH
FastStart Puffer (+MgCl2) Roche Primeretablierung, WTA-
Diagnostics QC
GmbH
fixierbarer Lebend-Tot- eBioscience 65-0865-14 Durchflusszytometrie
Farbstoff
Fluoro-Fix-Puffer Biolegend 422101 Durchflusszytometrie
Formamid BioUltra, for Sigma Aldrich | 47671-250ml-F WTA-Reamp
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Hank’s Salzl6sung Biochrom AG | L2045 Aufarbeitung KM

Igepal CA-360 viscous liquid, | Sigma Aldrich | [3021-50ml WTA, WGA

50 ml

Intracellular staining Biolegend 420801 Durchflusszytometrie

Fixation Puffer

Intracellular staining Biolegend 421002 Durchflusszytometrie

Permeabilization Puffer

iQ SyBr Green Supermix Bio-Rad 1708885 gPCR

Kaliumchloridlosung 1M in | Sigma Aldrich | 60142-100ml-F WTA

H20 for molecular biology,

100 ml

Kaliumhydrogenphosphat VWR .1048731000 WTA

zur Analyse 1 kg International
GmbH

L-Glutamin PAN Biotech | P04-80100 Zellkultur

LightCycler 480 SyBr Green | Roche 4887352001 qPCR

I Master fiir QM Diagnostics
GmbH

LMW Ladder New England | NO557S Agarose Gelelektrophorese
Biolabs

Magnesiumchlorid 1 M, 100 | Sigma Aldrich | M1028-100ml WTA

ml

Mineralél for molecular Sigma Aldrich | M5904-500ml WTA

biology, light oil, 500 ml

Msel, rekombinant, 2500 U | New England | R0525M WGA

50000 U/ml Biolabs

mTRAP Lyse Puffer, 100 ml | Active Motif 29011 WTA

Penicillin 10.000 U/ml PAN Biotech | P06-07100 Zellkultur

Streptomycin 10 mg/ml

Pepton Becton 2116677 EpCAM-Férbung
Dickinson

Percoll Thermo Fisher | .17089101 Aufarbeitung KM
Scientific

Poly T gripNA Probe (from | Active Motif 29008 WTA

mTRAP Midi)

RPMI 1640 PAN Biotech [ P04-17500 Zellkultur

Sera Plus, 500 ml Pan Biotech P30-3702 WGA

SPRI Select Beckman B23317 LowPass library
Coulter preparation

Streptavidin Beads (from Active Motif 29010 WTA

mTRAP Midi), 1,6 ml

TE Puffer 1x pH 8.0 low AppliChem A8569,0500 LowPass library

EDTA preparation

Tris-Puffer pH8.0 AppliChem A4577,0500 WTA

tRNA from E.coli MRE 600, | Roche .10109541001 WTA

100 mg Diagnostics
GmbH

Trypanblau Sigma Aldrich | T8154-20ml Aufarbeitung KM,

Zellkultur

Trypsin/EDTA (10x) (0,05 % | PAN Biotech | P10-024100 Zellkultur

Trypsin/0,02% EDTA)

TWEEN 20, for molecular Sigma Aldrich | P9416-50ml WTA, WGA

biology, viscous liquid, 50 ml
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Wasser fiir
Chromatographie

VWR
International
GmbH

.1.153.331.000

WGA

Wasser UltraPure DEPC-
Treated, 11

Invitrogen 750023

GmbH

WTA

Wasser, PCR-H20

VWR
International
GmbH

1.15333.1000

Reamp

WTA-QC, WGA-QC,
WTA-Reamp, WGA-

2.2.2  Selbstangesetzte Puffer und Losungen

Tabelle 2 3 Selbstangesetzte Puffer und Lésungen

Name

Zutaten

Verwendung

AB-Serum 10 % / Pepton 2 %

5 ml AB-Serum
40 ml 20 % Peptonlosung
1XPBS pH7.4

EpCAM-Fiérbung

cDNA-Igepal Waschpuffer

500 ul Tris-HCL 1 M, pH 8,0
750 ul KC11 M

1000 ul DTT 0.1 M

25 ul 100 % Igepal CA-630
7725 ul DEPC-Wasser

WTA

cDNA-Tween Waschpuffer

500 ul Tris-HCL 1 M, pH 8,0
750 ul KC11 M

1000 ul DTT 0.1 M

50 ul 100 % Tween20

7700 ul DEPC-Wasser

WTA

dNTPs 10 mM

10 ul dATP 100 mM
10 wl dCTP 100 mM
10 wl dGTP 100 mM
10 Wl dTTP 100 mM
60 ul DEPC-Wasser

WTA

DTT 1 mM

10 Wl DTT 0.1 M
990 ul DEPC-Wasser

WTA

FACS-Puffer

500 ml PBS pH 7,4

2 mM EDTA (2 ml vom 5 M
EDTA-Ansatz)

10 ml FCS

0,01 % NaN:(500 pl vom

10 % NaN;-Ansatz)

Durchflusszytometrie

Fornamid 20 %

10 ml Formamid
40 ml DEPC-Wasser

WTA

Igepal 10 %

2 ml 100 % Igepal CA-630
18 ml DEPC-Wasser

WTA

KH2PO4 200 mM

200 pl KH.PO.,
800 ul DEPC-Wasser

WTA

MACS-Puffer

500 ml 1xPBS
2.5 g BSA Fraktion V
2ml 0.5 mM EDTA

Aufarbeitung KM

MgCL2 40 mM

40 pl MgCl,
100 ul DEPC-Wasser

WTA

Peptonlosung 20 %

100 g Bacto Pepton
500 ml 1xPBS pH 7,4

EpCAM-Férbung
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Sterilfiltration iiber 0,45 pl
Filter

Percoll 100 %

100 ml Percoll-Stammldsung
9 ml Hanks balanced salt
solution

Sterilfiltration
Dichtemessung mittels
Pyknometer, Sollwert bei
1,124 g/ml

Aufarbeitung KM

Phosphat buffered saline
(PBS) pH7.4 10x

450 g Natriumchlorid
71.65 g Dinatriumphosphat
(Na.HPO.)

1335¢g
Kaliumhydrogenphosphat
(KH:PO.)

Destilliertes Wasser 5 L

Aufarbeitung KM,
Durchflusszytometrie,
Zellkultur

Polyacrylamid-Carrier (PAA)

1250 pl Acrylamid

400 pl Tris-HCl

67 ul Natriumacetat

20 ul EDTA

8153 ul PCR-H.O
Mischen, dann hinzufligen
von:

100 ul Ammoniumpersulfat
10 ul TEMED
Polymerisieren fiir 2h, dann
25ml Ethanol 100 %
hinzufligen

Mischen und zentrifugieren,
Uberstand verwerfen, dann
Pellet 18sen in 45 ml PCR-H.O

WTA/WGA vom Uberstand

Tailing Waschpuffer

500 pl KH.PO.

100 ul DTT

25 ul Igepal 100 %
9365 ul DEPC-Wasser

WTA

Tris/Borate/EDTA (TBE)
Puffer 10x

539 g Tris

275 g Borsdure

37 g EDTA

51 Wasser (aq. Dest.)

Agarose Gelelektrophorese

Tween 10 % 2ml 100 % TWEEN 20 WTA
18 ml DEPC-Wasser
2.2.3 Enzyme
Tabelle 2 4 Verwendete Enzyme.
Name Hersteller Katalognummer | Verwendung
BbVI New England R0O173S Restriktionsverdau
Biolabs
FastStart DNA Roche Diagnostics 4738420001 WTA-QC, WGA-QC,
Polymerase, dntPack, GmbH Primeretablierung
5 U/l
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Haelll New England RO108S Restriktionsverdau
Biolabs
Hpy188I New England RO617S Restriktionsverdau
Biolabs
Hpy188I11 New England R0622S Restriktionsverdau
Biolabs
HpyCH4V New England R0620S Restriktionsverdau
Biolabs
Invitrogen SuperScript | Thermo Fisher 11553117 WTA
IT Reverse Scientific
Transcriptase
MnlI New England R0O1638S Restriktionsverdau
Biolabs
NIalll New England RO125S Restriktionsverdau
Biolabs
Pol Mix S U/pl Roche Diagnostics 11759060001 WTA-Reamp
(Expand long GmbH
Template enzyme mix)
Protease Active Motif 29012 WTA
Proteinkinase K Roche Diagnostics 3115828001 WGA
GmbH
T4-DNA-Ligase. 500 Roche Diagnostics 10799009001 WGA
U, 5 U/l GmbH
Terminal Affymetrix 72003 WTA
Desoxynucleotidyl
Transferase,
Rekombinant
2.2.4 Antikorper und Beads
Tabelle 2 5 Verwendete Antikérper und Beads.
Name Antigen | Fluorochrom | Klon Katalog- Hersteller | Verwendung
nummer
CD11b- CDl11b | APC M1/70.1 | 130-091- Miltenyi Aufarbeitung KM
APC, 5.11.5 241 Biotec
human
CD33- CD33 APC AC104. | 130-091- Miltenyi Aufarbeitung KM
APC, 3E3 731 Biotec
human
CD45- CD45 APC 5B1 Miltenyi Aufarbeitung KM
APC, Biotec
human
CD235a CD235a | - - 130-050- Miltenyi Aufarbeitung KM
(Glycopho 501 Biotec
rin A)
MicroBea
ds, human
Anti-APC- | APC - - 130-090- Miltenyi Aufarbeitung KM
MicroBea 855 Biotec
ds
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CD326
(EpCAM)
antibodies,
human

EpCAM

PE

HEA-
125

130-113-
264

Miltenyi

Durchflusszyto-
metrie,
Aufarbeitung KM

Mouse
IgG1, k,
Isotop Ctrl
Antibody

Iso fur
Maus
IgG1,k

PE

biolegend

Durchflusszyto-
metrie

AMPure
XP beads

Beckman
Coulter

LowPAss library
preparation

Alexa
Fluor 647
anti-
human
CD27
Recombin
ant
Antibody

CD27

AF647

QAI17A
18

393205

biolegend

Aufarbeitung KM

Alexa
Fluor 647
anti-
human
CD319
(CRACO)
Antibody

CD319

AF648

162.1

331819

biolegend

Aufarbeitung KM

Alexa
Fluor 488
anti-
human
CD117
Antibody

CD117

AF488

104D2

313233

biolegend

Aufarbeitung KM

Mouse
IgGl1, k,
Isotyp Ctrl
Antibody

Iso fur
Maus
IgG1,k

AF647

biolegend

Aufarbeitung KM

Mouse
IgGl1, k,
Isotyp Ctrl
Antibody

Iso fur
Maus
IgG1,k

AF488

BD
Science

Aufarbeitung KM

2.2.5 Primer

Tabelle 2 6 Verwendete Primer.

Verwen-
dung

Name Sequenz 5>—> 3’

(N=A/T/C/G; V=A/C/G)

Amplifikations-
temperatur
O

Amplikon-
Grofie (bp)

CFL15CN8 ccccccecceececceceeccecece RT -

GTC TAG ANN NNN NNN

WTA

CFL15CT24BpuEl | CCC CCC CCC CCC CCC RT - WTA
GTC TAG ACT TGA GTT
ITTTITTITTTITTTITTTT

TTT TVN
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CP2 TCA GAATTC ATG CCC 65 - WTA
CCC CCcc ccc cce

ACTB for GCG TGA CAT TAA GGA 58 378 WTA-QC
GGA GCT G

ACTB rev CGC TCA GGA GGA GCA 58 378 WTA-QC
ATG AT

EFlalpha 3’ TGC CCC AGG ACA CAG 58 290 WTA-QC
AGA CT

EFlalpha §’ CTG TGT CGG GGT TGT 58 290 WTA-QC
AGC CA

GAPDH for CCATCT TCC AGG AGC 58 489 WTA-QC
GAG AT

GAPDH rev CAG TGG GGA CAC GGA 58 489 WTA-QC
AGG

CP2 9C TCA GAATTC ATG CCC 55 - WTA-
CCC CCC Reamp

Lib1 AGT GGG ATT CCT GCT 65 - WGA,
GTC AGT WTA

Lib2 AGT GGG ATT CCT GCT 60 - WGA-
GTC AGT Reamp

ddMSE11 TAA CTG ACAG CCC 65 - WGA,

WTA

KRAS 91bp_ 5§’ ATA AGG CCT GCT GAA 58 - WGA-QC
AAT GAC

KRAS 91bp_3’ CTG AAT TAG CTG TAT 58 - WGA-QC
CGT CAA GG

D5S2117_§° CCA GGT GAG AACCTA 58 - WGA-QC
GTC AG

D5S2117_3° ACT GTG TCC TCC AAC 58 - WGA-QC
CAT GG

CK19 3’ TTC ATG CTC AGC TGT 58 - WGA-QC
GACTG

CK19 ¥ GAA GAT CCG CGA CTG 58 - WGA-QC
GTAC

TP53 Exon2/3 3’ CAG CCC AACCCT TGT 58 - WGA-QC
CCTTA

TP53 Exon2/3 §° GAA GCG TCT CAT GCT 58 - WGA-QC
GGA TC

CD45 Fwd: 58 106 qPCR
TTAGGGACACGGCTGACT
TC
Rev:
TATTTGTGACAGGGCAAA
GC

hEpCAM Fwd: 58 161 qgPCR
AAAGTTTGCGGACTGCAC
TT
Rev:
TGGACATAGCTGATGTGG
CT

AHNAK Fwd: 58 117 qPCR
AGTGTGTCTGGGCCTCAA
G
Rev:
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TGGTTGGCAGAGAAATGG
GG

AHSP

Fwd:
TCAACTATTACAGGCAGC
AGG

Rev:
CTGGCCAAGTACAGGGAC
TT

56

118

qPCR

CD27

Fwd:
TCAGCAACTGGGCACAGA
A

Rev:
TTCCTGGCTCACACATCT
GG

58

180

qPCR

CD319

Fwd:
GCTCACAGAGCACCTGTC
AA

Rev:
ACATCCTCTTCCCCATGTT
CC

58

111

qPCR

CDA45

Fwd:
TTAGGGACACGGCTGACT
TC

Rev:
TATTTGTGACAGGGCAAA
GC

58

106

qPCR

hEpCAM

Fwd:
AAAGTTTGCGGACTGCAC
TT

Rev:
TGGACATAGCTGATGTGG
CT

58

161

qPCR

AHNAK

Fwd:
AGTGTGTCTGGGCCTCAA
G

Rev:
TGGTTGGCAGAGAAATGG
GG

58

117

qPCR

AHSP

Fwd:
TCAACTATTACAGGCAGC
AGG

Rev:
CTGGCCAAGTACAGGGAC
TT

56

118

qPCR

Cal

Fwd:
GTGATAACGCTGTCCCCA
TG

Rev:
TTCCTCAAGAACACAGCC
CT

58

123

qPCR

Jun

Fwd:
GGTGGCACAGCTTAAACA
GAA

Rev:

58

101

qPCR
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TTTGAAGAGAGACCGTCG

GGG

2.2.6 Kommerzielle Kits

Tabelle 2 7 Verwendete Kits.

Name Hersteller Katalognummer Verwendung
Agilent dsDNA HS Agilent 5067-4626 LowPass library
Kit preparation
Agilent High Agilent 5067-4626 LowPass library
Sensitivity DNA Kit preparation
Mikro-Himatokrit- | Brand 749321 Zellisolation
Kapillaren, nicht-
heparinisiert Liinge
75 mm x 1.1/1.2 mm
Nitril BestGen® Meditrade 1286 Feuchtarbeiten
Powederfree gloves
Nunc™ Lab-Tek™ Thermo Fisher Picken
Chamber Slides; 8 Scientific 11367764
Felder
Nunc™ Lab-Tek™ Thermo Fisher 11367764 Aufarbeitung KM,
Chamber Slides; 8 Scientific Fluoreszenzmikroskopie
fields
PCR SingleCap 8er- | Biozym 710970 PCR, qPCR, WTA,
Soft Strips 0.2 ml, WTA-Reamp, LowPass
clear library preparation
PCR tube 0.2 ml, 4titude Deutschland 4t1-0795 PCR, qPCR, WTA,
single tube WTA-Reamp, LowPass
library preparation

PCR tube 1.5 ml, Greiner Bio-One 616201 PCR, qPCR, WTA,
graduated, non- WTA-Reamp. LowPass
sterile library preparation
PCR tube 2 ml, Greiner Bio-One 623201 PCR, qPCR, WTA,
graduated, non- WTA-Reamp, LowPass
sterile library preparation
PCR-Siegelfolie Biozym 600208 PCR, gPCR
PCR-Siegelfolie Thermo Fisher ABO0558 PCR, gPCR

Scientific
Amplil Low Pass kit | Menarini Silicon WGLPAB LowPass library

Biosystems preparation
Bioanalyzer DNA Agilent Technologies | 5067-1504 LowPass library
1000 Kit preparation
Bioanalyzer DNA Agilent Technologies | 5067-4626 LowPass library
High Sensitivity Kit preparation
Expand long Roche Diagnostics 11759060001 WTA-Reamp., WTA,
Template PCR WGA, WGA-Reamp
System
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FastStart Taqg DNA | Roche Diagnostics 4738420001 WTA-QC, WGA-QC,
Polymerase, Primeretablierung
dNTPPack
Invitrogen Thermo Fisher 11553117 WTA
SuperScript I1 Scientific
Reverse
Transcriptase
KAPA Library Roche Diagnostics 7960298001 LowPass library
Quantification Kit preparation
MiSeq reagent Kit [lumina MS-102-3001 LowPass library
v3 preparation
QiaQuick PCR Qiagen 28106 WTA-Reamp-
purification kit Aufreinigung
Qubit dsDNA BR Thermo Fisher Q32853 LowPass library
Assay Scientific preparation
Qubit dsDNA HS Thermo Fisher Q32854 LowPass library
Assay Scientific preparation
2.2.7 Zelllinien und Zellkulturmedien
Tabelle 2 8 Verwendete Zelllinien.
Zelllinie Beschreibung Verwendung
MCF7 menschliche Brustkrebszelllline Durchflusszytometrie,
Fluoreszenzmikroskopie
Name Zusammensetzung Zelllinie
RPMI-Medium 500 ml RPMI 1640 MCF7
2 mM L-Glutamin
10 % FCS
5 ml Penicillin/Streptomycin
2.2.8 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2 9 Verwendete Verbrauchsmaterialien.
Name Hersteller Katalognummer
5 ml Polystyrene Round-Bottom | BD Falcon 352235
Tube, with Cell- Strainer Cap
Cell Strainer 40 pm Becton Dickinson 352340
Cellstare serological pipette 10 ml | Greiner Bio-One 607180
Cellstare serological pipette 2 ml | Greiner Bio-One 710180
Cellstare serological pipette 25 ml | Greiner Bio-One 760180
Cellstare serological pipette S ml | Greiner Bio-One 606180
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Combitips advanced 0.1 ml Eppendorf 0030089618
Combitips advanced 0.5 ml Eppendorf 0030089634
Combitips advanced 1 ml Eppendorf 0030089642
Erlenmeyerkolben 250 ml Schott 21216 36
DURAN

Erlenmeyerkolben 500 ml Schott 2121644
DURAN

MACS Separation Columns LS Miltenyi Biotec 130-042-401
MAXYMum Recovery™ PCR Axygen Scientific 11370145
Tubes 0.2 ml

MicroAmp EnduraPlate Optical | Thermo Fisher Scientific A31728
96-well Full-skirted Plates

Reagent reservoirs 10 ml Integra 4331
Rohrchen fiir FACScan flow Sarstedt 55.1578
Cytometer S ml

SafeSeal Surphob 1250 ul (filter) | Biozym VT0270
SafeSeal Surphob 20 ul (Filter) Biozym VT0220
SafeSeal Surphob 200 pl (Filter) | Biozym VT0240
SafeSeal-Tips Professional 10 pl | Biozym 770010
(filter)

Spritzenfilter ROTILABO CME, | Roth P667.1

0,22 pm

Spritzenfilter ROTILABO CME, | Roth P666.1

0,45 pm

Transparente 96-well PCR-Platte | Biozym 710884
Weille, intransparente 96-Well Biozym 712282
qPCR Platte

Zellkulturflasche T25 Greiner Bio-One 690175
Zellkulturflasche T75 Greiner Bio-One 658175
Zentrifugenrohrchen 15 ml Greiner Bio-One 188271
Zentrifugenrohrchen 50 ml Greiner Bio-One 227261
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2.2.9 GQGerite

Tabelle 2 10 Verwendete Geridite.

214

Name Hersteller Verwendung

Autoklav 3150 RL Systec Zellkultur

Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies LowPass-Sequenzierung
CellTram Pump Eppendorf DCC Isolation

Centrifuge 5424 Eppendorf Aufreinigung WTA Reamp
Centrifuge 5424R Eppendorf Aufarbeitung KM
Centrifuge 5810R Eppendorf Zellkultur

Centrifuge Plate Fuge Benchmark Scientific Zentrifugation PCR-Platten
Centrifuge Rotina 380R Hettich Aufarbeitung KM

DMZ Universal Puller Zeitz DCC Isolation

DNA Engine Peltier Thermal | Bio Rad WTA

Cycler

DNA Engine Tetrad2 Peltier | Bio Rad PCR

Thermal Cycler

Elektrophoresekammer 40- Peqlab Agarose Gelelektrophorese

Gallios Flow Cytometer (3 Beckman Coulter Durchflusszytometrie
Laser: 405 nm, 488 nm, 638

nm; 10 Farben)

Genetouch thermal cycler Bioer PCR

Hybridization oven Peqlab WTA

PerfectBlot

Inkubator Heraeus BB15 Thermo Fisher Scientific Zellkultur

Laminar flow bench Her Safe
KS18

Thermo Fisher Scientific

Aufarbeitung KM, WTA,
WGA, Zellkultur,

Durchflusszytometrie
LightCyler 480 Roche Diagnostics qPCR
Manual pipettes (2ul, 10ul, Gilson Molekularbiologie
20pl, 200pl, 1000ul)
Microscope Axiovert 200M Zeiss DCC Isolation
Microscope CX23 Olympus Aufarbeitung KM
Microscope IB, invertiert Optech Zellkultur
Microscope IX81, invertiert Olympus DCC Isolation
Mikrowelle Micromaxx Agarose Gelelektrophorese
MiSeq Illumina LowPass Sequenzierung
Morser und Stofiel KPM Aufarbeitung KM
Multipette Stream Eppendorf PCR
Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific Aufreinigung WTA Reamp
Neubauer hemocytometer Schubert & Weiss OMNILAB | Aufarbeitung KM
Operating Scissors, RS-6808 | Roboz Surgical Store Aufarbeitung KM
Patchman NP2 Eppendorf Zellisolation
micromanipulator

PCR bench UVT-S-AR

Thermo Fisher Scientific

PCR, LowPass library
preperation

pH-meter PB-11

Sartorius

pH-Anpassung der Puffer

Power Supply MP-250N

Kisker Biotech

Agarose Gelelektrophorese

Pyknometer

Brand Duran

Percoll Dichtemessung
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Qubit3 fluorometer

Thermo Fisher Scientific

LowPass library preparation

Peltier Thermal Cycler

Research Pro 8-channel Eppendorf PCR, LowPass library

pipette preparation

Roller Mixer SRT1 Stuart Scientific WTA, Férbung KM

UV Illuminator Intas Agarose Gelelektrophorese

Bildaufnahme

Vacusafe Comfort Integra Biosciences Zellkultur

Absaugsystem

Vortex/centrifuge PCV-2400 | Grant-bio WTA, WGA, PCR

Vortexer VELP Scientifica PCR

Waage AVW220D Shimadzu Erstellung von Puffern

Waage PLS 510-3 Kern Agarose Gelelektrophorese

2.2.10 Software
Tabelle 2 11 Verwendete Software.

Name Hersteller Verwendung

Autoklav 3150 RL Systec Zellkultur

Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies LowPass-Seuenzierung

BioRender https://biorender.com Erstellung von
Abbildungen

CellTram Pump Eppendorf DCC Isolation

Centrifuge 5424 Eppendorf Aufreinigung WTA
Reamp

Centrifuge 5424R Eppendorf Aufarbeitung KM

Centrifuge 5S810R Eppendorf Zellkultur

Centrifuge Plate Fuge Benchmark Scientific Zentrifugation PCR-
Platten

Centrifuge Rotina 380R | Hettich Aufarbeitung KM

DMZ Universal Puller Zeitz DCC Isolation

DNA Engine Peltier Bio Rad WTA

Thermal Cycler

DNA Engine Tetrad2 Bio Rad PCR

Draw.io

https://aps.diagrams.net

Erstellung eines
Workflows

ImageJ (v 1.53g) https://imagej.nih.gov/ij/ Auswertung und
Bearbeitung der
Fluoreszenzmikroskopie

LightCycler480 Roche qgPCR

Software 1.5

NCBI Nucleotide https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleoti Primerdesign

Database

NCBI Primer-BLAST https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/pr Primeretablierung

imer-blast/
NEBcutter v2.0 http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ Primeretablierung
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https://imagej.nih.gov/ij/

OlyVIA

https://olyvia.software.informer.com/

Auswertung und
Bearbeitung der

Fluoreszenzmikroskopie

PubMed https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed Literaturrecherche

ResearchSpace https://rhsmed1.ur.de/login Dokumentation
Experimente

Webcutter 2.0 http://heimanlab.com/cut2.html Primeretablierung
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3.  Methoden

3.1  Aufarbeitung von Knochenmarkproben

Nach dem Erhalt der Proben von Knochenmarkspendern werden diese noch taggleich
aufgearbeitet. Dabei miissen die Proben von gesunden Spendern nach Hiiftoperation zuerst mit
einer Schere zerkleinert und mit einem Mdrser gemahlen werden. Nach diesem Schritt kdnnen
Proben von gesunden und von kranken Spendern nach dem gleichen Protokoll aufgearbeitet
werden. Dazu wird die Knochenmarkprobe zunéchst in ein 50 ml Tube iiberfiihrt und mit Hanks
Salzlosung auf 50 ml aufgefiillt. Die Probe wird dann zehn Minuten bei 200 x g und 4 °C
zentrifugiert. Bei diesem Schritt gehen Fett und Thrombozyten in den Uberstand iiber, welcher
danach verworfen wird. Der Waschschritt wird ein zweites Mal wiederholt. In ein
Zentrifugenrohrchen werden 6 ml Percoll 65 % der Dichte 1,077 g/cm? vorgelegt und mit 9 ml
Zellsuspension iiberschichtet. Nach der 20-miniitigen Zentrifugation bei 1000 x g und 4 °C
gehen Granulozyten und Eryhrozyten aufgrund hoherer Dichte in das Sediment iiber. Die
entstehende Interphase, welche die mononuklearen Zellen (MNZ) enthilt, wird vorsichtig
entnommen und mit PBS auf 50 ml in einem Zentrifugenrdhrchen aufgefiillt. Nach einer
zehnminiitigen Zentrifugation bei 500 x g und 4 °C wird der Uberstand erneut abgegossen und
das Pellet mit 2-5 ml PBS resuspendiert. Es folgt die Zellzahlbestimmung in der Neubauer-
Ziahlkammer. Dabei werden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau unter dem Mikroskop
betrachtet und MNZ und Erythrozyten ausgezéhlt. Dabei dient der Farbstoff Trypanblau dazu

tote Zellen anzufiarben und auszuschlieBen.

3.2 Depletion

Erhélt man bei der Zellzdhlung mindestens 10° Zellen, wird vor der Markerfiarbung die
Depletion angeschlossen. Dabei werden mittels negativer immunomagnetischer Selektion
zielgerichtet spezifische Zellpopulationen aus einer heterogenen Suspension abgetrennt. Dazu
erfolgt zunichst die erste Antikorperzugabe. Dabei werden MACS Puffer (90 pl auf 107 MNZ)
sowie APC-konjugierte Antikorper gegen CD11b (welche von Monozyten, Makrophagen,
Granulozyten und natiirlichen Killerzellen exprimiert werden, 2 ul auf 107 MNZ), CD33
(welche von myeloischen Zellen exprimiert werden, 2 pl auf 107 MNZ) und CD45 (Antigen
von Leukozyten, 5 pl auf 10’ MNZ) hinzugegeben und 15 Minuten bei 4 °C stehend inkubiert.
Uberschiissige Antikdrper werden anschlieBend durch Waschen mit dem zehnfachen Volumen

an MACS-Puffer entfernt.
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Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 500 x g wird der Uberstand abgegossen und die
zweite Antikorperzugabe erfolgt. Dazu werden MACS-Puffer (60 ul auf 107 Erythrozyten),
Anti-APC-Beads (20 ul auf 107 MNZ) und anti-glycophorin-Beads (von erythroiden Zellen
exprimiert, 20 ul auf 107 Erythrozyten) hinzugegeben und erneut fiir 15 Minuten bei 4 °C
stehend inkubiert. Nach anschlieender Zentrifugation (500 x g, 5 Minuten), wird das Pellet in
1 ml MACS Puffer aufgenommen und durch einen 40 pl Filter in ein 50 ml Tube {iberfiihrt.
Dieser Schritt dient dazu Zellaggregate, welche die MACS-Séule verstopfen kdnnten, zu
isolieren. Es wird mit 1 ml MACS-Puffer nachgespiilt.

Fiir den eigentlichen Depletionsvorgang wird eine Magnetséule in eine Halterung eingespannt
und zundchst mit 2 ml MACS-Puffer gespiilt. AnschlieBend werden 2 ml der Zellsuspension
auf die Saule pipettiert und drei Mal mit 3 ml MACS-Puffer nachgespiilt. Somit wird
verhindert, dass die Sdule trocken liuft, sodass alle Zellen die Depletion durchlaufen. Das
erhaltene FEluat wird auf Eis gelagert und enthélt die unmarkierten Zellen. Die mit Antikdrper
konjugierten Zellen werden in der Sdule gehalten. Das Eluat wird erneut abzentrifugiert
(500 x g, 5 Minuten) und in 1 ml PBS resuspendiert und erneut ausgezéhlt.

Fiir die Depletion diirfen maximal 100x10° Zellen auf eine Depletionssdule geladen werden.

33 Immunzytochemie
3.3.1 EpCAM-Firbung

Wenn moglich werden 1-2x10° Zellen geférbt.

Zuerst wird die Zellsuspension mit 1 ml PBS fiir fiinf Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Der
Uberstand muss danach sehr vorsichtig abgenommen werden, um das Pellet nicht zu beriihren.
Das Pellet wird in 100 pl 10 %AB/2 %/Pepton/PBS aufgenommen.

Danach werden 0,5 pl EpCAM-Antikorper hinzugefiigt, welcher mit dem Fluorochrom PE
(Phycoerythrin) gekoppelt ist. Die Zellen miissen nun fiir 15 Minuten bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert werden. Weil Phycoerythrin schnell ausbleicht, muss ab diesem Punkt jeder Schritt
geschiitzt vor Licht stattfinden.

Nun erfolgt eine flinfminiitige Zentrifugation bei 500 x g und die Aufnahme des Pellets in 1 ml
PBS. Dieser Schritt wird ein zweites Mal wiederholt. Nach der Zentrifugation wird das Pellet

fiir die Weiterverarbeitung in 200 pl PBS resuspendiert.
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3.3.2  Férbung mit CD27 und CD319

Um mit den Negativmarkern CD27 und CD319 zwischen EpCAM-positiven DCC und NCC
unterscheiden zu konnen, wird bei den Knochenmarkproben eine Férbung fiir die
Immunfluoreszenzmikroskopie vorgenommen. Dabei erfolgt die Farbung, wie in Absatz 3.3.1
beschrieben, nur mit zusétzlicher Hinzugabe der beiden Marker. Verwendete Konzentrationen

und Mengen sind Tabelle 3 1 zu entnehmen.

3.3.3 Férbung mit DAPI

Um zu iiberpriifen, ob die zu isolierenden Zellen bereits ihre Membranintegritdt verloren haben,
wird nach der CD27/CD319-Fiarbung noch eine DAPI-Farbung angeschlossen. Dafiir wird
zundchst eine 5 mg/ml konzentrierte DAPI-Losung mit Methanol 1:50 verdiinnt und davon
0,5 pl zu der 200 pl Zellsuspension im Mikroskopierfeld gegeben, sodass am Ende eine 1 pg/ml
DAPI-Losung verwendet wird. Die Losung wird nach dem {iblichen Screenen und Isolieren der

Zellen eingesetzt.

3.3.4 Farbung mit CD117

Um mit dem Positivmarker CD117 zwischen EpCAM-positiven DCC und NCC unterscheiden
zu konnen, wird bei den Knochenmarkproben eine Doppelfirbung fiir die
Immunfluoreszenzmikroskopie vorgenommen. Dabei erfolgt die Farbung, wie in Absatz 3.3.1
beschrieben, nur mit zusétzlicher Hinzugabe des CD117-Antikorpers. Verwendete

Konzentrationen und Mengen sind Tabelle 3 1 zu entnehmen.

3.3.5 Quantifizierung mittels ImageJ

Die Zellfarbung sollte quantifiziert werden, wozu die Software ImagelJ verwendet wurde. Dabei
wird eine ,,Region of Interest™ festgelegt, bei welcher es sich um die gefiarbten Zellen handelt.
Die Software misst in der Region die Pixelintensitdt und ermittelt einen minimalen und

maximalen Grau-Wert.
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Tabelle 3 1 Verwendete Antikérper bei Férbung von Knochenmarkproben.

Name Antigen Fluorochrom | Konzentration | verwendete
[pg/ml] Menge [pl]

CD326 (EpCAM) EpCAM PE 50 0,5
antibodies, human
Alexa Fluor 647 anti- CD27 AF647 6 1,25
human CD27
Recombinant Antibody
Alexa Fluor 647 anti- CD319 AF647 200 1,25
human CD319 (CRACC)
Antibody
Alexa Fluor 488 anti- CD117 AF488 200 5,0
human CD117 Antibody

3.4 Isolierung von positiven Einzelzellen

Die gefarbten Zellen werden mit einem Mikromanipulator von einem Acht-Feld-Objekttriager
isoliert. Dazu werden die verwendeten Felder des Objekttrigers mit einer BSA-Losung
(20 mg/ml) gespiilt, damit die Zellen nicht an der Oberfliche des Objekttragers haften bleiben.
Ein Feld wird als sogenanntes Pick-Feld vorbereitet, in dem nach der BSA-Spiilung 200 pl PBS
hinzugegeben wird. Die Zellsuspension wird mit PBS so verdiinnt, dass man circa 300.000
Zellen in 200 pl in ein Feld geben kann. EpCAM" Zellen werden mit einer FCS benetzten
Glaskapillare (verhindert die Adhision der Zellen am Glas) eingesaugt und in das Pickfeld
transferiert (Abbildung 2). Unter mikroskopisch gestiitzter visueller Kontrolle wird jede
Einzelzelle mit einer 2 pl-Pipette eingesaugt und in 4,4 ul Lyse Mix (10 ng tRNA in
Lysispuffer) aufgenommen. Als Negativkontrolle wird bei jedem Patienten eine Probe des
Puffers auf dem Pickfeld (Pickkontrolle) genommen, um Kontaminationen des Puffers bzw.
Verunreinigungen des Pickfeldes auszuschlieBen. Dies wird nach dem Picken der Zellen vom
Pickfeld durchgefiihrt, in welchem die mit der Kapillare aufgesaugten Zellen in die Pipette
iiberfiihrt wurden sind. Bis zur weiteren Bearbeitung werden die Zellen bei -80 °C gelagert. Die
Negativkontrolle wird analog den Patientenzellen behandelt und bis zur Qualitétskontrolle von
WTA-Produkt und WGA-Produkt mitgefiihrt. Nur bei negativem PCR-Ergebnis der

Negativkontrolle werden die isolierten Zellen fiir die weiteren Analysen verwendet.
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Abbildung 2 Isolierung von markerpositiven Einzelzellen mittels Mikromanipulator. Zu sehen ist links die mikroskopische
Darstellung einer EpCAM* Zelle im Cy3-Kanal und rechts einer CD27/CD319+ Zelle im APC-Kanal. Die Vergrdferung
betrdgt 40x. Skala 50 pm.

3.5 Amplifikation von Transkriptom und Genom der gleichen Zelle
3.5.1 Isolierung und Amplifikation des Transkriptoms

Mit Hilfe der Methode der ,,Whole transcriptome Amplifikation* (WTA) wird die mRNA der
lysierten Zellen von anderen Zellbestandteilen, u.a. der gDNA getrennt und revers in cDNA
transkribiert. Im Anschluss erfolgt die Amplifikation. Die Methode beruht auf publizierten
Verfahren (Hartmann et al., Klein et al.).

Die zu verarbeitenden Zellen liegen nach der Zellisolation in 4 ul TRAP Lysispuffer und 0,4 pl
tRNA vor und wurden bei -80 °C gelagert. Vor dem Auftauen der Probe wird ein Poly-T-Peptid-
Nukleinsidure-(PNA)-Mix vorbereitet, welcher 1 pl eines Lysispuffer/Protease 1:20 Mixes und
1 ul der PNA enhilt. Zu jeder Probe werden 2 pl dieses Mastermixes hinzugegeben und in der
PCR-Maschine einem Temperaturprogramm (zehnminiitiger Proteinverdau bei 45 °C, die
Zerstorung der Sekundérstruktur der mRNA und Inaktivierung der Protease bei 74 °C fiir eine
Minute sowie das Binden der PNAs an die Poly-A-Abschnitte der mRNA bei 22 °C fiir
zehn Minuten) unterworfen. AnschlieBend werden der Probe 4 pul Streptavidin-konjugierte
mTRAP-Beads hinzugefiigt, welche bei Raumtemperatur rollend 45 Minuten inkubiert werden
und dabei an die PNA binden. Dadurch kénnen im Anschluss die mRNA-PNA-Komplexe von
den anderen Zellbestandteilen getrennt werden. Dafiir werden die Proben dreimal gewaschen
und die mRNA-PNA-Komplexe am Magneten immobilisiert. Der erste Waschschritt erfolgt
mit 10 pl cDNA-Waschpuffer-Igepal, der zweite mit 20 ul cDNA-Waschpuffer-Tween und der
dritte mit 20 pl cDNA-Waschpuffer-Igepal. Die verbleibenden Uberstiinde (welche u.a. DNA
enthalten) werden in einem Tube, in welchem 0,8 pl Polyacrylamid-Carrier vorgelegt wurde,

gesammelt, mit 120 ul Ethanol iiber Nacht bei -20 °C gefillt und fiir die WGA bereitgestellt.
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Es erfolgt nun die Transkription der mRNA in cDNA. Dazu werden die Beads vom Magneten
entfernt und in 10 pl des cDNA-Synthese-Mix-1 resuspendiert. Wéhrend der zehnminiitigen
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgt das Annealing der Primer (zum einen ein zufalliger
Oktamer-Primer, welcher mit seiner Sequenz an komplementire Stellen der mRNA bindet, zum
anderen ein Poly-T-Primer, welcher die Transkription am Poly-A-Abschnitt beginnt.). Danach
erfolgt die Zugabe des cDNA-Synthese Mix II, der die Reverse Transkriptase enthilt, und
Rotation des Rohrchens fiir 45 Minuten bei 44 °C im Hybridisierungsofen. Die Beads mit den
mRNA-cDNA-Komplexen werden abermals an der Rohrchenwand immobilisiert und die
Uberstiinde verworfen. Nun wird mit 20 pl Tailing-Waschpuffer gewaschen und die Probe in
10 pl resuspendiert. Um ein Verdampfen der Probe zu verhindern, erfolgt eine Uberschichtung
mit 40 pl PCR-OL. Bei der anschlieBenden vierminiitigen Inkubation bei 94 °C wird der mRNA-
cDNA-Hybrid denaturiert, sodasss die cDNA nicht mehr an mRNA und die Beads gekoppelt
vorliegt. Auf Eis erfolgt nun die Zugabe von 0,8 pl terminaler Deoxynucleotidyl Transferase
(TdT) zur Probe durch das Ol hindurch. Die Tailing-Reaktion, bei welcher der Poly-G-Schwanz
an die cDNA addiert wird, schlieBt sich bei 37 °C fiir eine Stunde an. An den addierten Poly-
G-Schwanz kann nun ein Poly-C-Primer binden und der komplementire cDNA-Strang kann
synthetisiert werden. Die TdT wird dann fiir fiinf Minuten bei 70 °C inaktiviert. Abschlieend
wird eine PCR durchgefiihrt. Dafiir werden 35 ul des PCR-Mix I durch das Ol zur Probe
hinzugefiigt. Nach Erwdrmung auf 78 °C werden 5,5 pl des PCR-Mix II hinzugegeben. Das
Amplifizierungsprogramm ist Tabelle 3 3 zu entnehmen. Das Produkt ist bei mindestens

-20 °C lagerbar.

Tabelle 3 2 Zusammensetzung der Master-Mixe fiir die WTA.

Name Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
cDNA-Synthese-Mix [ 2,0 pl 5x RT Puffer

1,0 ul DTT 0.1 M

0,5 ul Igepal 10 %

0,5 ul DEPC-Wasser

3,0 ul CFL15CT24BpuEI 100 pM
3,0 ul CFL15CN8 200 uM
cDNA-Synthese-Mix II 2,0 pl 5x RT Puffer

1,0 ul DTT 0.1 M

0,5 ul ANTP 10 mM

0,5 ul DEPC-Wasser
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3,0 pl Reverse Transkriptase Super Script 11

Primédre WTA Mix [ 4,0 ul Expand Long Template Buffer 1
7,5 ul Formamid 20 %
24,0 ul DEPC-Wasser
Primére WTA Mix 1 2,5 ul CP2 24 uM

1,75 ul ANTP 10 mM
1,5 ul DNA Pol mix
Tailing-Mix 1,0 pl MgCl, 40 mM
1,O pl DTT 1 mM

1,0 ul dGTP 2 mM

0,5 pl KH.PO, 200 mM
6,5 ul DEPC-Wasser

Tabelle 3 3 PCR-Programm zur cDNA-Amplifikation.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (h:min:s) Zyklen

1 78 00:00:30 1

2 94 00:00:15

3 65 00:00:30 20

4 68 00:02:00

5 94 00:00:15

6 65 00:00:30 20

7 68 00:02:30 + 10 s pro
Zyklus

8 68 00:07:00 1

9 4 Unendlich 1

3.5.2 Aufarbeitung der genomischen DNA

Die Aufarbeitung der genomischen DNA erfolgt auf Grundlage eines publizierten Verfahrens
(Klein et al., 2002). Das Ziel ist es den DNA-Gehalt einer Zelle (7-8 pg) auf einige Mikrogramm
zu vervielféltigen. Dazu wird die genomische DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
fragmentiert und an die entstehenden Sticky ends Oligonukleotid-Adapter ligiert. Somit
entstehen Primer-Bindungsstellen fiir die Amplifikation. Die genomische DNA, welche bei der
WTA in den Uberstinden isoliert wurde, wird mindestens iiber Nacht bei -20 °C in 0,8 pl
Polyacrylamid-Carrier (0,25 %) und 120 pul 100-prozentigem Ethanol gefallt.
Fiir die weitere Verarbeitung werden 60 ul dieses Puffer-Mix in ein 0,2 ml Tube gegeben und
45 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf 10 pl entfernt
und mit 180 pul 70-prozentigem Ethanol ersetzt. Es erfolgt eine zehnminiitige Inkubation bei
350 rpm und 19 °C. Eine weitere zehnminiitige Zentrifugation bei 14000 rpm erfolgt bei
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Raumtemperatur. Die beschriebenen Schritte werden weitere zweimal wiederholt, sodass beim
dritten Mal der Uberstand abgenommen wird und das Pellet trocknen gelassen wird. 3,84 ul
vom PCR-Wasser werden hinzugegeben und {iber Nacht bei 19 °C und 350 rpm inkubiert. Diese
verschiedenen Waschschritte dienen zur Aufreinigung der gDNA von restlicher RNA.

Danach erfolgt der Proteinkinase K Verdau. Dabei werden Proteine und DNAsen verdaut,
welche filschlicherweise in den Uberstand gelangt sind. Die DNA wird bei diesem Schritt
freigesetzt. Dazu werden 0,5 ul OnePhorAll-Puffer (OPA 10x), je 0,13 pl Tween 10 % und
Igepal 10 % sowie 2,6 ng Proteinase K zugegeben und der Verdau fiir 15 Stunden bei 42 °C in
der PCR-Maschine durchgefiihrt. AnschlieBend wird die Proteinase K zehn Minuten bei 80 °C
inaktiviert. Die freigesetzte DNA wird mit 0,25 ul Msel (50.000 U/ul), welches die gDNA
fragmentiert und 0,25 pl Wasser bei 37 °C fiir drei Stunden in der PCR-Maschine verdaut,
anschlieBend das Enzym bei 65 °C in fiinf Minuten inaktiviert. Wahrend des Verdaus wird der
Ligationsansatz, bestehend aus 0,5 ul OPA-Puffer (10x), jeweils 0,5 pl LIB1- und ddMsel 1-
Oligonukleotid (beide 100 pM) und 1,5 pul Wasser, in der PCR-Maschine einem
Temperaturgradienten zur Basenpaarung unterworfen (65 °C bis 15 °C fiir je eine Minute pro
Temperaturschritt, Tabelle 3 9), wobei der doppelstrangige Oligonukleotid-Komplex (Adapter)
gebildet wird. Der Ansatz wird zusammen mit 1 pl T4 DNA-Ligase (5 U/ul) und 1 ul ATP (10
mM) zum Produkt des Msel-Verdaus gegeben (Endvolumen 10 pl) und iiber Nacht bei 15 °C
ligiert. Bei diesem Schritt werden die hybridisierten Adapter an die gDNA-Fragmente ligiert.
Nach der Ligation wird der Ansatz zur Primdramplifikation mit 3 pul Expand Long Template
Pufferl, 2 ul dNTPs (10 mM), 34 ul Wasser und 1 pl Expand LongTemplate PolMix (5 U/ul)
aufgefiillt. Das PCR-Produkt ist bei -20 °C stabil und dient als Ausgangsmaterial fiir weitere

Untersuchungen.

3.6 Amplifikation des Genoms

Das Genom wird bei dieser Methode der Genom-Amplifikation nach Klein et al. (1999) und
Stoecklein et al. (2002) durch das Restriktionsenzym Msel in 150-1500 bp grofle Stiicke
geschnitten. An diese Fragmente werden Adapter ligiert, mit deren Hilfe alle Fragmente mit
einem Primer amplifiziert werden konnen. Einzelzellen werden in 1 pl PBS isoliert und direkt
zu dem Proteinase K Mix in ein 0,2 ml Reaktionsgefdll gegeben. Es folgt der enzymatische
Verdau von Proteinen fiir zehn Stunden bei 42 °C gefolgt von zehn Minuten Inaktivierung bei
80 °C. AnschlieBend werden 0,2 pl One-Phor-All Puffer; 0,2 pul Msel und 1,6 pul PCR- Wasser
zu der Probe. Nach drei Stunden Inkubationszeit bei 37 °C erfolgt die Inaktivierung fiir fiinf
Minuten bei 65 °C. Der Preannealing Mix wird in einem PCR Cycler von 65 °C in Schritten
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von 1 °C/min auf 15 °C gekiihlt, bei dem sich die beiden Primer Libl und ddMsell zu dem

doppelstrangigen Adapter zusammenfligen. 3 pl des Preannealing-Mixes werden mit 1 pl ATP

und 1 pl T4- Ligase zu der verdauten Probe gegeben und iiber Nacht bei 15 °C inkubiert. Nach

Zugabe des PCR Mix erfolgt die Amplifikation der Msel Fragmente.

Tabelle 3 4 Zusammensetzung des Master-Mix fiir den Proteinkinase K-Verdau.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 10 Reaktionsmenge fiir 10
Proben [ul], Uberstinde | Proben [ul], Einzelzelle

OPA plus Puffer 5,0 2,0

Tween 10 % 1,3 1,3

Igepal 10 % 1,3 1,3

Proteinkinase K (10 mg/ml) 2,6 2,6

PCR-Wasser - 12,8
1 pul/Tube 2 ul/Tube

Tabelle 3 5 PCR-Programm zum Proteinkinase K-Verdau.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (h:min:s)
1 42 15:00:00/10:00:00
2 80 00:10:00

3 4 Unendlich

Tabelle 3 6 Zusammensetzung des Master-Mix zum MSEI-Verdau.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktionsmenge fiir 1
Reaktion [ul], Uberstinde | Reaktion [ul], Einzelzelle
OPA Plus Puffer - 0,2
MSE I (50.000 U/ml) 0,25 0,2
PCR-Wasser 0,25 1,6
Tabelle 3 7 PCR-Programm zum MSEI-Verdau.
Schritt Temperatur (°C) Dauer (h:min:s)
1 37 03:00:00
2 65 00:05:00
3 4 Unendlich
Tabelle 3 8 Zusammensetzung der Master-Mixe zum Preannealing und zur Ligation.
Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
OPA Plus Puffer 0,5 Preannealing
Lib1 100 uM 0,5
ddMsell1 100 uM | 0,5
PCR-Wasser 1,5
ATP (10 mM) 1,0 Ligation
T4-Ligase 1,0
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Tabelle 3 9 PCR-Programme zum Preannealing und zur Ligation.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (h:min:s)

1 65 bis 15 00:01:00 Preannealing
2 15 Unendlich

3 15 16:00:00 Ligation

Tabelle 3 10 Zusammensetzung des Master-Mix zur gDNA-Amplifikation.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [ul]
BM Puffer 1 3,0

dNTPs (10 mM) 2,0

PolMix 1,0

PCR-Wasser 34,0

Tabelle 3 11 PCR-Programm zur gDNA-Amplifikation.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (h:min:s) Zyklen
1 68 00:03:00 1
2 94 00:00:40

3 57 00:00:30 15
4 68 00:01:30 + 00:00:01/Zyklus

5 94 00:00:40

6 57 + 1/Zyklus 00:00:30 9
7 68 00:01:45 + 00:00:01/Zyklus

8 94 00:00:40

9 65 00:00:30 23
10 68 00:01:53 + 00:00:01/Zyklus

11 68 00:03:40 1
12 4 unendlich

3.7 Qualitatskontrolle der Ampilifikation von Transkriptom und Genom

Der Amplifikation von Transkript und Genom schlie3t sich eine Qualitdtskontrolle in Form
einer Endpunkt-PCR an. Es soll die Vollsténdigkeit der priméren PCR und die Qualitét der
WTA- und WGA-Produkte gepriift werden, um zu entscheiden, welche Zellen sich fiir die
weitere Verarbeitung eignen. Fiir die Qualititskontrolle des Transkriptoms wird die Expression
von verschiedenen ,,Housekeeping*“-Genen (B-Actin (ACTB), EFla (EEF1AI), GAPDH)
untersucht. Zur Qualitdtssicherung des Genoms werden spezifische Msel Fragmente in den
Loci von p53 (TP53), Pseudogen CK19 (KRT19P1), KRAS 91 bp und D5S2117, die sich auf
unterschiedlichen Chromosomen befinden, iiberpriift. Zusétzlich werden eine Positiv- und
Negativkontrolle mitgefiihrt. Pro Ansatz wird 1 pl der Probe zu 9 pl des angesetzten Master-
Mix (Tabelle 3 12, Tabelle 3 13) hinzugefiigt und die Amplifikation entsprechend dem
Programm in Tabelle 3 14 gestartet. In der sich anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese
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(Absatz 3.12) erfolgt die Auswertung so, dass eine weitere Analyse nur stattfindet, wenn in der
WTA-QC spezifische Banden fiir mindestens einen Marker sichtbar sind, wenn in der WGA-
QC spezifische Banden fiir mindestens drei Marker sichtbar sind sowie sich die Kontrollen des

Pickfeldes, der WTA beziehungsweise WGA und der Kontroll-PCR als negativ erweisen.

Tabelle 3 12 Zusammensetzung des Master-Mix zur WTA-QC.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [ul]
10x FastStart PCR Puffer (mit 20 mM MgCl,) 1,0
Primer-Mix (8 uM pro Primer) 1,0
dNTPs (aus dem FastStart kit) 0,2
BSA (20 mg/ml) 0,2
FastStart Taq Polymerase (5 U/nl) 0,1
PCR-Wasser 7,0

Tabelle 3 13 Zusammensetzung des Master-Mix zur WGA-QC.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [ul]
10x FastStart PCR Puffer (mit 20 mM MgCl,) 1,0
Primer-Mix (8 pM pro Primer) 1,0
dNTPs (aus dem FastStart kit) 0,2
BSA (20 mg/ml) 0,2
FastStart Taq Polymerase (5 U/nl) 0,1
PCR-Wasser 6,5

Tabelle 3 14 PCR-Programm zur WTA-QC und WGA-QC.

Schritt Temperatur (°C) Zeit (h:min:sec) Zyklen
1 95.0 00:04:00 1
2 95.0 00:00:30
3 58.0 00:00:30 32 Zyklen
4 72.0 00:00:90
5 72.0 00:07:00 1
6 4.0 Unendlich
3.8 Reamplifizierung und Qualitdtskontrolle des Transkriptoms

Fiir die weitere Bearbeitung der Proben wird zunichst eine Reamplifizierung der priméren
WTA-Produkte angeschlossen. Dazu werden in ein 0,2 ml Reaktionsgefdil 49 ul des
Mastermixes, entsprechend Tabelle 3 15 vorgelegt und 1 pl des Templates dazu gegeben. Nach
kurzem Mischen und Zentrifugieren werden die Proben in den Thermocycler iiberfiihrt und
entsprechend dem Programm in Tabelle 3 16 reamplifiziert.

Das Produkt dieses Amplifizierungsschrittes wird erneut einer Qualitdtskontrolle unterzogen.

Dazu werden erneut 9 pl des in der Tabelle 3 15 zu entnehmenden Mastermixes in ein
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Reaktionsgefdl vorgelegt und 1 pl der mit PCR-Wasser 1:5 verdiinnten Probe dazu gegeben.
Ebenfalls werden eine Negativ- und Positivkontrolle mitgefiihrt, wobei es sich bei der
Negativkontrolle um 1 pul PCR-Wasser und bei der Positivkontrolle um 1 pl einer 1:100
verdiinnten WTA-Mischung verschiedener Krebsentitidten handelte. Das verwendete PCR-
Programm ist Tabelle 3 16 zu entnehmen.

Die Auswertung erfolgt durch die Agarose-Gelelektrophorese (Absatz 3.12). Eine weitere
Verwendung der Proben erfolgt nur, wenn diese mindestens eine Bande aufweisen sowie bei

gleichzeitiger Negativitét der Pick-, Reagenzien- und Negativkontrolle.

Tabelle 3 15 Zusammensetzung des Master-Mix zur Reamplifikation des Transkriptoms.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
Expand long Template Buffer 1 5,0

CP2 9 (24 pM) 6,0

dNTPs (10 mM) 1,75

Formamid (20 %) 7,5

Pol Mix (5 U/nl) 1,5

PCR-H20 27,25

Tabelle 3 16 PCR-Programm zur Reamplifikation des Transkriptoms.

Schritt Temperatur (°C) | Dauer (h:min:sec) Zyklen
1 95 00:01:00 1
2 94 00:00:15
3 55 00:01:00 5
4 65 00:03:30
5 94 00:00:15
6 55 00:01:00 3
7 65 00:03:30 + 00:00:10/Zyklus
8 65 00:07:00 1
9 4 Unendlich

3.9 Aufreinigung und Konzentrationsmessung der WTA-Proben

Fir weitere Down-stream-Anwendungen werden die Proben nach erfolgreicher
Reamplifizierung und angemessener Qualitdtskontrolle aufgereinigt. Dabei wird das QIAquick
PCR Purification Kit verwendet. Anderungen am Herstellerprotokoll werden wie folgt
vorgenommen: Zum verwendeten PV-Puffer wird kein pH-Indikator hinzugefiigt. Des
Weiteren wird die gereinigte cDNA anstelle des EB-Puffers mit PCR-Wasser vom
Auffangrohrchen eluiert. Dabei werden 20 pl direkt auf den Filter der Sdule pipettiert und nach

fiinfmintitiger Inkubationszeit zwei Zentrifugationen mit 500 x g fiir 30 Sekunden und
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17.900 x g fiir 60 Sekunden angeschlossen. Eine anschlieBende Konzentrationsmessung findet
mit Hilfe des NanoDrop 2000c statt. Jeweils 1 pl der aufgereinigten Proben wird nacheinander
auf das Gerit aufgetragen.

In Abhéngigkeit von weiteren Bearbeitungsschritten werden die Proben hinsichtlich ihrer
Konzentrationen mit PCR-Wasser verdiinnt oder bei ihrer urspriinglichen Konzentration

belassen.

3.10 Reamplifizierung und Qualitdtskontrolle des Genoms

Fiir die weitere Bearbeitung der Proben wird zunichst eine Reamplifizierung der priméren
WGA-Produkte angeschlossen. Dazu werden in ein 0,2 ml Reaktionsgefal 49 ul des
Mastermixes entsprechend Tabelle 3 17 vorgelegt und 1 ul des Templates dazu gegeben. Nach
kurzem Mischen und Zentrifugieren werden die Proben in den Thermocycler iiberfiihrt und
entsprechend dem Programm in Tabelle 3 18 reamplifiziert.

Das Produkt dieses Amplifizierungsschrittes wird erneut einer Qualitdtskontrolle unterzogen.
Dazu werden erneut 9 pl des in der Tabelle 3 17 zu entnehmenden Mastermixes in ein
Reaktionsgefdl vorgelegt und 1 pl der Probe dazu gegeben. Zusétzlich werden eine Positiv-
und Negativkontrolle mitgefiihrt und die Amplifikation entsprechend dem Programm in Tabelle
3 18 gestartet. In der sich anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese (Absatz 3.12) erfolgt die
Auswertung so, dass eine weitere Analyse nur stattfindet, wenn spezifische Banden fiir
mindesten drei Marker sichtbar sind und sich die Kontrollen des Pickfeldes, der WGA und der

Kontroll-PCR als negativ erweisen.

Tabelle 3 17 Zusammensetzung des Master-Mix zur Reamplifikation des Genoms.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
Expand long template Buffer 1 5,0

Lib1 (10 pm) 5,0

dNTP (10 mM) 1,75

BSA 1,25

Pol Mix (5 U/nl) 0,5

PCR-H20 35,5
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Tabelle 3 18 PCR-Programm zur Reamplifikation des Genoms.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (h:min:sec) Zyklus
1 94 00:01:00 1

2 60 00:00:30 1

3 68 00:02:00 1

4 94 00:00:30

5 60 00:00:30 11

6 68 00:02:00 + 00:00:20/Zyklus

7 4 Unendlich

3.11 qPCR und Primeretablierung

Die quantitative-Echtzeit-PCR dient zur Vervielféltigung der Nukleinsiduren und gleichzeitig
zur quantitativen Messung der gewonnenen DNA. Dabei wird ein Fluoreszenz-Farbstoff
eingesetzt, der in Echtzeit gemessen wird und proportional zur Menge der DNA ansteigt. Dabei
gibt der sogenannte Ct- oder Cp-Wert an, ab welchem Zyklus das Farbstoff-Signal erstmals
iiber das Signal des Hintergrundrauschens ansteigt und damit verlésslich der gewiinschte DNA-
Abschnitt detektiert wird. Um die gewlinschte DNA zu messen, muss zundchst der passende

Primer dafiir entworfen werden.

3.11.1 Primeretablierung

Vor der Primeretablierung steht zunichst das Primerdesign. Passende Primersequenzen werden
mittels des NCBI PrimerBlast online tools ausgewihlt und {iber Eurofins German bestellt. Die
gewlinschte Sequenz ID fiir das Transkript kann in der Nucleotid-Database gefunden werden
und im Primer-Blast tool verwendet werden. Es muss darauf geachtet werden die Produktlénge
auf 80 bp bis 200 bp festzulegen. Des Weiteren sollte das Primerpaar wenn méglich eine Exon-
Exon Grenze umfassen, um das Amplifizieren von kontaminierender DNA moglichst gering zu
halten. Das Primerpaar sollte weiterhin nah an einem polyadenylierten 3"Ende der mRNA
binden, da dort die WTA bevorzugt amplifiziert. Moglichst viele Isoformen sollten detektiert
werden. Um die Selbstkomplementaritit moglichst gering zu halten, werden nur Paare mit
Werten unter fiinf ausgewdhlt.

Die gelieferten Primer werden zunéchst fiir die Lagerung auf 100 uM und fiir die Anwendung
auf 8 uM verdiinnt.

Die Primeretablierung umfasst drei Schritte. Im ersten Schritt soll fiir ein geeignetes Primerpaar
die optimale Annealingtemperatur bestimmt werden. Dafiir wird mit einer 96-well-Platte eine

Gradienten-PCR durchgefiihrt und fiir jedes Primerpaar ein Mastermix angesetzt und
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zusammen mit einem 1:100 verdiinnten DNA-Template bei 55 °C - 66 °C eine PCR
durchgefiihrt. Das Template ist eine Mischung aus WTA-Produkten verschiedener Zelllinien
verschiedener Krebs-Entititen, weshalb das Beinhalten der gewlinschten Zielsequenzen sehr
wahrscheinlich ist. Es werden auf 9,5 pl Mastermix 0,5 ul DNA-Template hinzugefiigt und das
PCR-Programm gestartet. Die Auswertung erfolgt mittels Gelelektrophorese auf einem 1,5 %
Agarose Gel. Das Primerpaar mit der stirksten Bande bei entsprechender Temperatur wird
gewdhlt, Primer mit keinen oder Doppelbanden (unspezifische Produkte amplifiziert)
ausgeschlossen. In der Gradienten-PCR konnten bei allen getesteten Primerpaaren positive
Ergebnisse verzeichnet werden. Die Auswahl der optimalen Annealingtemperatur pro
Primerpaar erfolgte durch die Beurteilung der Bandenintensititen auf dem Gelbild. Fiir alle
Primer wurde eine Temperatur von 58 °C als optimal angesehen. Im zweiten Schritt folgt die
Standardkurven-PCR, in welcher die Effizienz und Sensitivitit des Primerpaars bei gefundener
Annealingtemperatur bestimmt werden sollte. Dazu wird wieder von der Referenz-DNA eine
Verdiinnungsreihe angesetzt, welche Konzentrationen von 50 ng bis 0,00005 ng in logio
Schritten beinhaltet und zu 2,5 pl der jeweiligen Verdiinnungen 7,5 pl Mastermix
hinzugegeben. Dabei sollte das Licht unter der PCR-Bench ausgeschaltet sein, weil der
verwendete Fluoreszenzfarbstoff lichtempfindlich ist. Im Lightcycler 480 wird die Messung
vorgenommen und mittels der erhaltenen Cp-Werte Mittelwerte, Standardabweichung und
Varianz berechnet. Bei der Auswertung werden die Mittelwerte der Cp-Werte der Triplikate
berechnet (bei groben Ausreilern kann einer der drei Werte ausgelassen werden) und gegen

log10 (Verdiinnungsfaktor) in einem Diagramm aufgetragen. Es wird im Folgenden darauf

geachtet, dass die Gerade eine Steigung von 3,3 und eine Korrelation von R*> 0,99 aufweist.
Die Effizienz: Effizienz (%) = (1/(10 x Steigung) — 1) x 100 des Primerpaares sollte bei 90-
110 % tiber mindestens 4 log-Stufen liegen. Der Cp-Wert der Negativkontrolle sollte >30 sein
und in der Schmelzkurve keine unspezifischen Peaks vorkommen. Es wurden fiir den letzten
Etablierungsschritt jeweils zwei Primerpaare fiir jedes Gen ausgewihlt, welche mit ihren

zugehorigen Werten in Tabelle 3 19 dargestellt sind.
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Tabelle 3 19 Ergebnisse der Standardkurven-PCR zur Etablierung der Primer fiir CD27 und CD3189.

CD27 Effizienz Korrelation Steigung Cp-Wert
Primerpaar 1 0,89 0,99 32 23,6
Primerpaar 2 0,99 0,98 3,1 23,8
CD319 Effizienz Korrelation Steigung Cp-Wert
Primerpaar 1 0,94 0,88 3,5 24,9
Primerpaar 2 0,89 0,99 3,2 25,0

Im letzten Schritt erfolgt der Restriktionsverdau, um zu sehen, ob Primerpaare auch die
gewlinschte  Sequenz  binden. Dazu wird das PCR-Produkt mit geeigneten
Restriktonsendonukleasen verdaut. Die Enzyme werden durch Uberpriifung der bekannten
Amplikonsequenz mit NEBcutter2, Webcutter 2.0 und Restriction Mapper Version 3
ausgewdhlt. Fiir jedes Primerpaar werden drei separate Reaktionen vorbereitet, eine ohne
Enzym als Kontrolle, ein Verdau und eine Negativkontrolle. Nach Verteilung des Mastermixes
auf die Reaktionsgefdfle werden dem Mastermix, der das PCR-Amplikon enthélt, 2 ul PCR-
Wasser oder das jeweilige Enzym zugesetzt. Der Verdau erfolgt durch Inkubation der Reaktion
bei der jeweils optimalen Temperatur jedes Enzyms (37 °C in den meisten Féllen) fiir drei
Stunden, gefolgt von einer Hitzeinaktivierung bei 65 °C oder 80 °C fiir 20 Minuten, je nach
Enzym. Danach wird die verdaute DNA durch Gelelektrophorese analysiert, mit dem
Unterschied, dass die Leiter mit niedrigem Molekulargewicht (LMW) anstelle der 1 kb-DNA-
Leiter geladen wurde, um eine bessere Auflosung zu erzielen. Wenn die verdauten Fragmente
den erwarteten Grofen fiir beide Enzyme entsprechen, werden die Primer als giiltig betrachtet
und fiir weitere Experimente verwendet. Zugehdrige Restriktionsenzyme und Fragmentléngen

sind in Tabelle 3 20 zu finden.
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Tabelle 3 20 Verwendete Primerpaare mit zugehérigen Sequenzen sowie verwendeten Restriktionsenzymen und
Reaktionsbedingungen.

Gen Primersequenz | Amplikongrofie | Enzym Restrik- Puffer | Verdau-
5—>3° tionsstellen Variablen
CD27, | TCAGCAACT | 180bp Haelll 50 bp Cut 37°C
PP1 GGGCACAGA Smart | Inkubation
AA 80°C
Inaktivierung
CD27, | ATCAGCAAC | 191bp Haelll 51bp Cut 37°C
PP2 TGGGCACAG Smart | Inkubation
AA 80°C
Inaktivierung
CD319, | GCTCACAGA | 134Dbp Styl 33 bp NEB 37°C
PP1 GCACCTGTCA Buffer | Inkubation
A 65°C
Inaktivierung
CD319, | GCTCACAGA | 111bp Hpy188I | 78 bp NEB 37°C
PP2 GCACCTGTCA Buffer | Inkubation
A 65°C
Inaktivierung

Basierend auf den Gelbildern, wurde fiir jedes Gen ein finales Primerpaar gewihlt, welches

zukiinftig bei 58 °C Annealingtemperatur arbeiten wiirde. In Tabelle 3 21 sind die final

verwendeten Primerpaare mit ihren zugehdrigen Cp-Werten und Annealingtemperaturen

dargestellt.

Tabelle 3 21 Final verwendete Primerpaare mit zugehdrigen Cp-Werten und Annealingtemperaturen.

CD27 Effizienz Korrelation Cp-Wert Annealingtemp. in °C
Primerpaar CD27 0,89 0,99 23,6 58
CD319 Effizienz Korrelation Cp-Wert Annealingtemp. in °C
Primerpaar CD319 | 0,89 0,99 25,0 58

Tabelle 3 22 Zusammensetzung des Master-Mix zur Gradienten-PCR.

Reagenz Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [ul]
FastStart PCR Puffer (+MgCl2) 1,0
Fwd Primer 0,5
Rev Primer 0,5
FastStart dNTP Mix 0,2
BSA 0,2
PCR Wasser 7,0
FastStart Tag Polymerase 0,1
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Tabelle 3 23 PCR-Programm zur Gradienten-PCR.

Schritt Temperatur (°C) Zeit (h:min:sec) Zyklen
1 94 00:02:00

2 55-66 00:00:30 1
3 72 00:02:00

4 94 00:00:40

5 55-66 00:00:30 11
6 72 00:00:20

7 94 00:00:40

8 55-66 00:00:30 28
9 72 00:00:30

10 94 00:00:40

11 55-66 00:00:30 1
12 72 07:00:00

13 4 Unendlich 1

Tabelle 3 24 Zusammensetzung des Master-Mix zur Standardkurven-PCR.

Reagenz Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [ul]
Sybr Green Mix 5,0
Fwd Primer 0,5
Rev Primer 0,5
PCR Wasser 1,5

Tabelle 3 25 Ubersicht der Verdiinnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve.

Verdiinnungsreihe

20 ng/ul = 50 ng

2 ng/ul=5ng

0,2 ng/ul = 0,5 ng

0,02 ng/pl = 0,05 ng

0,002 ng/ul = 0,005 ng

0,0002 ng/ul = 0,0005 ng

0,00002 ng/ul = 0,00005 ng

anl (o]l leoll [esl iw]l (@] Lvell o=

Negativkontrolle

Tabelle 3 26 Zusammensetzung der Master-Mixe zum Restriktionsverdau.

Reagenzien Reaktionsmenge fiir 1 Reaktionsmenge fiir 1
Reaktion [ul] - verdaut Reaktion [ul] - nicht verdaut

Buffer 3,0 3,0

BSA 0,3 0,3

H20 10,0 12,0

PCR-Produkt 15,0 15,0

Restriktionsenzym 2,0 0,0
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Tabelle 3 27 PCR-Programm zum Restriktionsverdau.

Schritt Temperatur (°C) Zeit (h:min:sec) Zyklen

1 95 00:06:00 1

2 95 00:00:30 45

3 58 00:00:30

4 72 00:00:30 1

5 72 00:02:00 1
3.11.2 gPCR

Mit Hilfe der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (quantitative polymerase chain reaction,
qPCR) konnen bestimmte Transkripte der cDNA amplifiziert und gleichzeitig quantifiziert
werden. Verwendet wird hierfiir der LightCycler 480. Die reamplifizierten Proben werden
zundchst mit PCR-Wasser verdiinnt, sodass sich eine Konzentration von 1 ng/ul ergab. Da der
SYBR Green Farbstoff lichtempfindlich ist, finden die folgenden Schritte bei abgeschalteter
PCR-Bench-Beleuchtung statt. Ein Master-Mix entsprechend der Tabelle 3 28 wird angesetzt,
wobei berlicksichtigt werden muss, dass jede Probe in Triplikaten angesetzt werden sollte.
Anschliefend werden 7,5 ul des Master-Mixes in jedes Well der Platte gegeben, gefolgt von je
2,5 ul der Proben in Triplikaten. Auch von der Positivkontrolle (eine pro Master-Mix und
Platte) und Negativkontrolle (eine pro Master-Mix und Platte) werden 2,5 ul in Triplikaten
hinzugefiigt. Die verschlossene Platte wird dann im LightCycler dem Programm der

Tabelle 3 29 unterzogen.

In der LightCycler Software werden im Folgenden die Schmelzkurven und Cp-Werte der
Proben mit denen der Positiv- und Negativkontrolle verglichen. Proben, deren Cp-Wert kleiner
oder gleich der Negativkontrolle sind, werden als negativ gewertet. Bei Proben, deren Cp-Wert
iiber der Negativkontrolle liegt, werden die Schmelzkurven betrachtet. Weicht die Kurve der
Probe von der der Positivkontrolle ab, wird sie als negativ erachtet und ihr der Schnittpunkt-
Wert (Crossing point, Cp) von 35 zugeteilt, um weitere Downstream-Analysen zu ermoglichen.
Folgt die Schmelzkurve bei entsprechendem Cp-Wert der Positivkontrolle, wird die Probe als
positiv gewertet. Die Cp-Werte werden anhand der second-derivative-maximum-Methode der
LightCycler Software ermittelt und anschlieBend in Microsoft Excel ausgewertet. Bei
uneindeutigen Kurven wird ein Restriktionsverdau fiir das jeweilige qPCR -Produkt mit dem
jeweiligen Enzym durchgefiihrt. Findet eine Messung des gleichen Gens auf mehreren Platten
statt, werden zundchst die Cp-Werte normalisiert, weshalb in diesem Fall auf jeder Platte das
gleiche Aliquot einer Positivkontrolle verwendet werden sollte. Die sich anschlieBenden

Analysen werden mit den normalisierten Cp-Werten durchgefiihrt.
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Tabelle 3 28 Zusammensetzung des Master-Mix zur gPCR.

Reagenz Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
Sybr Green Mix (BioRad) 5,0
Fwd Primer (8 nM) 0,5
Rev Primer (8§ pM) 0,5
PCR-H20 1,5

Tabelle 3 29 gPCR-Programm im Light Cycler und zur Erstellung der Standardkurve.

Schritt gPCR | Temp. Dauer Heiz- Erfassungs- | Messungen | Zyklen
(°C) | (h:min:sec) | geschwindig- modus (pro °C)
keit (°C/s)
Pri-Inkubation 95 00:05:00 44 Keiner 0 1
95 00:00:20 4.4 Keiner 0
Amplifikation 58/56 00:00:15 2.2 Keiner 0 40
72 00:00:15 4.4 Single 0
95 00:00:05 4.4 Keiner 0
Schmelzkurve 55 00:01:00 22 Keiner 0 1
95 00:00:00 0.11 laufend 5
Kiihlen 40 00:00:30 22 Keiner 0 1

3.12  Agarose Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese dient der GroBen-Auftrennung der Nukleinsduren im PCR-
Produkt und dem Vergleich zu Nukleinsduren bekannter Grofle, um den Erfolg einer
Amplifikation zu validieren. Zur Herstellung des Gels werden 1,5 g 1,5-prozentiger Agarose
bzw. fiir 3-prozentiges Gel 3 g mit 100 ml 1xTBE-Puffer aufgefiillt und unter Erhitzen
aufgelost. Die Gellosung wird anschlieBend in einen entsprechenden Erlenmeyerkolben
umgefiillt und mit 4 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in den Geltrdger gegossen.
Der Triager wird anschlieBend so in die Elektrophoresekammer gelegt, dass das Gel vollstindig
mit einem 1XxTBE-Puffer bedeckt ist. Die Kammern kdnnen nun gefiillt werden. In die erste
und die letzte Kammer werden 8 pl des 1 kb Langenstandards pipettiert. 10 pl der Probe werden
mit 3 pl des Gelladepuffers vermischt und 11 pl des Gemisches in die Ladetasche aufgetragen.
Das PCR-Produkt wird nun bei 160 Volt und 400 mA aufgetrennt, WGA-Produkte 45 Minuten,
WTA-Produkte 60 Minuten. Die Visualisierung erfolgt am UV-Schirm, digitale Aufnahmen

werden angefertigt.

59



3.13 LowPass-Sequenzierung der genomischen DNA

Zu Beginn steht die Aufreinigung des WGA-Produktes. 5 pul des WGA-Produktes werden in
ein neues 0,2 ml Tube gegeben und mit 5 pl Nuklease-freiem Wasser verdiinnt. 18 ul der
resuspendierten SPRI beads werden hinzugefiigt und fiinf Minuten bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert.

Auf einer magnetischen Platte werden die Beads mit dem WGA-Produkt selektiert und der
Uberstand vorsichtig abgenommen. Nach Waschen mit 200 ul 80-prozentigem Ethanol wird
dieser Schritt drei Mal wiederholt. Das restliche Ethanol wird anschlieBend abgenommen und
das Pellet getrocknet. Mit 22 pl Nuklease freiem Wasser wird das WGA-Produkt von den Beads
getrennt und fiir zwei Minuten bei RT inkubiert. Erneut wird die Probe in eine magnetische
Siule gelegt und nach fiinf Minuten 20 ul des Uberstandes, welcher das WGA-Produkt enthilt,
in ein neues PCR-Tube iiberfiihrt. Fiir eine lédngere Lagerung werden diese bei
-15 °C bis -25 °C eingefroren.

Im néchsten Schritt folgt die First Extension (FE). Dazu werden alle Komponenten des
AmplilKits, wie in Tabelle 3 30 angegeben, zu einem Master-Mix zusammengefiihrt. 9 pl des
FE-Mastermix werden in ein neues Tube gegeben. Dazu kommen 3 pl vom Amplil D7xx und
3 ul des gereinigten WGA-Produktes. Es folgt das FE-Programm im Thermocycler (Tabelle 3
31).

Es folgt die Second Extension (SE). Dazu wird wieder ein Master-Mix erstellt (Tabelle 3 32).
22,5 pl der resuspendierten SPRI beads werden zum FE-Produkt gegeben und bei RT fiinf
Minuten inkubiert. Danach werden die Proben in eine magnetische Platte gegeben und nach
fiinf Minuten der Uberstand vorsichtig entnommen und verworfen. Dieser Schritt wird nach
dem Waschen mit 200 pl 80-prozentigem Ethanol drei Mal wiederholt. Das Ethanol wird
vorsichtig abgenommen und das Pellet getrocknet. Mit der anschlieBenden Zugabe von 12 pl
des vorbereiteten SE-Master-Mix wird das FE-Produkt von den Beads getrennt. Zusétzlich
werden 3 pl vom Amplil D5xx hinzugefiigt und bei RT fiinf Minuten inkubiert. Im
Thermocycler wird das SE-Programm gestartet (Tabelle 3 31).

Fiir den folgenden Library Amplifikation (LA) Schritt wird wieder ein Master-Mix gemal3
Tabelle 3 33 vorbereitet.

22,5 pl der PEG NaCL-Losung werden zu den SE-Produkten gegeben und bei RT fiinf Minuten
inkubiert. Nach magnetischer Separation wird der Uberstand entnommen. Das Produkt wird
mit 200 pl 80-prozentigem Ethanol gewaschen und erneut separiert. Dieser Schritt wird noch

zwei Mal wiederholt. Der letzte Rest Ethanol wird entnommen und das Pellet getrocknet. Mit
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15 pl des LA-Mastermix werden die SE-Produkte von den Beads getrennt und das Produkt
durchlduft im Thermocycler das LA-Programm (Tabelle 3 34).

Der néchste Schritt beinhaltet das Waschen des Library Produktes. Der vorher beschriebene
Wasch- und Separationsschritt wird wiederholt, bis das Pellet trocknet. Mit 17 pul LowTE wird
das Library-Produkt von den Beads getrennt und bei RT zwei Minuten inkubiert. Nach erneuten
fiinf Minuten an der Magnetsiule werden die Beads selektiert und 15 ul des Uberstandes mit
dem Library Produkt in ein neues PCR- Tube {iberfiihrt.

2 pl des Produktes werden nun mittels Qubit Fluorometer und Qubit dsDNA HS Essay Kit
analysiert. Zur Uberpriifung der Library Qualitit werden 1 pl des Produktes auf den Agilent
DNA-Chip gegeben und die Analyse nach den Angaben des Herstellers gestartet. Durch die
Messung mit Hilfe des Bioanalyzer 2100 kann anhand des resultierenden

Fragmentlangenprofils die Qualitét der Sequenzier-Library eruiert werden (Absatz 3.14).

Tabelle 3 30 Zusammensetzung des Master-Mix zur First Extension.

Reagenz Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
Amplil PCR Wasser 9,5

Amplil PCR Puffer 1,5

Amplil PCR dNTPs 0,51

Amplil PCR BSA 0,37

Amplil PCR Taq Polymerase 0,12

Tabelle 3 31 PCR-Programm zur First Extension und zur Second Extension.

Schritt Temperatur (°C) Zeit (h:min:sec) Zyklus
1 95 00:04:00 1

2 95 00:00:30

3 62 00:00:30 1

4 72 00:03:00

5 10 Unendlich 1

Tabelle 3 32 Zusammensetzung des Master-Mix zur Second Extension.

Reagenz Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [pl]
Amplil PCR Wasser 6,5

Amplil PCR Puffer 1,5

Amplil PCR dNTPs 0,51

Amplil PCR BSA 0,37

Amplil PCR Taq Polymerase 0,12
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Tabelle 3 33 Zusammensetzung des Master-Mix zur Library Amplifikation.

Reagenz Reaktionsmenge fiir 1 Reaktion [ul]
Ampli 1 PCR Wasser 10,5

Ampli 1 PCR Puffer 1,5

Ampli 1 PS5 primer 1,0

Ampli 1 P7 primer 1,0

Ampli 1 PCR dNTPs 0,51

Ampli 1 PCR BSA 0,37

Ampli 1 PCR Taq Polymerase 0,12

Tabelle 3 34 PCR-Programm zur Library Amplifikation.

Schritt Temperatur Zeit (h:min:sec) | Zyklus
O

1 95 00:04:00 1

2 95 00:00:30

3 60 00:00:30 1

4 72 00:02:00

5 95 00:00:30

6 60 00:00:30 12

7 72 00:02:00 +

00:00:20/Zyklus
8 72 00:07:00 1
9 10 Unendlich 1

3.14 CNA-Profiling der genomischen DNA

Die Libraries werden in dquimolaren Konzentrationen gepoolt, um einen 4-nM-Pool zu
erhalten. Vor der Sequenzierung werden 5 pl des Pools durch Zugabe von 5 ul 0,2 M
Natriumhydroxid und Inkubation bei Raumtemperatur (RT) fiir flinf Minuten denaturiert.
Anschliefend werden die 10 pl der denaturierten Bibliothek zu 990 pl kaltem HT1-Puffer
hinzugefiigt. Das MiSeq-Gerdt wird gemall den Anweisungen des Herstellers vorbereitet. Die
Amplil TM LowPass-Bibliotheken werden im Single-End-Modus auf einem MiSeq-Gerét unter
Verwendung des MiSeq Reagent Kit v3 (150 Zyklen) und des mit dem AmplilTM LowPass-
Kit fiir Illumina®-Plattformen gelieferten benutzerdefinierten Sequenzierungsprimers
sequenziert, der in kaltem HT1-Puffer verdiinnt wird (5 pl Primer und 595 pl Puffer).
SchlieBlich werden 600 pl des Probenpools und 600 pl des verdiinnten Primers auf die MiSeq-
Reagenzienkartusche geladen.
Die Open-Source-Software Control-FREEC (Control-Free Copy number caller) wird
verwendet, um Copy-Number-Calls zu erhalten. Die in der Analyse erhaltenen CNA-Profile
werden als Streudiagramme dargestellt, in denen rot genomische Gewinne und blau
genomische Verluste dargestellt sind. Die Qualititskontrolle der erhaltenen CNV-Profile
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erfolgte mittels Beurteilung der Standardabweichung cA*. Ein Wert von cA* < 0,2 wurde als
gute Qualitit gewertet, ein Wert cA* > 0,2 als ungentigende Qualitét.

Weiterhin konnten nur Zellen in weiteren Auswertungen beriicksichtigt werden, welche
mindestens 100.000 Reads aufwiesen. Des Weiteren beruhte die bioinformatische Auswertung
darauf, das Genom in sogenannte bins von 500 Kilobasen (kb) zu unterteilen. Eine Aberration
musste dabei mindestens 25 bins umfassen, um die Probe als aberrant zu werten. Die beiden
gonosomalen Chromosomen X und Y wurden aufgrund von meist schlechterer Qualitit und

Coverage und den unterschiedlichen Geschlechtern der Patienten teilweise ausgeschlossen.

3.15 Qualitatskontrolle und Konzentrationsmessung der Proben
3.15.1 Messung mit Qubit

Die Konzentrationsmessung der Proben am Qubit 3.0 Fluorometer erfolgt nach der
Herstelleranleitung. Das passende Kit wird dafiir anhand der erwarteten Konzentrationsmengen
ausgewdhlt. Zur Verfligung stehen das High Sensitivity Kit mit Mengenbereichen von
2-100 ng/pul sowie das Broad Range Kit 2-1000 ng/ul. Die Komponenten des Kits werden auf
Raumtemperatur erwdrmt und das Licht ausgeschaltet, da der verwendete Farbstoff
lichtempfindlich ist. Zundchst wird aus den Komponenten des Kits eine Arbeitslosung
hergestellt, wofiir pro Probe 1 pul Qubit Reagens DMSO und 199 pl Qubit Puffer gemischt wird.
198 ul dieser Arbeitslosung werden dann in ein 0,5 ml Tube vorgelegt und 2 pl der Probe
hinzugegeben. Zur Kalibrierung am Fluorometer dienen die zwei Standards eines Kits, wobei
10 pl dieser beiden Standards mit 190 pl Arbeitslosung gemischt werden. Nach einer

zweiminiitigen Inkubationszeit werden die Proben am Fluorometer gemessen.

3.15.2 Messung am Bioanalyzer

Fiir die Messung mit dem Bioanalyzer 2100 kann das Bioanalyzer DNA High Sensitivity Kit
verwendet werden. Anhand der erhaltenen Fragmentldngen kann die Qualitit einer Sequenzier-
Library beurteilt werden. Die bereits auf 1,8 ng/ul verdiinnten Proben werden wie in der
Herstelleranleitung beschrieben verarbeitet. Die Analyse erfolgt durch eine Schmier-Analyse
der 2100 Expert Software, wobei die untere Grenze bei 200 bp und die obere bei 2000 bp
festgelegt wird.
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3.16 Verwendete Standardprotokolle
3.16.1 Zellkultur

Die Brustkrebs-Zelllinien werden in einer T75-Kulturflasche mit 13 ml Medium im Inkubator
bei 37 °C und 5,5 % CO2 aufbewahrt. Zwei- bis dreimal die Woche werden die Zellen unter
dem Mikroskop begutachtet und bei einer Konfluenz von 90-95 % gesplittet. Dazu wird das
alte Medium mit einer serologischen Pipette abgenommen und die Zellen mit 10 ml PBS kurz
gewaschen. Nach einer Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA folgt eine Inkubation von drei Minuten
bei 37 °C. Nach dieser Zeit wird das Trypsin mit 10 ml Medium inkubiert und die
Zellsuspension in ein 50 ml Tube iiberfiihrt und abzentrifugiert (fiinf Minuten, 500 x g). Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet erneut in 10 ml Medium resuspendiert. Die
gewiinschte Verdiinnung wird in eine neue T75-Kulturflasche tiberfiihrt und mit Medium auf
13 ml aufgefiillt.

Die verwendeten Zellkulturen und Medien enthélt Tabelle 2 8.

3.17 Statistische Tests und Bioinformatik
3.17.1 Statistische Test

Fiir die Berechnung von statistischen Tests wurde GraphPad Prism Version 8.4.0 verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde bei 0,05 festgelegt.

1. Bei der Testung zweier bindrer Variablen mit kleinem Stichprobenumfang wurde der
zweiseitig Fisher’s exact test mit einem Konfidenzintervall von 95 % durchgefiihrt.
Dieser fand bei der Auswertung der gPCR-Ergebnisse Anwendung.

2. Bei dem Vergleich von gepaarten Daten einer Probe desselben Patienten vor und nach
der Depletion wurde der nicht-parametrische Wilcoxon matched pairs signed rank Test
mit einem Konfidenzintervall von 95 % durchgefiihrt.

3. Bei der Testung einer kontinuierlichen und einer binidren Variable wurde der nicht-
parametrische Mann-Whitney-U Test mit einem Konfidenzintervall von 95 %
durchgefiihrt. Dies fand bei der Auswertung der Immunfluoreszenz-Ergebnisse und

dem Vergleich zwischen Krebspatientinnen und Kontrollpatienten Anwendung.

64



3.17.2 Bioinformatik

Die folgenden bioinformatischen Analysen wurden durch Dr. Huiqin Koerkel-Qu durchgefiihrt.
Es erfolgten bioinformatische Analysen der RNA-Sequenzierungsdaten von NCCs und DCCs,
um diese zum einen mit Hilfe von Markern unterscheiden zu konnen. Weiterhin wurden Kluster
von Zellgruppen entsprechend ihrer Expressionsdaten detektiert und analysiert.

Fiir die Analysen in Absatz 8.3 sind die technischen Daten sowie Qualititsanalyse dieser RNA-
Sequenzierung der Arbeit von C. Irlbeck zu entnehmen (Irlbeck 2019).

Die Auswertung der Sequenzierung sowie Auswahl der Markerkandidaten CD27 und CD319
sind der Arbeit von A. Dambdck zu entnehmen (Dambdock, A., 2022).

Fiir die Analysen in Absatz 8.3 sind die technischen Daten sowie Auswertungen der Arbeit von

M. Werner-Klein zu entnehmen (Werner-Klein, M., 2020).
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4.  Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, wie in 1.3 beschrieben, EpCAM" Nicht-Krebszellen
(Non Cancer Cells, NCC) von EpCAM™" disseminierte Krebszellen (Disseminated Cancer Cells,
DCC) zu unterscheiden. Dazu wurden iiber einen Zeitraum von Juni 2020 bis April 2021
insgesamt 39 Knochenmarkproben (KMP) verwendet. Bei den KMP handelte es sich bei sechs
Patienten um gesunde Spender, bei welchen Knochenmark bei einer Hiift-Tep-OP gewonnen
wurde, zwei davon weiblich, vier Patienten minnlich. Als gesunder Spender und damit
Kontrollpatient (KP) in der vorliegenden Arbeit wurden Patienten gewertet, welche kein
Krebsleiden in der Vorgeschichte sowie aktuell aufwiesen. Bei den Brustkrebsproben handelte
es sich um 33 Patientinnen im MO-Stadium (MO-Spenderinnen). Diese Proben wurden
aufgearbeitet, depletiert und zundchst mit EpCAM-PE und CD27/CD319-AF647 fiir die
Immunfluoreszenzmikroskopie gefdrbt. In der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden 1)
EpCAM*, CD27/CD319 Zellen, 2) EpCAM®, CD27/CD319" Zellen und 3) EpCAM-,
CD27/CD319" Zellen isoliert. AnschlieBend wurden diese Zellen mittels quantitativer
Polymerasenkettenreaktion (qPCR) auf das Vorkommen der Gene EpCAM, CD27 und CD319
Gene auf Transkriptomebene untersucht. Im weiteren Verlauf sollte zudem das Vorhandensein
der in Vorarbeiten des Lehrstuhls etablierten DCC-Signaturgene AHSP und CAI sowie der
NCC-Gene AHNAK und JUN gepriift werden (Irlbeck, C., 2019, Patwary, N., in Bearbeitung).
Ob eine Unterscheidung zwischen EpCAM*™ DCCs und EpCAM" NCCs auf Proteinebene
mittels CD27/319 gelingen kann, sollte abschlieBend anhand einer Kopiezahlanalyse mittels
LowPass Genomsequenzierung untersucht werden. Tumorzellen sollten demnach Mutationen
und Genomaberrationen tragen, wihrend gesunde Zellen eher ein balanciertes Genom

aufweisen sollten. Einen Uberblick iiber das gesamte Kollektiv zeigt Tabelle 3 35.
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Tabelle 3 35 Uberblick iiber das in der Studie eingeschlossene Kollektiv mit den zugehérigen klinischen Daten.

Patientinnen | gesunde
M0-Stadium | Spender

Geschlecht weiblich 33(100,0 %) | 2 (25,0 %)

mannlich 0 (0,0 %) 4 (75,0 %)
Durchschnittsalter (Jahre) 48,7 70,5
Ausdehnung Primértumor T1 5 (15,1 %) NA

T2 18 (54,5 %) NA

T3 6 (18,2 %) NA

T4 1 (3,0 %) NA

nicht bekannt 39,1 %) NA
Nodalstatus NO 10 (30,3 %) NA

N1-3 20 (60,6 %) NA

nicht bekannt 39,1 %) NA
Fernmetastasen MO 33(100,0 %) | NA

Ml 0 (0,0 %) NA

nicht bekannt 0 (0,0 %) NA
Differenzierungsgrad Gl 0 (0,0 %) NA

G2 14 (42,4 %) NA

G3 12 (36,4 %) NA

nicht bekannt 7 (21,2 %) NA
Zeitpunkt der Punktion vor Therapie 25 (75,8 %) NA

nach begonnener Therapie | 8 (24,2 %) NA
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4.1  Identifizierung von echten disseminierten Krebszellen mittels EpCAM,
CD27/319 Immunfluoreszenzfarbung

4.1.1 Anwendung der EpCAM, CD27/CD319 Immunfluoreszenzfiarbung auf Knochenmark
von Mammakarzinom-Patientinnen und Kontrollpatienten

Wie in 3.2 und 3.3 beschrieben, wurden die Patientenproben nach einer Depletion mit
Antikorpern gegen CD33 (myeloische Zellen), CDI11b (Monozyten, Makrophagen,
Granulozyten, natiirliche Killerzellen), Glycophorin A (Erythrozyten) und CD45 (Leukozyten)
mit EpCAM-PE und CD27/CD319-AF647 gefarbt. Dabei wurden die Knochenmarkproben
(KMP) hinsichtlich EpCAM" Zellen gescreent und ihr Phénotyp dann unter Hinzunahme der
Immunmarker beurteilt. Dabei ergaben sich drei mogliche Gruppen:

1) EpCAM*, CD27/CD319 Zellen, 2) EpCAM", CD27/CD319" Zellen und 3) EpCAM,
CD27/CD319" Zellen.

4.1.1.1 Einfluss der Depletion auf die Zusammensetzung der Knochenmarkproben

Vor der Immunfluoreszenzfiarbung sollten spezifische Zellpopulationen aus einer heterogenen
Suspension mittels immunmagnetischer Depletion abgetrennt und so der Anteil der DCCs
erhoht werden. In vorliegender Arbeit sollte der Einfluss dieses Depletionsvorgangs auf die
Zusammensetzung der Knochenmarkproben untersucht werden. Dazu erfolgte die Auswertung
der Depletion hinsichtlich Erythrozyten und mononuklearer Zellen (MNZ) in den 33 MO- und
sechs depletierten Kontrollpatienten (Abbildung 3). Dabei wurden die Werte mit der manuellen
Zellzéhlung ermittelt. Bei MO- sowie Kontrollpatienten konnten Erythrozyten und MNZ
signifikant durch die Depletion reduziert werden (MO: p < 0,0001, KP: p = 0,03). Die
Gesamtzahl der MNZ bei Krebspatienten sank um durchschnittlich 93 % und bei
Kontrollpatienten um 94 %. Die Anzahl der Erythrozyten wurden bei Krebspatienten
signifikant im Durchschnitt um 97 % verringert, bei Kontrollpatienten um 99 %. Diese
Ergebnisse konnten bereits in Vorarbeiten des Labors gezeigt werden (Dambdck, A., 2022).
Somit konnten ungewiinschte Zellpopulationen signifikant depletiert und die Zellen

anschlieenden fiir die Immunfluoreszenzfiarbung bereitgestellt werden.
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Abbildung 3 Anderung der Anzahl von mononuklediren Zellen und Erythrozyten bei Krebs- und Kontrollpatienten durch die
Depletion. In (a) ist die Anzahl der mononukledren Zellen pro Millionen (MNZ) abgebildet, in (b) die Anzahl der
Erythrozyten pro Millionen jeweils bei Krebs- und Kontrollpatienten, vor und nach der Depletion. In (c) ist der Anteil der
depletierten MNZ und Erythrozyten in Prozent bei Krebs- und Kontrollpatienten zu sehen. Die Werte wurden mittels
manueller Zellzdhlung ermittelt. Mittelwert und Standardabweichung wurden aufgetragen. Die statistischen
Berechnungen wurden mit den Zellzahlen und dem Wilcoxon-Test durchgefiihrt.
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4.1.1.2 Ergebnisse der EpCAM, CD27/CD319 Immunfluoreszenzfarbung auf

Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen und Kontrollpatienten

In Voruntersuchungen wurde die beschriebene Immunfluoreszenzfiarbung etabliert und bereits
angewendet (Dambdck, A., 2022). Beide Immunmarker wurden an das gleiche Fluorochrom
AF647 gekoppelt und konnten dann im APC-Kanal betrachtet werden. Bei einigen Zellen
erhielten wir ein Signal im APC-Kanal, welches nicht so stark war, wie das der Immunzellen,
aber dennoch sichtbar. So wurde dieses Zellkollektiv zunéchst als EpCAM*, CD27/CD319
Zellen klassifiziert. Ein Leak des PE-Fluorochroms in den APC-Kanal konnte bereits in
Vorarbeiten ausgeschlossen werden (Dambock, A., 2022). Da auch bei einer ungefirbten Probe
und der Isotypkontrolle eine APC-Positivitit auffiel, wurde vermutet, dass Zellen, welche bei
der Depletion an APC-gebundene Antikorper gekoppelt werden, nicht zu 100 % depletiert
werden und daher die APC-Positivitidt zustande kommt. Im Verlauf konnte auch mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden, dass eine kleine CD45*/APC* Fraktion auch nach
Depletion noch in der Zellsuspension vorhanden ist. Da es sich aber bei allen APC* Zellen um
Immunzellen handelte, welche mittels Ausschlussmarkern in der Depletion nicht entfernt
werden konnten, wurden die Negativmarker CD27 und CD319 trotzdem weiter mit dem Alexa
Fluor 647 Fluorochrom, welches im APC-Kanal sichtbar wird, verwendet. Unter anderem
durch diese Erkenntnisse wurden die Marker CD27 und CD319 an das gleiche Flurorochrom
Alexa Fluor 647 gekoppelt, um eine moglichst hohe Férbungsintensitit und damit eine
deutliche Abgrenzung vom Firbungshintergrund zu erreichen. Im weiteren Verlauf der Arbeit
wurden nur Zellen als EpCAMY, CD27/CD319" Zellen gewertet, welche keine Farbung im
APC-Kanal aufwiesen, wie in Abbildung 4 (Zeile a) zu entnehmen. Zellen, welche eine
dhnliche Farbung, wie in Abbildung 4 (Zeile b) hatten, wurden als EpCAM*, CD27/CD319*
Zellen gewertet, da sie mindestens einen Immunmarker auf ihrer Zelloberfldche exprimierten

und damit EpCAM™ Nicht-Krebszellen darstellen.
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Brightfield EpCAM-PE in Cy3  CD27, 319-AF647 in Merged
APC

Abbildung 4 Beispielbilder der EpCAM, CD27/319 Immunfluoreszenzféirbung einer M0O-Knochenmarkprobe. Zu sehen sind
die Ergebnisse der EpCAM, CD27/319 Firbung in Suspension im Hellfeld, Cy3-Kanal, APC-Kanal und die Uberlagerung der
drei Kandle. In a) eine EpCAM*, CD27/319- Zelle, welche nur ein Signal im Cy3-Kanal aufweist. In b) eine EpCAM",
CD27/319+ Zelle, welche sowohl in Cy3 als auch in APC ein positives Signal zeigt. In c) sind EpCAM-, CD27/319+ Zellen zu
sehen, diese weisen nur eine Fdrbung im APC-Kanal auf. Die Vergréflerung liegt bei 20x. Im Cy3-Kanal wurde mit
Belichtungszeit 1s, Gain 0 gearbeitet (Helligkeit 65, Kontrast 62), im APC-Kanal mit Belichtungszeit 1s, Gain 18 (Helligkeit
50, Kontrast 50). Skala 50 pm.

Um diese Klassifikation der Zellen zu quantifizieren, wurde eine Auswertung der
Farbungsintensitit mittels der Software Image] durchgefiihrt (Abschnitt 3.3.5). Die bereits
isolierten EpCAM", CD27/CD319 Zellen und EpCAM", CD27/CD319* Zellen wurden somit
nachtrdglich vergleichend betrachtet und hinsichtlich ihrer EpCAM und CD27/CD319
Intensitit ausgewertet (Abbildung 5). Es fiel auf, dass sich die EpCAM-Intensitit zwischen
EpCAM', CD27/CD319" Zellen und EpCAM*, CD27/CD319" Zellen nicht unterscheidet
(p = 0,66). Dagegen gab es einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der CD27/CD319-
Intensitit (p < 0,0001). Damit konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den isolierten
EpCAM', CD27/CD319" Zellen und EpCAM*, CD27/CD319" Zellen um verschiedene
Zellphénotypen handelte.
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Abbildung 5 Darstellung der IF-Férbungsintensitéiten der EpCAM, CD27/319 gefirbten Zellen aus MO-Knochenmarkproben.
Zu sehen ist die Auswertung der IF-Fdrbungsintensitdten der isolierten Einzelzellen mittels der Software Image]. Dabei sind
die mittleren Grauwerte der Einzelzellen hinsichtlich ihrer EpCAM Fédrbung (a) und ihrer CD27/CD319 Fdrbung (b)
dargestellt. Zusdtzlich ist vergleichend eine Positivkontrolle dargestellt. In a) entspricht diese EpCAM* MCF7-Zellen, in b)
CD27/CD319+ Immunzellen aus dem Knochenmark. Abgebildet sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Die
p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U Test berechnet.

Es ergibt sich also ein Kollektiv aus 33 KMP von Patientinnen im MO-Stadium, welches aus 37
EpCAM*,CD27/CD319 Zellen und 50 EpCAM*, CD27/CD319* Zellen bestand, die nach dem
Screeningvorgang isoliert wurden. Das Kollektiv aus KP bestand aus fiinf isolierten EpCAM™,
CD27/CD319" Zellen. Zusitzlich wurden bei jedem Patienten die EpCAM-, CD27/CD319*
Zellen isoliert (n(MO0) = 59, n(KP) = 10), welche fiir diese Arbeit als interne Kontrolle dienen
sollten, da sie keinen EpCAM" Phénotyp aufwiesen. Bei 45,4 % der MO-KMP konnte dabei
mindestens eine EpCAM*, CD27/CD319 Zelle gefunden werden, wihrend bei 54,6 % das
Auffinden einer EpCAM*, CD27/CD319 Zelle erfolglos verblieb. Dahingegen konnte bei
keiner der sechs gesunden KMP eine EpCAM*, CD27/CD319" Zelle gescreent werden. Somit
wurden in Proben von MO-Spenderinnen tendenziell haufiger EpCAM*, CD27/CD319 Zellen
gefunden als in Proben von gesunden Spendern (p = 0,06), (Abbildung 6).

72



p=0,06
B mit mind. einer EpCAM*

€ 100+

§ CD27/CD319" Zelle
& 80 3 ohne eine EpCAM*
E CD27/CD319 Zelle
Q

£ 60

2

& 401

[

T

.a 20-

t

<

0' T

Krebs- Kontroll-
patientinnen (n=33) patienten (n=6)

Abbildung 6 Darstellung des Anteils von Patientenproben mit und ohne EpCAM*, CD27/319 Zelle. Zu sehen ist der Anteil,

der in der IF-Mikroskopie gescreenten Patientenproben in Prozent, welche mindestens eine EpCAM*, CD27/CD319- Zelle

aufwiesen. Es wurde in Krebs- und Kontrollpatienten unterschieden. Der p-Wert wurde mit dem Fisher’s exact Test
berechnet.

Daraus ergab sich, dass 100 % der Zellen der Kontrollproben die Marker CD27 und CD319
exprimierten, wiahrend nur 57,5 % der Zellen der Krebspatienten diese Marker trugen
(Abbildung 7). Diese Erkenntnisse konnten auch schon in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
gezeigt werden (Dambock, A., 2022).

100

Bl Zellen von Krebspatientinnen (n=87)
80 - [ Zellen von Kontrollpatienten (n=5)
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20

Anteil der CD27/CD319* Zellen

Patientenzellen

Abbildung 7 Darstellung des Anteils CD27/CD319 positiver Zellen in Krebs- und Kontrollproben. Zu sehen ist der Anteil, der
mittels IF-Mikroskopie isolierten CD27/CD319+ -Einzelzellen in Prozent, in Krebs- und Kontrollpatienten.
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Weiterhin lieBen sich in Krebspatienten tendenziell mehr EpCAM*, CD27/CD319" Zellen pro
Million MNZ finden als EpCAM*, CD27/CD319 Zellen (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Anzahl der EpCAM* Zellen im Knochenmark der Krebspatientinnen in der Inmunfluoreszenzmikroskopie. Zu
sehen ist die Anzahl der EpCAM+ Zellen in einer Million mononukledrer Zellen (MNZ) pro Knochenmark einer
Mammakarzinom-Patientin (dargestellt durch einen Punkt). Dabei wurde unterteilt in EpCAM*,CD27/319- Zellen und
EpCAM+CD27/319+ Zellen. Die Abbildung zeigt die jeweiligen Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Der p-Wert
wurde mit dem Mann-Whitney-U Test berechnet.

4.1.2  Durchfiihrung der quantitativen Polymerase-Ketten-Reaktion zur Analyse des
Einzelzell-Transkriptoms

Nachdem isolierte Zellen bereits anhand ihrer exprimierten Proteine (Absatz 4.1.1.2) eingeteilt
werden konnten, sollte nun eine nihere Charakterisierung dieser Zellen auf Transkriptebene
stattfinden.

Nach bereits beschriebenen Aufarbeitungs- und Kontrollverfahren (Abschnitt 3.7) wurden 47
Einzelzellen von 13 MO-Patientinnen zur Transkriptanalyse verwendet. Die Zellen der
Kontrollpatienten (KP) wurden fiir die Auswertung ausgeschlossen, da es sich dabei nur um
drei verbliebene Zellen mit ausreichend guter Qualitdt handelte. Eine vergleichende
Betrachtung der Firbe- und qPCR-Ergebnisse zwischen den Zellen der MO-
Brustkrebspatientinnen und den Zellen der gesunden Knochenmarkspender kann nicht
erfolgen. So ergaben sich zehn analysierbare EpCAM*, CD27/CD319- Zellen,
18 EpCAM*, CD27/CD319* Zellen und 19 verwendbare EpCAM-, CD27/CD319" Zellen.
Zundchst wurden dazu in die Untersuchung die Gene EpCAM, CD27 und CD319
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eingeschlossen, um ihr Vorkommen in den Zellen auf Transkriptomebene zu validieren (Absatz
4.1.2.4). Dazu mussten die Primer fiir CD27 und CD319 noch etabliert werden (Absatz 4.1.2.3).
Weiterhin wurde die Untersuchung um CD45 erginzt (Absatz 4.1.2.2).

Im weiteren Verlauf (Absatz 4.1.2.5) sollte zudem das Vorhandensein der in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe eingefiihrten DCC-Signaturgene AHSP und CA1 sowie der NCC-Gene AHNAK
und JUN gepriift werden (Irlbeck, C., 2019, Patwary, N., in Bearbeitung).

4.1.2.1 Qualitdtskontrollen isolierter Einzelzellen nach EpCAM, CD27/CD319

Immunfluoreszenzfarbung

Um auszuschlieen, dass Zellen gepickt werden, die eine schlechtere Qualitdt haben oder schon
auf dem Weg zum Zelltod sind, wurde zusétzlich zur EpCAM, CD27/319 Féarbung ein DAPI-
Farbstoff verwendet. DAPI ist zwar kein spezifischer Apoptose-Marker, kann aber zeigen, ob
eine Zelle ihre Membranintegritdt bereits verloren hat, indem es sich im Zellkern
entsprechender Zellen anreichert, was bei einer intakten Zellmembran nicht moglich ist.
Beobachtbar war, dass die zur Isolierung in Frage kommenden Zellen DAPI" verblieben
(Abbildung 10). Im Anschluss wurden die isolierten Marker” und DAPI" Zellen im Rahmen der
Vorbereitung fiir folgende quantitative Polymerasenkettenreaktion (qQPCR) einer Whole
Transcriptome Amplification (WTA) mit Qualititskontrolle (Quality Control, QC) unterzogen
(Abschnitt 3.12). Dabei konnte beobachtet werden, dass EpCAM*, CD27/CD319" Zellen
iiberwiegend drei Banden aufwiesen, EpCAM"’, CD27/CD319* Zellen (p = 0,0003) und
EpCAM-, CD27/CD319* Zellen (p = 0,0003) zeigten signifikant hdufiger zwei oder weniger
Banden. Zwischen allen CD27/CD319" Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Anzahl der Banden in den Qualititskontrollen (p = 0,7). Wir konnten somit
zeigen, dass diese Verteilung auch fiir Zellen gilt, deren Membranintegritéit und somit indirekt

Vitalitdt nachgewiesen wurde und die Zellen fiir die qPCR verwendet werden konnten.
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Abbildung 10 Darstellung der DAPI-IF-Firbungsergebnisse in M0-Knochenmarkproben. Zu sehen sind die Ergebnisse der
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50 um.
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4.1.2.2 Untersuchung der isolierten Zellen auf das Vorkommen des CD45-Transkripts

Wie in 4.1.1.2 bereits erwdhnt, wurden bei der Depletion unerwiinschte Zellfraktionen mit
APC-gebundenen Antikdrpern gefdarbt und anschlieBend mittels Beads und einem Magneten
negativ selektiert. Aufgrund der potenziellen Ineffizienz dieses Prozesses kann es vorkommen,
dass auch nach Durchfluss durch das Depletionsrohrchen APC-gefarbte Zellen im Mikroskop
sichtbar sind und diese Positivitidt somit nicht oder nicht allein durch die Expression der
Immunmarker CD27 und CD319 zustande kommt. In Voruntersuchungen des Lehrstuhls
konnte mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden, dass nach Depletion vor allem
schwach CD45" Zellen in der Probe verbleiben, weshalb zur Uberpriifung des APC-Signals
CD45 fiir die Genexpressionsanalyse ausgewahlt wurde.

Dabei wurden die CD45 Primer auf alle isolierten Zellen angewendet, ungeachtet ihres
Phéanotypes. Weder in EpCAM*, CD27/CD319 Zellen noch in Zellen, welche nur
CD27/CD319 exprimierten, konnte in der qPCR das CD45-Transkript nachgewiesen werden,
sodass eine Kontamination der Proben mit APC-gefirbten Zellen nach Depletion fiir die

weiteren Analysen nicht angenommen wurde (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Darstellung der qPCR-Ergebnisse zum Vorkommen des CD45-Transkripts. Zu sehen ist in a) die beispielhafte
Darstellung der Anzahl der qPCR-Zyklen aufgetragen gegen die detektierte Fluoreszenz. Dabei zeigen die roten Linien die
Positivkontrolle. Die griinen Linien zeigen die Negativkontrolle und negative Proben. In b) sind vergleichend die Cp-Werte
von beispielhaften CD45-negativen Patientenproben und der Positivkontrollen (Cp = 22,3) dargestellt. Abgebildet sind die
Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U Test berechnet.
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4.1.2.3 Etablierung der CD27/CD319- Primer zur Analyse des Zelltranskriptoms mittels
qPCR

Zur Untersuchung der CD27 und CD319 Genexpression, mussten die dafiir bendtigten Primer

erst etabliert werden.

Nachdem, wie in 3.11.1 beschrieben, jeweils vier in Frage kommende Primerpaare fiir die
Zielgene designt wurden, durchliefen diese die Etablierungsschritte. Fiir alle Primer wurde eine
Temperatur von 58 °C als optimal angesehen. Im weiteren Verlauf wurde mit den je vier
Primerpaaren eine Standardkurven-PCR bei den ermittelten 58 °C durchgefiihrt und im
Anschluss an die Standardkurven-PCR ein Restriktionsverdau. In Abbildung 12 und Abbildung
13 sind die Ergebnisse der Gradienten-PCR und des Restriktionsverdaus fiir die final
ausgewdhlten Primerpaare zu sehen. In Abbildung 14 sind die Schmelzkurven und in
Abbildung 15 die Ergebnisse der Standardkurven-PCR der final ausgewéhlten Primerpaare
dargestellt.
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Abbildung 12 Darstellung der Ergebnisse der Gradienten-PCR der final verwendeten Primer fiir a) CD27 und b) CD319. Es
wird deutlich, dass bei 58,1°C die stdrkste Bande zu sehen ist. Die weiteren Experimente wurden bei dieser

Annealingtemperatur durchgefiihrt.
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Abbildung 13 Gelbilder des Restriktionsverdaus der final verwendeten Primer fiir a) CD319 und b) CD27.
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Abbildung 15 Standardkurven der final verwendeten Primerpaare fiir a) CD27 und b) CD319.

4.1.2.4 Vorkommen der Immunmarker CD27 und CD319 auf Transkriptebene

Die in 4.1.2 beschriebenen Zellen wurden in der qPCR untersucht. Dabei wurden die Zellen
hinsichtlich ihrer Phdnotypen und der in der PCR nachgewiesenen Transkripte in vier Gruppen
eingeteilt: 1) In Zellen, die jeweils nur das EpCAM- oder 2) nur die CD27/319-Transkripte
zeigten sowie 3) Zellen, die alle Transkripte oder 4) keines der Transkripte exprimierten. Da
die Expression der Immunmarker CD27 und CD319 mit zwei separaten Primerpaaren gemessen
wurde, wurde bei der Auswertung zur Vereinfachung jede Zelle positiv gewertet, sobald sie
positiv auf mindestens einen Marker (entweder CD27 oder CD319) war. Anhand der Kurven
und der Cp-Werte (p < 0,0001) konnten die Zellen deutlich in Marker-positive und Marker-
negative Zellen eingeteilt werden (Abbildung 16 und Abbildung 17).
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Abbildung 16 Darstellung der qPCR-Ergebnisse zum Vorkommen des CD27-Transkripts. Zu sehen ist in a) die beispielhafte
Darstellung der Anzahl der qPCR-Zyklen aufgetragen gegen die detektierte Fluoreszenz. Dabei zeigen die roten Linien die
Positivkontrolle und positive Proben. Die griinen Linien zeigen die Negativkontrolle und negative Proben. In b) sind
vergleichend die Cp-Werte von beispielhaften CD27-positiven und CD27-negativen Patientenproben dargestellt. Abgebildet
sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U Test berechnet.
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Abbildung 17 Darstellung der qPCR-Ergebnisse zum Vorkommen des CD319-Transkripts. Zu sehen ist in a) die beispielhafte
Darstellung der Anzahl der qPCR-Zyklen aufgetragen gegen die detektierte Fluoreszenz. Dabei zeigen die roten Linien die
Positivkontrolle und positive Proben. Die griinen Linien zeigen die Negativkontrolle und negative Proben. In b) sind
vergleichend die Cp-Werte von beispielhaften CD319-positiven und CD319-negativen Patientenproben dargestellt.
Abgebildet sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U Test
berechnet.

81



Weiterhin wurde deutlich, dass acht der zehn EpCAM*, CD27/CD319" Zellen auch das EpCAM-
Transkript exprimierten (80 %). Eine Zelle zeigte sowohl das EpCAM- als auch die CD27 bzw.
CD319- Transkripte (10 %) und bei einer Zelle konnten nur die CD27- oder CD319-
Transkripte nachgewiesen werden (10 %). Dahingehen exprimierte nur eine der 18 EpCAM™,
CD27/CD319" Zellen das EpCAM-Transkript (5 %), obwohl das Protein in der [F-Farbung noch
deutlich detektierbar war. Der Hauptanteil dieser Zellen exprimierte nur die Transkripte von
CD27 oder CD319 (56 %). Nur drei Zellen exprimierten beide Transkripte (17 %), wie es nach
der Féarbung, bei welcher die Zellen doppelt positiv waren, auch zu erwarten gewesen ware.
Vier Zellen waren negativ flir alle getesteten Transkripte (22 %). In der Gruppe der EpCAM’,
CD27/CD319" Zellen exprimierte, wie nach der Farbung erwartet, keine Zelle das EpCAM-
Transkript. Die Transkripte von CD27 und CD319 exprimierten 14 Zellen (74 %), fiinf Zellen
exprimierten kein getestetes Transkript (26 %).

Damit ergibt sich, dass EpCAM*, CD27/CD319 Zellen signifikant hdufiger das EpCAM-
Transkript aufwiesen als EpCAM?, CD27/CD319" Zellen (p < 0,0001). Diese verhielten sich
eher wie EpCAM-, CD27/CD319" Zellen (p = 0,3) und exprimierten signifikant haufiger als nur
die CD27/319-Transkripte (p = 0,04), (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Genexpression von EpCAM, CD27 und CD319 unterteilt nach Zelltypen. Zu sehen sind die Ergebnisse der Zellen
unterschiedlichen Phdnotyps der MO-Mammakarzinom-Patientinnen in der qPCR, hinsichtlich der Expression der
EpCAM-, CD27-, CD319- Transkripte. Auf der y-Achse ist die relative Verteilung zu sehen. Die p-Werte wurden mit dem
Fischers Exact- Test berechnet.

4.1.2.5 Hinzunahme von DCC- und NCC-Signaturgenen zur ndheren Identifikation

Da die qPCR-Auswertungen hinsichtlich der EpCAM- und CD27, CD319-Transkripte ergaben,
dass NCCs signifikant seltener das EpCAM-Transkript exprimierten, sollte die qPCR-
Untersuchung um weitere Primer ergdnzt werden. Die zusdtzlichen Primer sollten weiteren
Aufschluss tliber die Identitdt der Zellen geben. In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe
wurden mittels Geneexpressionsprofilen von 25 chromosomal aberranten M0O-DCCs und 22
Healthy Donor-NCCs (Kontrollpatienten, Healthy Donor, HD) Gene identifiziert, welche
entweder hiufiger in DCCs oder NCCs vorkommen. Dabei handelte es sich um AHNAK und
JUN, héufiger exprimiert von NCC, und AHSP und CA1, hiufiger in DCC zu finden (Irlbeck,
C., 2019). Die Zellen mit ihren verschiedenen Phédnotypen wurden nun hinsichtlich ihrer
Expression der DCC- und NCC-Signaturgene getestet und in Zellen mit 1) DCC-Signatur, 2)
NCC-Signatur und 3) Zellen mit undefinierter Signatur eingeteilt. Eine strengere Einteilung
teilt die DCC- und NCC-Signaturen nochmals in deutlich DCC oder NCC und DCC- und NCC-
dhnlich. In folgender Auswertung wurden alle DCC- oder NCC-dhnlichen Zellen der DCC- und
NCC-Signatur zugeteilt. Das in Abbildung 19 gezeigte Schema macht die Unterteilung anhand

der Cp-Werte nochmal deutlich.
83



In den Vorarbeiten des Lehrstuhls wurde diese qPCR-Untersuchung bereits auf 272 MO
EpCAM" Zellen und 40 EpCAM* Zellen aus HDs angewendet. In der Gruppe EpCAM" M0-
Zellen wiesen 66 % die DCC-Signatur auf, 22 % eine NCC-Signatur und 11 % konnten nicht
niher definiert werden. Bei den Zellen der gesunden Spender waren 61 % positiv auf die NCC-

Signatur, 36 % positiv auf die DCC-Signatur, 5 % verblieben undefiniert (Irlbeck, C., 2019).
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DCC One One One
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— Expressionof NCC genes

Expression of DCC genes -

Abbildung 19 Darstellung der Klassifizierung von Zellen anhand der DCC- oder NCC-Signatur (Irlbeck, C., 2019).

Somit sollte eine Erginzung des bisherigen qPCR-Ansatzes mit den beschriebenen Signatur-
Genen die Zellen ndher definieren. Die in 4.1.2 beschriebenen Zellen wurden fiir die
vorliegende Auswertung verwendet.

In der Gruppe der phéanotypisch EpCAM*, CD27/CD319 Zellen wiesen fiinf Zellen die DCC-
Signatur auf (50 %), drei Zellen die NCC-Signatur (30 %), zwei Zellen verblieben undefiniert
(20 %). In der Gruppe der phéanotypisch EpCAM*, CD27/CD319" Zellen waren elf Zellen
positiv auf die NCC-Signatur (61 %) und sieben Zellen konnten nicht genau einer Signatur
zugeordnet werden (39 %). Keine Zelle der Gruppe der phéanotypisch doppelt positiven Zellen
wies die DCC-Signatur auf. Auch in der Gruppe der EpCAM-, CD27/CD319" Zellen ergab sich
eine dhnliche Verteilung.

Mittels Fisher’s Exact Test konnte gezeigt werden, dass EpCAM*, CD27/CD319" Zellen
signifikant hiufiger die DCC-spezifische Signatur exprimierten als EpCAM*, CD27/CD319*
Zellen (p = 0,002). Diese zeigten eine NCC-spezifische Signatur (p = 1), (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Einteilung der Zellen anhand DCC- und NCC- Signaturgene unterteilt nach ihren Phéinotypen. Zu sehen sind
die Ergebnisse der Zellen unterschiedlichen Phénotyps der MO-Mammakarzinom-Patientinnen in der qPCR, hinsichtlich
ihrer Expression der DCC-Signaturgene (AHSP, CA1) und NCC-Signaturgene (AHNAK, JUN). Auf der y-Achse ist die relative
Verteilung zu sehen. Die p-Werte wurden mit dem Fishers Exact- Test berechnet.

Eine zusammenfassende Darstellung der qPCR-Ergebnisse aller Zellen liefert Abbildung 21.
Darin wurde deutlich, dass EpCAM*, CD27/CD319" Zellen ein eigenes Kluster bildeten und
sich somit von den EpCAM", CD27/CD319" Zellen abgrenzten. Hinsichtlich ihrer exprimierten
Transkripte bildeten diese eher mit den Immunzellen eine Gruppe. Die qPCR-Ergebnisse legten
damit nahe, dass eine Einteilung der EpCAM" Zellen nach ihrer Expression von CD27/CD39

sinnvoll erscheint, um diese genauer zu charakterisieren.

85



EpCAM*, CD27/CD319" Zellen

EpCAM*, CD27/CD319* Zellen

c

)

o

¥

]

c

]

<

2

)

N
c
8
o
N
b
o
=
o
o
~
N
o
©
s
<
(8]
o
w

KR

Exprimierte Transkripte

Abbildung 21 Darstellung der Expression ausgewdhlter Gene aller Zellen. In der Heatmap ist die Expression der Transkripte
EpCAM, CD27, CD319, AHNAK, JUN, AHSP, CA1 in der qPCR fiir jede Zelle dargestellt. Dabei zeigt jede Reihe eine Zelle,
unterteilt in EpCAM*, CD27/319- Zellen, EpCAM*,CD27/31+ Zelle und EpCAM-CD27/319+ Zelle und jede Spalte ein
getestetes Gen. Farblich kodiert sind dabei die Cp-Werte, welche sich bei der qPCR ergaben. Je dunkler die Farbe, desto
geringer der Cp-Wert. Blaue Kdstchen bedeuten also eine Positivitct der Zelle fiir ein entsprechendes Gen, weif3e Kdstchen
bedeuten, dass das gesuchte Transkript nicht exprimiert wurde.
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4.1.2.6 Uberpriifung der Giitekriterien der EpCAM, CD27/CD319

Immunfluoreszenzfarbung hinsichtlich der gPCR-Ergebnisse

Zu dem Schluss kommend, dass das Vorhandensein der beiden Immunmarker CD27 und
CD319 in der Oberfldchenfiarbung unerwiinschte EpCAM-positive Zellen detektieren und aus
weiteren Analysen ausschlieen kann, sollte nun eine vergleichende Betrachtung von IF-
Féarbung und qPCR-Signaturen erfolgen (Tabelle 3 36). Dabei ergab sich eine Testsensitivitit
von 100 % und eine Spezifitdt von 88 %. Weiterhin kann man sagen, dass man zu 62,5 %
(positiver Pradiktionswert) eine Zelle mit DCC-Signatur erhdlt. Mit einer 100-prozentigen
Wahrscheinlichkeit zeigt eine Zelle keine DCC-Signatur, wenn ihr Phianotyp CD27/ CD319*

ist, unabhédngig von ihrem EpCAM-Status (negativer Pradiktionswert).

Tabelle 3 36 Glitekriterien der EpCAM, CD27/CD319 Immunfluoreszenzférbung im Vergleich mit der gPCR-Klassifizierung.

qPCR DCC qPCR NCC Pridiktionswerte
EpCAM', CD27/CD319" |5 3 0,625
EpCAM*,CD27/CD319* |0 23 1
EpCAM-, CD27/CD319*
Sensitivitit und Spezifitit | 1 0,88

Abschlieflend lésst sich nach allen qPCR-Analysen und -Auswertungen sagen, dass sich Zellen,
welche EpCAM-einzelpositiv sind, eher als echte DCCs einordnen lassen. EpCAM',
CD27/CD319" Zellen verhalten sich eher wie die EpCAM-, CD27/CD319" Zellen. Die
abschlielende Analyse dieser Zellen und den Beleg, welche Zellen ein aberrantes Genom haben

und damit echte DCCs sind, sollte die LowPass-Sequenzierung erbringen.

4.1.3 LowPass-Sequenzierung zur Detektion genomischer Aberrationen

Wie zuvor beschrieben verhielten sich Zellen, welche einen EpCAM”*, CD27/CD319" Phénotyp
aufwiesen auf Transkriptebene wie EpCAM- Zellen und grenzten sich damit von EpCAM™,
CD27/CD319 Zellen ab. Dementsprechend konnte eine Unterscheidung zwischen EpCAM*
DCCs und EpCAM" NCCs auf Proteinebene mittels CD27/319 gelingen. Diese Hypothese
sollte nun anhand einer Kopiezahlanalyse mittels LowPass Genomsequenzierung untersucht
werden. Tumorzellen sollten demnach Mutationen und Genomaberrationen tragen, wihrend

gesunde Zellen eher ein balanciertes Genom aufweisen sollten.
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4.1.3.1 Uberblick iiber das in die Genomanalyse eingeschlossene Kollektiv an Einzelzellen von

Mammakarzinom-Patientinnen und Kontrollpatienten

Fiir die LowPass-Sequenzierung wurden alle bereits in der gPCR analysierten Zellen verwendet
(Absatz 3.5). Zusétzlich wurden weitere Zellen direkt fiir die LowPass-Sequenzierung isoliert
und ohne weitere Zwischenschritte aufgereinigt (Absatz 3.6), um qualititsbedingte Ausfille
moglichst gering zu halten. Daher wurden im Folgenden die Zellen zunichst getrennt nach
ihrem Aufarbeitungsweg beurteilt und in Uberstandszellen (U) und frisch isolierte Zellen (F)
unterschieden. Von 24 MO0-Patientinnen wurden 80 Zellen und von drei KP sechs Zellen zur
Genomanalyse mitgefiihrt (Abbildung 34) und die erhaltenen CNV-Profile nach den in 3.14
aufgefiihrten Qualitdtskriterien beurteilt (Abbildung 22).

Von den Uberstandszellen konnten 16 Zellen von zehn MO-Patientinnen (n(EpCAMY,
CD27/CD319) = 3; n(EpCAM', CD27/CD319") = 6; n(EpCAM", CD27/CD319") = 7)
ausgewertet werden. Von den frischen Zellen waren es 21 Zellen von acht M0O-Patientinnen
(n(EpCAM*, CD27/CD319) = 6; n(EpCAM’, CD27/CD319") = 11; n(EpCAM,
CD27/CD319") = 4). Die Zellen der Kontrollpatienten konnten nach den strengen

Qualitétskriterien nicht mehr in weitere Analysen eingeschlossen werden (Absatz 8.6).
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Abbildung 22 Beispielhafte Darstellung von CNV-Profilen mit guter und schlechter Qualitdt. Beispielhafte Darstellung von
CNV-Profilen mit schlechter Qualitdt (oben), guter Qualitit und balanciertem Profil (mittig) sowie guter Qualitdten und
aberrantem Profil (unten). Amplifikationen sind in rot zu sehen, Deletionen in blau.
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4.1.3.2 Auswertung der LowPass-Sequenzierung zur Detektion genomischer Aberrationen in

Einzelzellen von Mammakarzinom-Patientinnen

Sowohl die EpCAM*, CD27/CD319" Zellen als auch die EpCAM*, CD27/CD319" Zellen
wiesen in 100 % der Félle ein balanciertes Genom auf. Unerwarteterweise zeigten jedoch die
Immunzellen in 18,2 % der Fille ein aberrantes Genom. Dabei handelte es sich bei den
aberranten Zellen in beiden Fillen um Uberstandszellen, frisch isolierte Zellen wiesen
durchgehend balancierte Genome auf. Weiterhin konnten den aberranten Zellen nur eine
undefinierte Signatur in den qPCR zugeordnet werden. Zellen, welche eine DCC- oder NCC-

spezifische Signatur hatten, wiesen durchgehend ein balanciertes Genom auf (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Darstellung der Anteile von Zellen mit balanciertem und aberrantem Genom hinsichtlich ihres
Zellphdnotypes. Zu sehen ist die prozentuale Verteilung von Zellen mit aberrantem und balanciertem Genom in der
LowPass-Sequenzierung in den Gruppen der EpCAM*,CD27/319- Zellen und EpCAM*,CD27/319+* Zellen und der Gruppe der
EpCAM-,CD27/319+ Zellen.

Weiterhin wurde deutlich, dass sich ein erheblicher Qualitdtsunterschied in den Gruppen der
frisch isolierten Zellen und der Uberstandszellen ergab. Wie erwartet, wiesen die frischen
Zellen signifikant hiufiger (p < 0,0001) Profile auf, welche ein cA* < 0,2 zeigten (Abbildung
24). Da die sogenannten frischen Zellen direkt fiir die Sequenzierung isoliert wurden und
weniger Aufarbeitungsschritte durchliefen als die Uberstandszellen, kann hier eine mogliche

Erklarung dafiir liegen (Absatz 5.3).
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Abbildung 24 Darstellung der Anzahl der Profile von M0-Zellen mit guter und schlechter Qualitit. Zu sehen ist der Anteil
der LowPass-Profile von M0-Zellen mit guter Qualitdt (c4* < 0,2) und schlechter Qualitdt (c4* > 0,2) in Prozent. Dabei
wurde unterteilt in Uberstandszellen (blau) und frisch isolierte Zellen (grau). Der p-Wert wurde mit dem Fisher’s exact
Test berechnet.

4.1.3.3 Uberpriifung der Giitekriterien der EpCAM, CD27/CD319

Immunfluoreszenzfirbung hinsichtlich der LowPass-Sequenzierung

Da das Vorhandensein der beiden Immunmarker CD27 und CD319 in der Oberflichenfarbung
Zellen, welche die Population der EpCAM-positiven putativen DCCs verunreinigen,
detektieren und aus weiteren Analysen ausschlieBen kann, sollte nun die Spezifitit und
Sensitivitdt der IF-Farbung hinsichtlich der LowPass-Ergebnisse iiberpriift werden. Dazu
charakterisiert man die Zellen hinsichtlich ihres CD27/CD319 Phinotypes in EpCAM,
CD27/CD319 Zellen und CD27/CD319* Zellen und bewertet den Erfolg der Farbung im
Vergleich zu ihren Genomsequenzierungs-Ergebnissen (Tabelle 3 37). Dabei haben die
Berechnungen gezeigt, dass die EpCAM, CD27/319 Féarbung vor allem eine Spezifitit von
74,3 % sowie einen negativen Priadiktionswert von 92,8 % aufweist. Die Farbung eignet sich
daher gut zum Ausschluss der ungewollten EpCAM", CD27/CD319* Zellen, jedoch nicht gut
fir die spezifische Identifikation von EpCAM*, CD27/CD319" Zellen.
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Tabelle 3 37 Darstellung der Giitekriterien der EpCAM, CD27/CD319 Immunfluoreszenzfirbung hinsichtlich der LowPass-

Ergebnisse.
Genom aberrant | Genom balanciert | Pridiktionswerte
EpCAMY, CD27/CD319 0 9 0,0
EpCAM*,CD27/CD319* |2 26 0,928
EpCAM-, CD27/CD319*
Sensitivitit und Spezifitit | 0,0 0,743
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4.2 Etablierung und Anwendung der EpCAM, CD117 Immunfluoreszenzfarbung
auf Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen

Nach der Anwendung des EpCAM, CD27/CD319 Férbepanels auf Patientenproben und der
Feststellung der Eignung der Immunmarker CD27, CD319 als Negativmarker zum Ausschluss
falsch positiver DCCs im Knochenmark von Mammakarzinom-Patientinnen, sollte nun eine
Positivitit in der IF-Farbung auf EpCAM und CD117 echte DCCs nachweisen, wihrend
EpCAM', CD117 Zellen eher falschpositive DCCs darstellen konnten. Ausgehend von dieser
Hypothese wurde eine IF-Férbung etabliert. Ziel sollte es dabei sein, eine Markerkombination
aus Negativ-, Positiv- und EpCAM-Marker zu erhalten, um nur echte DCCs zu isolieren.
Weiterhin sollten die Proben nach EpCAMPe" Zellen gescreent und dann hinsichtlich ihrer
weiteren Phénotypen néher charakterisiert werden. Da die Doppelfarbung mit EpCAM und den
Immunmarkern bereits etabliert war, musste nun noch die Firbung mit einem moglichen

Positivmarker untersucht werden.

4.2.1 Auswahl eines geeigneten Fluorochroms

Da das Ziel, eine anwendbare Markerkombination zu entwerfen, zunédchst im Vordergrund
stand, musste ein Kanal am Mikroskop gewdhlt werden, welcher noch nicht durch EpCAM
oder die Immunmarker CD27/CD319 belegt war.

Dazu standen am Olympus Mikroskop IX81 noch die FITC- und DAPI -Kanéle zur Verfiigung,
da EpCAM-PE in Cy3 und CD27/CD319-AF647 in APC sichtbar werden. So stellte auch hier

das Filterset des Mikroskops eine Limitation der Farbungsetablierung dar.

Es wurden Isotyp- und Antikorper-Farbungen durchgefiihrt, sowie jedes Mal eine ungefarbte
Probe mitgefiihrt. Da das undepletierte Knochenmark ein Ort heterogener Zellpopulationen ist
und somit noch alle Zellpopulationen enthélt, welche CD117 exprimieren kdnnen, diente dieses
hierbei als Kontrolle. Zellen, welche schwach oder gar nicht geférbt waren, wurden als CD117

betrachtet, stark gefarbte Zellen als CD117".

Zunichst wurde das Fluorochrom Brilliant Violet 421, bei welchem Exktinktion und Emission
am ehesten vom DAPI-Filter des Mikroskops abgedeckt werden konnten, verwendet. Dabei
stellte sich heraus, dass die Farbungsintensitit nur sehr schwach und Isotyp- sowie ungefarbte
Probe nicht negativ waren oder die Antikdrper-Farbung zumindest nicht stirker positiv

(Abbildung 25). Mdglicherweise resultiert dies aus einer nicht optimalen Anregung des
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Fluorochroms durch das verwendete Filterset des Mikroskops, sodass die Farbungsergebnisse

die Notwendigkeit ergaben, ein alternatives Fluorochrom zu verwenden.
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Abbildung 25 Darstellung der EpCAM, CD117 Immunfluoreszenzférbung einer undepletierten MO-Knochenmarkprobe. Zu
sehen sind die Ergebnisse der EpCAM, CD117 Fédrbung in Suspension im Hellfeld, im Cy3-Kanal, im DAPI-Kanal und die
Uberlagerung der drei Kandile. In a) eine ungefiérbte Probe, in b) die Isotyp-Fédrbungen (mlgG1-PE, mlgG1-BV42), in c) die
Antikérper-Fdarbung (EpCAM-PE, CD117-BV421) mit einer EpCAM* Zelle. Die Vergrofierung liegt bei 20x. Im Cy3-Kanal
wurde mit Belichtungszeit 1s, Gain 0 (Helligkeit 65, Kontrast 62) gearbeitet. Bei DAPI mit Belichtungszeit 1s, Gain 18
(Helligkeit 50, Kontrast 50). Skala 50 pm.

Weiterhin zur Auswahl stand Alexa Fluor 488 (FITC). Mit dem CD117-AF488 Antikorper
wurde erneut undepletiertes KM einer Mammakarzinom-Patientin gefarbt. Die ungeférbte
Probe sowie die Isotyp-Kontrolle fielen negativ aus. Die gefarbte Probe zeigte CD117" Zellen.
Trotz der recht hohen Hintergrundfirbung konnten positive Zellen deutlich erkannt werden.
Um die Positivitidt dieser im Knochenmark befindlichen Zellen weiter zu priifen, wurden
CDI117" endotheliale Progenitorzellen (EPC) als Positivkontrolle gefarbt. Die
Féarbungsintensititen von Kontrollzellen und Knochenmarkzellen stimmten {iberein
(Abbildung 31). Das Fluorochrom wurde somit fiir weitere Experimente gewihlt (Abbildung
26).
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Abbildung 26 Ergebnisse der EpCAM, CD117 Immunfluoreszenzféiirbung einer M0-Knochenmarkprobe. Zu sehen sind die
Ergebnisse der EpCAM, CD117 Férbung in Suspension im Hellfeld, im Cy3-Kanal, im FITC-Kanal und die Uberlagerung der
drei Kandle. In a) eine EpCAM*, CD117- Zelle, welche nur ein Signal im Cy3-Kanal aufweist. In b) mehrere EpCAM-, CD117*
Zellen, welche im FITC-Kanal ein positives Signal zeigen. Die Vergriofierung liegt bei 40x. Im Cy3-Kanal wurde mit
Belichtungszeit 1s, Gain 0 (Helligkeit 65, Kontrast 62) gearbeitet, im FITC-Kanal mit Belichtungszeit 1s, Gain 10 (Helligkeit
80, Kontrast 72). Skala 50 um.

4.2.1.1 Kontrolle der Uberlappung der Fluoreszenzkanile

Da die Emissionsspektren von PE und AF488 leicht {iberlappen, konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass eine positive Farbung von EpCAM-PE im Cy3-Kanal auch zu einer Farbung im
FITC-Kanal fiihrt. Somit wiirden alle EpCAM"e" Zellen auch ein Signal im FITC-Kanal
ausldsen, unabhéngig von der CD117-Expression der Zellen.

Um dies auszuschlieBen, wurde mit einer EpCAMPe" Zelllinie eine Kontrolle erstellt. Dazu
wurde die Brustkrebszelllinie MCF7 ausschlieBlich mit EpCAM-PE gefarbt. Die Zellen zeigten
nur eine schwache Féarbung im FITC-Kanal (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Kontrolle der Uberlappung der Immunfluoreszenzkanéile Cy3 und FITC. In a) zu sehen sind die Ergebnisse der
EpCAM IF-Féirbung im Hellfeld, im Cy3-Kanal, im FITC-Kanal und die Uberlagerung der drei Kandle. Dabei wurde die stark
EpCAM-positive MCF7-Zelllinie auf HOTS gefirbt. In b) zu sehen ist die Kontrolle in Form von ungefirbten MCF7-HOTS.
Die VergréfSerung liegt bei 40x Im Cy3-Kanal wurde mit Belichtungszeit 1s, Gain 0 (Helligkeit 65, Kontrast 62) gearbeitet,
im FITC-Kanal mit Belichtungszeit 1s, Gain 10 (Helligkeit 80, Kontrast 72). Skala 50 um.

Dabei wurde deutlich, dass die Zellen hierbei nicht das gleiche Farbungsmuster wie bei der
EpCAM-Firbung im Cy3-Kanal aufwiesen, also keine Oberfldchenfiarbung zu erkennen war.
Als Vergleich wurde weiterhin der Hintergrund einer ungefarbten Probe von MCF7-Zellen
analysiert und festgestellt, dass die Zellen eine dhnliche Autofluoreszenzintensitit wie die
EpCAM-gefiarbten Proben aufwiesen (p = 0,23, Abbildung 28). Die Autofluoreszenz

beeintrichtigte die weitere Fiarbungsetablierung also nicht.
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Abbildung 28 Auswertung der IF-Autofluoreszenz der MCF7-Zellen. Zu sehen ist die Auswertung der IF-
Fdrbungsintensitdten im FITC Kanal der MCF7-Zellen mittels der Software Image]. Dabei sind die mittleren Grauwerte der
ungefirbten Zellen und der EpCAM-gefirbten Zellen vergleichend dargestelit. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte mit den
Standardabweichungen. Der p-Wert wurden mit dem Mann-Whitney-U Test berechnet.
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Weiterhin wurde ein dhnlicher Versuch mit CD117" Endothealen Progenitorzellen (Endothelial
Progenitor Cells, EPCs) durchgefiihrt, um auszuschlieBen, dass eine CD117-AF488 Farbung
zu falsch positiven Signalen in anderen Kanilen fiihrt. Dabei war keine Farbung im Cy3-Kanal

zu erkennen (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Kontrolle der Uberlappung der Inmunfluoreszenzkanéile FITC, Cy3 und APC. Zu sehen sind die Ergebnisse der
CD117- IF Firbung im Hellfeld, im FITC-Kanal, im Cy3-Kanal, im APC-Kanal und die Uberlagerung der vier Kandle. Dabei
wurden die stark CD117-positiven EPCs in Suspension gefirbt. Die VergréfSerung liegt bei 40x. Im Cy3-Kanal wurde mit
Belichtungszeit 1s, Gain 0 (Helligkeit 65, Kontrast 62) gearbeitet, im FITC-Kanal mit Belichtungszeit 1s, Gain 10 (Helligkeit
80, Kontrast 72), im APC-Kanal mit Belichtungszeit 1s, Gain 18 (Helligkeit 50, Kontrast 50). Skala 50 pm.

Um auch die Anwendbarkeit einer moglichen Markerkombination mit CD27/CD319-AF647 zu
ermoglichen, wurden ebenfalls die Signale der PE und AF488 Farbung im APC-Kanal gepriift,
welche negativ ausfielen. Die Farbung einer CD27/CD319* Zelle wies kein Signal im Cy3-
Kanal auf und eine schwache Féarbung im FITC-Kanal, welche aber mit der Autofluoreszenz

der Zellen vereinbar war (Abbildung 30).
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Abbildung 30 Kontrolle der Uberlappung der Inmunfluoreszenzkanéle APC und FITC. In a) zu sehen sind die Ergebnisse der
CD27/319 IF-Férbung im Hellfeld, im APC-Kanal, im FITC-Kanal und die Uberlagerung der drei Kandle. Dabei wurde das
undepletierte Knochenmark mit CD27/319-AF647 gefirbt. In b) zu sehen ist die Kontrolle in Form von ungeférbten
undepletierten Knochenmarkzellen. Die VergrifSerung liegt bei 20x. Im APC-Kanal wurde mit Belichtungszeit 1s, Gain 18
(Helligkeit 50, Kontrast 50) gearbeitet, im FITC-Kanal mit Belichtungszeit 1s, Gain 10 (Helligkeit 80, Kontrast 72). Skala
50 um.
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Neben den ungefirbten Proben wurde jedes Mal eine Isotyp-Kontrolle mitgefiihrt, welche
negativ verblieb.

Somit ist die Uberlappung der Emissionsspektren nicht relevant fiir die Beurteilung der Firbung
am Olympus Mikroskop IX81und es kommt nicht zu einem falsch positiven Signal in den

Kanilen.

4.2.2 EpCAM-PE/CD117-AF488-Doppelfarbung auf Knochenmarkproben von
Mammakarzinom-Patientinnen

Da in 4.2.1.1 ausgeschlossen werden konnte, dass die Emmisionsspektren iiberlappen oder es
zu unspezifischen Bindungen kommt, wurden im weiteren Verlauf Knochenmarkproben mit
EpCAM-PE und CD117-AF488 gefirbt.

Dabei wurden nur zwei KMP von M0-Patientinnen gefarbt und depletierter und undepletierter
Zustand verglichen. Dabei wurden je Fiarbung eine ungefdrbte Probe, die Isotyp-Kontrolle
sowie eine Positivkontrolle (CD117" EPCs) mitgefiihrt. Hinsichtlich der CD117-Farbung
wurden die Farbungsintensitdten quantifiziert. Dazu wurde eine Auswertung der Zellen mit der
Software ImagelJ durchgefiihrt. Dies erfolgte, wie im Absatz 4.1.1.2 beschrieben. Es war dabei
festzustellen, dass zwischen der Antikdrper- und Isotyp-Férbung signifikant unterschiedliche
Farbungsintensititen auftraten, sowohl bei der mitgefiihrten Positivkontrolle als auch bei den
gefarbten Knochenmarkproben (p < 0,0001). Des Weiteren wurde deutlich, dass die Intensitit
der Knochenmark-Farbung der Intensitét der Positivkontrolle folgte (KM (depletiert): p = 0,26
und KM (undepletiert): p = 0,08). Ein signifikanter Unterschied wird jedoch bei der Intensitat
von depletiertem und undepletiertem Knochenmark deutlich. Dabei wiesen Zellen des
depletierten Knochenmarkes eine hohere Fiarbungsintensitét auf als Zellen des undepletierten
Knochenmarks (p = 0,01). Ein moglicher Grund dafiir konnte die Depletion selbst sein, durch
welche die Zellzahl insgesamt verringert wird und somit die Zielzellen starker geférbt werden
konnen (Abbildung 31).

Im Knochenmark der zwei Spenderinnen konnten zahlreiche EpCAM-, CDI117" Zellen
gefunden werden. Nur eine EpCAM", CD117" Zelle war zu finden. Die Farbung und das
Auffinden von EpCAM*, CD117" Zellen ist ausstehend. Ebenso die Anwendung einer Farbung
mit EpCAM, CD117 und CD27/CD319 auf weiteren Knochenmarkproben.
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Abbildung 31 Auswertung der EpCAM, CD117 Immunfluoreszenzféirbung von undepletierten und depletierten MO-
Knochenmarkproben hinsichtlich der Intensitdt der Antikérper- und Isotypfirbungen. Zu sehen ist die Auswertung der
Fdrbungsintensititen der EpCAM, CD117 gefirbten Zellen mittels der Software Image]. Dabei sind sowohl die
Fdrbungsintensitdten der Antikérper- und Isotypfdrbung vergleichend dargestellt, als auch die Fdrbungsintensitdten der
Positivkontrolle (CD117+ EPCs) und des undepletierten und depletierten Knochenmarkes. KM steht fiir Knochenmark. Das
Streudiagramm zeigt die Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U Test
berechnet.
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5. Diskussion

Metastasen stellen mit iiber 90 % die hdufigste krebsbedingte Todesursache dar (Valastyan und
Weinberg, 2011). Dabei bilden die disseminierten Krebszellen (Disseminated Cancer Cell,
DCC) die Vorlauferzellen der Metastasen (Sosa et al., 2014; Hosseini et al., 2016) und sind oft
schon im Knochenmark von Brustkrebspatientinnen zu finden, obwohl diese noch keine
klinischen und histopathologischen Anzeichen einer Metastasierung aufweisen (Pantel,
Woelfle, 2004). Die friihe Erkennung dieser disseminierten Zellen ist somit sowohl fiir die
Krankheitsprognose als auch Therapieauswahl wichtig, da das Auftreten von DCCs mit einer
erniedrigten Uberlebensrate, einem hoheren Tumorgrad, einer schlechteren Differenzierung,
und dem Auftreten von Lymphknoten-Metastasen korreliert (Braun et al., 2005). Eine grof3e
Herausforderung stellt gegenwirtig noch die genaue Identifikation der DCCs dar. Dafiir ist das
epitheliale Adhdsionsmolekiil EpCAM, welches derzeit als Marker zur Detektion der DCCs
verwendet wird, nicht vollig spezifisch und sensitiv, da es bei Brustkrebs EpCAM-negative
DCCs sowie EpCAM-positive gesunde Zellen im Knochenmark gibt (Klein et al., 2002). Auch
in gesunden Patienten konnen EpCAM™ Zellen gefunden werden (Guzvi¢ et al. 2014).

Cackowski et al. stellen in diesem Kontext heraus, dass es sich bei Zellen, welche die
Population der EpCAM-positiven putativen DCCs verunreinigen, um Plasmazellen bzw. Zellen
der B-Zelllinie handeln konnte (Cackowski et al. 2019). In der Vorarbeit des Lehrstuhls kam es
in Folge dieser Annahme zu einer Charakterisierung der sogenannten EpCAM-positiven Nicht-
Krebszellen (NCC). Es konnte dabei gezeigt werden, dass die potentiellen NCCs eine B-Zell
Signatur aufweisen (Abbildung 32). Unterstiitzt wird dieses Ergebnis durch die erfolgreiche
Verwendung der Oberflichenmarker CD27 und CD319, welche auf zahlreichen Immunzellen
(u.a. Plasma- und B-Zellen) zu detektieren sind, zum Ausschluss der unerwiinschten NCCs.

Zellen, die in der Durchflusszytometrie als EpCAMMe/CD45* jdentifiziert wurden und daher
vermutlich NCCs darstellen, zeigten signifikant héufiger die Expression der Immunmarker
CD27 und CD319 im Vergleich zu Zellen, die als EpCAMMe*/CD45- kagsifiziert wurden und
somit gemil unserer Definition DCCs waren (Dambock, A., 2022). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden daher mogliche Markerkombinationen mit u.a. EpCAM und CD27/CD319 auf ihre
Eignung zur Abgrenzung der NCCs von den DCCs mittels Immunfluoreszenzfarbung

untersucht.
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5.1  Charakterisierung von DCCs und NCCs mittels Immunfluoreszenzfarbung
5.1.1 Verwendung von CD27 und CD319 zur Charakterisierung von NCCs

Um weitere Marker zu finden, wurden Zellen von M0- und Kontrollpatienten, welche eine hohe
EpCAM-Expression in der Immunfluoreszenzfirbung aufwiesen (EpCAMPMeY), sequenziert.
Laut bisheriger Erkenntnisse ist das Vorkommen von Zellen mit einer hohen EpCAM
Expression im Patienten nicht nur mit einer verminderten Gesamtiiberlebensrate assoziiert
(Spizzo et al., 2004), es konnte auch festgestellt werden, dass EpCAMMe" Zellen ein hohes
Proliferationspotenzial aufweisen (Balzar et al., 1999). Diese Erkenntnis konnte auch in
Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe bestitigt werden, in welchen gezeigt wurde, dass
EpCAM* Zellen vermehrt die Proliferationsmarker MKI67 oder MCM?2 auf Transkriptebene
exprimierten (Irlbeck, C., 2019). Schlussfolgernd aus diesen Ergebnissen vermuteten wir die
grofite Fraktion an echten DCCs unter den EpCAM* Zellen, sodass diese Zellen, wie in 1.2.3
beschrieben, auch als Grundlage zur RNA-Sequenzierung verwendet wurden. Die Marker
CD27 und CD319 fanden sich, als herausstechende Kandidaten, iiberexprimiert in den
EpCAM* Zellen der Kontrollpatienten und sollten somit als Ausschlussmarker verwendet
werden. Diese Erkenntnisse konnten auch in der Immunfluorenszenzfarbung bestétigt werden.
In 100 % der Fille waren EpCAM" Zellen der Kontrollpatienten auch positiv auf CD27 und
CD319.

In der vorliegenden Arbeit waren nur 42,5 % der gefundenen EpCAM' Zellen von
Krebspatienten negativ auf CD27 und CD319, also vermutlich echte DCCs. Diese
Farbungsergebnisse korrelieren auch mit Vorergebnissen des Lehrstuhls, in welchen 45,8 %
der gescreenten EpCAM" Zellen ein aberrantes Genom aufwiesen und damit vermutlich
Metastasen bildende Krebszellen waren (Irlbeck, C., 2019). An dieser Stelle bleibt zu
erwdhnen, dass eine mogliche Schwachstelle der stattgefundenen Analysen zur Auswahl
moglicher Kandidatenmarker die hauptsidchliche Fokussierung auf die EpCAMPMeh Zellen ist.
Gerade im Hinblick auf das Konzept der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT), bei
welcher Zellen zu Beginn des Metastasierungsprozess ihr epitheliales Erscheinungsbild
herunterregulieren und mesenchymale Stammzelleigenschaften erwerben, scheint eine
alleinige Betrachtung der EpCAMMi¢" Zellen als zu einseitig (Thiery et al., 2009). Eine mdgliche
Population an EpCAM™"- DCCs bliebe somit unentdeckt.

Die EMT ist ein kontinuierlicher Vorgang, in welchem sich Zellen in verschiedenen
Entwicklungsstufen und Zustdnden befinden. So konnte in diesem Zusammenhang

nachgewiesen werden, dass zirkulierende Tumorzellen (Circulating Tumor Cells, CTC) vom
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epithelialen Typ in Brust- und Prostatakrebs mehr Metastasen bilden als Zellen mesenchymalen
Typs (de Wit et al., 2018). Dies wiirde wiederum unterstiitzen, die Detektion dieser
metastasenbildenden Fraktion mittels epithelialer Marker durchzufiihren. In der vorliegenden
Arbeit konnte dazu gezeigt werden, dass 76,5 % der Patientinnen mit mindestens einer
EpCAM* Zelle im Knochenmark einen N1-3 Nodalstatus aufwiesen, hingegen nur 50,0 % der
Patientinnen, bei welchen keine EpCAM™ Zelle im Knochenmark gefunden werden konnte
(Absatz 8.2). Patientinnen mit EpCAM* Zellen befinden sich also schon in einem
fortgeschritteneren Stadium ihrer Erkrankung, weisen somit ein stérker proliferierendes und

prognostisch ungiinstigeres Tumorwachstum auf.

Die Mehrheit der gefundenen EpCAM™ Zellen (57,5 %) waren ebenfalls positiv auf CD27 und
CD319 und damit vermutlich NCCs. Somit erscheint der Ansatz, EpCAM" Zellen nochmals
nach ihrer Expression von CD27/CD39 zu unterteilen sinnvoll, um unerwiinschte EpCAM*

Zellen auszuschlieBen und die Detektion von echten DCCs zu erleichtern.

5.1.2 Verwendung von cKIT/CD117 zur Charakterisierung von DCCs

Nachdem CD27 und CD319 als mdgliche Negativmarker zum Ausschluss unerwiinschter
EpCAM* Zellen identifiziert werden konnten, sollten weiterhin auch Positivmarker zur
Verwendung kommen, welche DCCs verldsslich detektieren konnen. Wie in 1.2.3 beschrieben,
wurde dabei in Vorarbeiten die Tyrosinkinase cKit in Zellen von MO-Spenderinnen auf
Transkriptebene hochreguliert gefunden. CKit ist charakteristisch fiir luminale Vorlauferzellen.
Dabei stellen luminale Vorlduferzellen die letzte gemeinsame Vorstufe von dreifach negativen,
basaldhnlichen und hormonrezeptorpositiven Krebsarten dar. Zellen mit diesem Phéanotyp
gehdren zu den Metastasen-Griinderzellen von EpCAM-positiven, dreifach negativen und
Hormonrezeptor-positiven Krebsarten (Fu et al., 2020). Weiterhin ist in diesem Kontext zu
erwdhnen, dass in CTCs von Prostatakarzinompatienten gezeigt werden konnte, dass ein
Auffinden von cKIT" Zellen mit einer verminderten Uberlebensrate und einer erhdhten
Proliferation sowie Migration korreliert ist (Harris et al., 2021). Da es sich bei Prostatakrebs
genau wie bei Brustkrebs um ein Karzinom handelt, konnte eine Ubertragung der Ergebnisse

auf diese Arbeit moglich sein.

Somit scheint es naheliegend, dass unsere Zielzellen im Knochenmark von Mammakarzinom-
Patientinnen auch auf Proteinebene CD117 (von c¢KIT codiertes Oberflichenprotein)
iiberexprimieren und damit in Kombination mit EpCAM eine Detektion der echten DCCs

moglich ist.
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Gerade im Hinblick auf die Verwendung einer Markerkombination mit EpCAM muss aber auch
in diesem Zusammenhang kritisch erwdhnt werden, dass u.a. beim adenoidzystischen Karzinom
der Speicheldriise beobachtet wurde, dass das Vorkommen von ¢Kit mit einer vermehrten EMT
einhergeht, also vermutet wird, dass cKit diesen Prozess anregt (Tang et al., 2014). Dabei bleibt
fraglich, ob und wie sehr die Zielzellen dann noch EpCAM exprimieren, eine Kombination der
beiden Marker also sinnvoll ist. In der vorliegenden Arbeit konnte zunichst eine
EpCAM/CDI117- Doppelfarbung etabliert werden. Das Auffinden von EpCAM*/CDI117*
Zielzellen ist jedoch ausstehend. Ebenfalls kdnnte eine Erweiterung der Markerkombination
um CD27/CD319 sinnvoll sein, um genauer zwischen DCCs und NCCs in der

Immunfluoreszenzfarbung zu unterscheiden.

5.2 Charakterisierung von DCCS und NCCs mittels qPCR
5.2.1 Nachweis des EpCAM-Transkriptes in DCCs und NCCs in der gPCR

Nachdem Zellen mit 1) einem EpCAM*, CD27/CD319 Phénotyp, 2) einem EpCAM",
CD27/CD319" Phéanotyp und 3) einem EpCAM-, CD27/CD319" Phénotyp mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie isoliert wurden, wurden diese einer qPCR unterzogen, um sie
auf das Vorkommen verschiedener Transkripte zu untersuchen. Dabei fiel in vorliegender
Arbeit besonders auf, dass nur 46,4 % der Zellen mit einem EpCAM" Phénotypen auch das
EpCAM-Transkript aufwiesen. In Vorarbeiten konnte beobachtet werden, dass nur 20 % der
EpCAM* Zellen aus Lymphknoten beziehungsweise 80 % der EpCAM"* Zellen aus dem
Knochenmark von M0 NSCLC-Patienten das EpCAM-Transkript aufwiesen (Mederer, T.,
2021). Auch Massoner et al. konnten im Prostatakarzinom zeigen, dass die EpCAM mRNA in
malignen Geweben (im Vergleich zu normalem Stroma) nur 2,5-fach erhoht war, wohingegen
das Protein eine fast 17-fach hohere Expression zeigte. Es wire daher denkbar, dass sich die
Zellen in einem anderen Stadium der EMT oder des Zellzyklus befinden und somit EpCAM
nicht mehr aktiv transkribieren, der Nachweis des Proteins mittels Immunfluoreszenz jedoch

aufgrund einer ldngeren Halbwertszeit noch mdglich ist (Massoner et al., 2014).

Dabei ist auch in diesem Zusammenhang zu erwdhnen, dass EpCAM mRNA-positive Zellen im
Lymphknoten zu einem signifikant hoheren Anteil Genomaberrationen aufweisen als mRNA-
negative Zellen (Mederer, T., 2021). Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit
noch nicht bestitigt werden. Nur zwei Zellen, welche das EpCAM-Transkript aufwiesen,
konnten fiir die LowPass-Sequenzierung bereitgestellt werden. Diese zeigten ein balanciertes

Profil (Absatz 8.5).
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Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Patientinnen, bei welchen CTCs mit nachweisbarer
EpCAM mRNA detektiert werden kdnnen, ein signifikant kiirzeres Uberleben aufweisen (Guo
et al., 2014). Womdglich ist die aktive Transkription der EpCAM mRNA mit einem stérker
proliferativen und prognostisch ungiinstigeren Tumorwachstum verbunden (Chaves-Pérez et
al., 2013; Keller, Werner, & Pantel, 2019). Die vorliegende Arbeit liefert dazu leider keine
Ergebnisse, da zum verwendeten Patientenkollektiv noch keine Follow-Up Daten vorhanden
sind. Auffallend war jedoch, dass 87,5 % der Patientinnen, welche nicht nur das EpCAM-
Protein sondern auch das EpCAM-Transkript aufwiesen, bereits einen fortgeschrittenen
Nodalstatus (N1-3) zeigten (Abschnitt 8.2). Untersuchungen des Lehrstuhls konnten diese
Erkenntnisse bereits bestitigen (Mederer, T., 2021). Wie sich jedoch die beschriebene
verstdrkte Transkription der EpCAM mRNA in der Immunfluoreszenz nachweisen lisst, bleibt
offen, da zum jetzigen Zeitpunkt eine genaue Unterscheidung verschiedener Intensititen der

Proteinexpression mit der herkdmmlichen Immunfluoreszenzmikroskopie nicht moglich ist.

5.2.2 Nachweis des CD45-Transkripts in DCCs und NCCs in der gPCR

In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls alle Zellen auf ihre CD45-Expression untersucht.
CD45 ist ein Marker himatopoetischer Zellen. Daher wiirde man keine oder nur eine geringe

Expression dieses Markers auf Tumorzellen von Brustkrebspatientinnen erwarten.

Weiterhin sollten durch die Depletion die in den KMP vorhandenen CD45" Zellen
weitestgehend entfernt und so die Tumorzellen im zu untersuchenden Knochenmark
angereichert werden. In der vorliegenden Arbeit wies keine der analysierten Zellen das CD45-
Transkript auf, weder EpCAM*, CD27/CD319" Zellen noch EpCAM", CD27/CD319" Zellen.
Somit konnte eine Kontamination der Proben mit APC-gefarbten Zellen nach Depletion fiir die
weiteren Analysen ausgeschlossen werden und bei einer Positivitit im APC-Kanal des IF-

Mikroskops eine CD27/CD319-Proteinexpression angenommen werden (Absatz 4.1.2.2).

Jedoch wurde bereits in Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe die CD45-Expression von MO-
Knochenmarkzellen mittels einer Endpunkt-PCR untersucht. Es konnte dazu herausgefunden
werden, dass 13 % der Knochenmarkzellen aus Mammakarzinom-Patientinnen das CD45-
Transkript exprimierten (Haunschild, 2013). In Prostata-DCCs waren es 19 % (Guzvic et al.,
2014) und in NSCLC-Zellen sogar 22,5 % (Mederer, T., 2021). Davon abweichende Werte in

der vorliegenden Arbeit konnten durch eine geringe Stichprobenzahl zu erklédren sein.
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Hinsichtlich der Verwendung der Negativmarker CD27/CD319 wurden MO-
Knochenmarkzellen mittels DZM in DCCs und NCCs eingeteilt. Dies geschah mittels der
EpCAM- und CD45-Expression der Zellen. Zellen, welche EpCAMMEVCD4S* waren, stellten
damit NCCs dar, EpCAMPMeVCD45- Zellen DCCs. Dabei konnte bei 45 % der EpCAMMig? MO-
Knochenmarkzellen von Mammakarzinom-Patientinnen eine CD45-Proteinexpression

nachgewiesen werden (Dambdck, A., 2022).

Diese Ergebnisse spiegelten sich ebenfalls nicht in der Transkriptanalyse der vorliegenden
Arbeit wider. Hier konnte, wie bereits erklért, eine lingere Halbwertszeit des Proteins
gegeniiber der des Transkripts ursdchlich sein. Anhand dieser Daten wird jedoch deutlich, dass
eine Limitation der Arbeit darin liegt, DCCs und NCCs mittels der CD45-Proteinexpression zu
kategorisieren. Dadurch kdénnten zum einen mogliche EpCAMPEVCD4* DCCs depletiert
worden sein, zum anderen kénnten EpCAMMEVCD4- Zellen nur ein unvollstindiges Bild
hinsichtlich der Charakteristiken von DCCs liefern. Dies konnte darauf hindeuten, dass sich
unter den mutmallichen Immunzellen noch EpCAM-negative DCCs befinden, welche

Aberrationen tragen (Absatz 5.3).

5.2.3 Nachweis der DCC- und NCC-Signaturgene in DCCs und NCCs in der qPCR

Um die isolierten Zellen weiterhin ndher zu charakterisieren, wurden diese neben dem
Vorkommen der EpCAM- und CD27/CD319- Transkripte, noch auf DCC- und NCC-
Signaturgene in der qPCR getestet. Dabei wurden in Vorarbeiten des Lehrstuhls AHSPund CA1
iiberexprimiert in DCCs und AHNAK und JUN tiberexprimiert in NCCs gefunden. In einer
Trainingskohorte von Zellen, welche vorher mittels CNA-Profiling als bekannt aberrant oder
balanciert eingeordnet wurden, konnte gezeigt werden, dass diese Signatur eine
Messgenauigkeit von 89 % und eine Missklassifizierungsrate von 11 % aufweist (Irlbeck, C.,
2019). Weiterhin ist zur Verwendung der qPCR zu sagen, dass sie eine sehr sensitive
Technologie ist, die Transkripte bis hinunter zu nur zehn Kopien genau quantifizieren kann
(Androvic et al., 2017). Die qPCR-Signatur dient also einer Vorauswahl an Zellen. Ob die
Verwendung einer qPCR-Signatur die LowPass-Sequenzierung ersetzen kann, bleibt weiterhin
offen. Eine erginzende Verwendung von qPCR und LowPass-Sequenzierung erscheint

zunéachst sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit wiesen 50 % der EpCAM*, CD27/CD319" Zellen eine DCC-
Signatur auf. In der Gruppe der EpCAM", CD27/CD319" Zellen exprimierte dahingegen keine

Zelle die DCC-Signatur. In eben dieser Gruppe konnte bei der Mehrheit der Zellen eine NCC-
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Signatur nachgewiesen werden. Ausgehend von der Annahme, dass die qPCR-Signatur eine
spezifische Klassifikation von DCCs und NCCs ermdoglicht, konnte auf Transkriptebene
nachgewiesen werden, dass mittels einer EpCAM, CD27/CD319 Immunfluoreszenzfarbung
unerwiinschte EpCAM"* Zellen ausgeschlossen werden konnen und nur EpCAM',

CD27/CD319 Zellen vermutlich echte DCCs darstellen.

Interessanterweise konnte ebenfalls festgestellt werden, dass in allen Gruppen von isolierten
Zellen eine grofBe Fraktion in der qPCR undefiniert verblieb, also mit der DCC- und NCC-
Signatur nicht eindeutig klassifiziert werden konnten. Dabei handelte es sich bei den EpCAM”,
CD27/CD319 Zellen um 20 %. Der hochste Anteil mit 40 % fand sich jeweils in den Gruppen
der CD27/CD319* Zellen (Abbildung 20). Weitere Experimente sollten hier folgen, um die
Ergebnisse genau zu iiberpriifen, Artefakte auszuschlieen und die Identitét der betreffenden
Zellpopulation zu kldren. Dabei konnten erste Erkenntnisse bereits durch die

Genomsequenzierung gesammelt werden (Absatz 5.3).

5.3  Charakterisierung von DCCs und NCCs mittels LowPass Genomsequenzierung

Um die Ergebnisse der LowPass-Sequenzierung richtig einzuordnen, sollte man wissen, dass
die LowPass-Sequenzierung der Finzelzell-Genome nur die Untersuchung von
Kopienzahlverdnderungen erlaubt, Punktmutationen und strukturelle Aberrationen bleiben
dabei unentdeckt. Dies kdnnte ein Grund dafiir sein, warum in der vorliegenden Arbeit wenige
Zellen Aberrationen aufwiesen. Dabei muss auch erwéhnt werden, dass die Stichprobenzahl zu
gering ist, um finale Erkenntnisse daraus abzuleiten. Somit konnten auch keine sich
wiederholenden Aberrationen detektiert werden, welche typisch fiir Zellen des
Mammakarzinoms sein konnten. Weiterhin konnte in diesem Zusammenhang festgestellt
werden, dass Zellen von M0O-Spenderinnen generell weniger Aberrationen aufweisen als Zellen
von Spendern mit fortgeschrittener Metastasierung (Haunschild, G., 2013). Gulati et al. konnten
dazu herausstellen, dass Zellen mit einem hohen Cytotrace-Score das hdchste
Proliferationspotential aufweisen (Gulati et al., 2020). Dabei wurde auch in Voruntersuchungen
klar, dass vor allem Zellen von MO-Spenderinnen diese hohen Proliferationsmerkmale
aufweisen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass M0-Zellen sich noch als unreife Vorstufen
verhalten und sich erst an bevorzugten Metastasierungsorten differenziert entwickeln und
dadurch Aberrationen anhdufen. So konnte erkliart werden, warum in vorliegender Arbeit nur

5,4 % (n =2 von 37) der Zellen Aberrationen trugen.
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Zur Auswertung der LowPass-Profile muss auch gesagt werden, dass sie durch eine
konsensuelle Beurteilung durch mehrere Experten im Labor erfolgte. Bisher gibt es noch keinen
automatisierten Algorithmus, welcher objektiv und standardisiert die Zellen in balanciert und
aberrant klassifiziert. Eine objektive Beurteilung der Profile bleibt damit weiterhin ausstehend.
Es ist ebenfalls zweifelhaft, ob eine objektive Auswertung der Profile iiberhaupt jemals moglich

sein wird, da diese immer mit einer gewissen Unschérfe behaftet sind.

AuBerdem wurden in vorliegender Arbeit zum einen Zellen fiir die LowPass-Sequenzierung
verwendet, welche aus den WTA-Uberstiinden aufgearbeitet wurden (Absatz 3.5). Dies sollte
der vergleichenden Transkriptom- und Genomanalyse von ein und derselben Zelle dienen. Zum
anderen wurden Zellen genutzt, welche frisch isoliert wurden und ohne vorherige
Aufarbeitungsschritte direkt fiir die Sequenzierung bereitgestellt werden konnten (Absatz 3.6).
Zwischen den erhaltenen CNV-Profilen der Uberstandszellen und der frischen Zellen ergab sich
jedoch ein Qualititsunterschied. Es mussten deutlich mehr Profile von Uberstandszellen
ausgeschlossen werden, da ihre Qualitdt nicht den gestellten Anforderungen entsprach
(p < 0,0001). Da der Aufarbeitungsprozess von der Zellisolierung tiber die WTA bis hin zur
LowPass-Library mehrere Zwischenschritte beinhaltet und es an jedem Punkt, trotz hochster
Vorsicht, zu weiteren Einfliissen und Manipulationen auf und an der Zelle kommen kann, ist
dies nicht verwunderlich. Ein groBeres Kollektiv hétte die qualitdtsbedingten Ausfille
ausgleichen konnen, konnte aber in vorliegender Arbeit nicht bereitgestellt werden. Ein
Vergleich zwischen Transkriptom und Genom einer Zelle in vorliegender Arbeit nur bedingt

geleistet werden.

Zusammenfassend war trotz allem auffallend, dass in den Gruppen der EpCAM",
CD27/CD319 Zellen und der EpCAM*, CD27/CD319* Zellen keine Aberrationen
nachgewiesen wurden, jedoch die Immunzellen in 18,2 % der Fille Aberrationen trugen. Dazu
kommt, wie in 5.2 bereits erwéhnt, dass auch eine grofle Fraktion der Immunzellen in der gPCR-
Signatur undefiniert verbleibt, also nicht sicher einer DCC- oder NCC-Signatur zugeordnet
werden kann. Auch diese Zellen mit undefinierten Signaturen trugen in 20,0 % der Fille
Aberrationen. Gerade durch die hohe Rate an Aberrationen und undefinierten qPCR-Ergebnisse
in der Gruppe der EpCAM-negativen Zellen konnte diese Erkenntnis auch ein weiteres Indiz
dafiir sein, dass eine Detektion von DCCs basierend auf der alleinigen Verwendung von
EpCAM nicht ausreichend ist, da eine groBe Population an potentiellen Krebszellen damit

unentdeckt bleibt.
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Bei der Betrachtung der Giitekriterien féllt auf, dass die Spezifitit und der negative
Pradikationswert der etablierten Farbung recht hoch sind. Somit eignet sich die Farbung gut

zum Ausschluss der ungewollten NCCs.

Trotzdem muss die Stichprobe weiterhin vergrofSert werden, um verldssliche Ergebnisse zu

erzielen.
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5.4  Limitationen der Arbeit

Eine groBe Limitation der Arbeit stellt die zu geringe Zahl an Brustkrebsproben dar. Auch wenn
erste Ergebnisse abgeleitet werden konnen, miissen diese im Rahmen zukiinftiger Projekte mit
mehr Material liberpriift werden. So konnten fiir die vorliegende Arbeit 33 Proben von MO-
Patientinnen bearbeitet und 146 Zellen fiir weitere Schritte isoliert werden. Fiir diese niedrigen
Zahlen gibt es zwei Hauptgriinde: Zum einen willigt nicht jede Patientin in eine
Knochenmarkspende ein oder die Punktion verlduft frustran, zum anderen lief durch die

Corona-Pandemie die Probenzustellung zunichst nur langsam an.

Weiterhin ist in diesem Kontext zu erwdhnen, dass nicht in jeder Probe auch Zellen fiir weitere
Analysen gefunden werden kdnnen oder deren Qualitdt ausreichend gut ist. Somit musste in

dieser Arbeit mit einer hohen Ausfallquote gerechnet werden.

Auch die geringe Zahl an Kontrollknochenmark ist als Limitation zu erwdhnen. Gerade um
Negativmarker zu validieren, sollte ein Vergleich zwischen Krebs- und Kontrollproben
angestrebt werden. Die RNA-Sequenzierung, bei welcher CD27 und CD319 identifiziert
wurden, beinhaltete einen Vergleich von Brustkrebs- und Kontrollpatientinnen, weshalb auch
die Validierung dieser Marker vergleichend stattfinden sollte. Durch eine geringe Anzahl an
Patienteneinwilligungen und die Abhdngigkeit vom Auffinden der entsprechenden Zielzellen
konnten in vorliegender Arbeit nur sechs Proben bearbeitet und 15 Zellen daraus isoliert
werden.

Vorangehend erwihnte Punkte bereiteten auch bei der Etablierung der EpCAM/CDI117-
Doppelfiarbung Probleme. So konnte diese nur anhand von zwei Knochenmarkproben validiert

werden, daher lassen sich Ergebnisse daraus noch nicht ableiten.

Eine weitere Limitation stellt die Filtersetaustattung des verwendeten Mikroskops und die
damit schwierige Objektivierbarkeit der Immunfluoreszenzfarbung dar.

Beide Marker CD319 und CD27 wurden auf das Fluorochrom AF647 gelegt und sind damit im
APC-Kanal sichtbar. Somit kann bei einer positiven Zelle nicht unterschieden werden, fiir
welchen der beiden Marker die Zelle positiv ist. Da die Farbung nach der Depletion stattfindet,
die mit APC-konjugierten Antikdrpern durchgefiihrt wird, kann eine positive Zelle zusétzlich
auch fiir CD11b, CD33 oder CD45 positiv sein. Da alle diese Marker jedoch Ausschlussmarker
sind und die positive Zelle damit mutmaBlich keine DCC ist, sind dadurch keine negativen

Konsequenzen fiir die Effektivitdt des Farbekonzepts zu erwarten.
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6. Zusammenfassung

Brustkrebs ist die weltweit am hdufigsten diagnostizierte Krebsart bei Frauen.
Haupttodesursache sind dabei die Metastasen, welche sich beim Mammakarzinom hiufig nach
der Primirtumorentfernung bilden. Die disseminierten Krebszellen (DCC) stellen dabei den
Ausgangspunkt der Metastasenbildung dar und befinden sich oft schon lange vor
Metastasenbildung im Knochenmark der Patientinnen. Da ihre Anwesenheit mit schlechten
klinischen Parametern und einer verringerten Uberlebensrate korreliert, ist die sichere
Detektion der DCCs von groer Bedeutung. Dies geschieht bisher mittels des
Oberflachenmarkers EpCAM, welcher jedoch nicht spezifisch genug ist. So lassen sich auch
EpCAM* Nicht-Krebszellen (NCC) und EpCAM- Krebszellen finden. Durch Vermutungen,
welche nahelegen, dass es sich bei den NCCs um Plasma- oder B-Zellen handeln konnte,
wurden in Vorarbeiten des Lehrstuhles die beiden weiteren Oberflichenmarker CD27 und
CD319 zur niheren Charakterisierung dieser NCCs betrachtet (Absatz 8.3). Es konnte in der
Durchflusszytometrie gezeigt werden, dass NCCs signifikant haufiger CD27 und CD319

exprimierten als mutmaBliche DCCs.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels EpCAM, CD27 und CD319 eine
Immunfluoreszenzfiarbung angewendet, mit deren Hilfe ein spezifischeres Screening des
Knochenmarks von M0-Patientinnen zum Zeitpunkt der Primdrtumorentfernung gewéhrleistet
werden kann. Es wurde dafiir Knochenmark von MO-Patientinnen mit entsprechenden Markern
gefiarbt und Zellen mit drei verschiedenen Phédnotypen: 1) EpCAM’, CD27/CD319-, 2)
EpCAM*, CD27/CD319* Zellen und 3) EpCAM-, CD27/CD319* Zellen mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie isoliert. Diese wurden dann zunéchst in einer qPCR auf das
Vorkommen der EpCAM-, CD27-,und CD319- Transkripte untersucht und im weiteren Verlauf
auf DCC- und NCC-Signaturgene getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass in EpCAM™,
CD27/CD319 Zellen signifikant haufiger das EpCAM-Transkript nachweisbar war als in
EpCAM', CD27/CD319* Zellen. Das Vorkommen des EpCAM-Transkriptes neben dem
Protein ist assoziiert mit einer verringerten Uberlebensrate. Ebenfalls exprimierten die
EpCAM', CD27/CD319" Zellen héufiger die DCC-Signaturgene als die EpCAMT,
CD27/CD319" Zellen. Mit Hilfe der Kopienzahlanalyse mittels LowPass Genomsequenzierung
wurden die Zellen weiter untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass in vorliegender
Arbeit weder EpCAM*, CD27/CD319 Zellen noch EpCAM*, CD27/CD319" Zellen
Aberrationen trugen. Uberraschenderweise wiesen EpCAM-, CD27/CD319" Zellen

109



Aberrationen auf. Somit kann diese Arbeit weitere Indizien liefern, dass eine grofle Population
von Krebszellen mit alleiniger Verwendung des EpCAM-Markers unentdeckt bleibt. Zellen,
welche die Population der EpCAM positiven putativen DCCs verunreinigen, konnten mit der
Anwendung einer EpCAM-, CD27/319- Doppelfarbung weitgehend isoliert und fiir weitere
Anwendungen ausgeschlossen werden. Die Hinzunahme eines weiteren Markers konnte
weiterhin die spezifischere Detektion der echten Krebszellen ermoglichen. cKit scheint dabei
ein vielversprechender Kandidat zu sein. In jedem Fall sind jedoch weitere Untersuchungen

anzuschlief3en.

Die sichere Detektion von moglichen DCCs im Knochenmark von M0-Mammakarzinom-
Patientinnen ist von grofler Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit konnten die Marker CD27
und CD319 auf Protein-, Transkriptom- und Genomebene untersucht werden. Dabei konnten
Hinweise geliefert werden, dass durch eine Verwendung dieser Ausschlussmarker zusétzlich
zu der EpCAM-basierten Detektion von Tumorzellen, verunreinigende Zellen ausgeschlossen
werden konnen. Weitere Untersuchungen, um Tumorzellen sicher detektieren zu konnen,
miissen jedoch noch erfolgen. Insgesamt tragt die vorliegende Arbeit maB3geblich dazu bei, die
Analysen und die weiteren Charakterisierungen der Tumorzellen zeit- und kosteneffizienter zu
gestalten sowie die Erkennung von Patientinnen, mit hohem Metastasierungspotential zu

verbessern.
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8.  Anhang
8.1  Klassifikation der Brustkrebserkrankung

Tabelle 8 1 TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms

(modifiziert aus Leitlinienprogramm Onkologie 2018).

T - Ausdehnung des Priméirtumors

Tx PT kann nicht beurteilt werden

To Kein Anhalt fiir PT

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor < 2 cm

T2 2 cm < Tumor <5 cm

T3 Tumor >5 cm

T4 Tumor jeglicher Grofe mit Ausdehnung auf Brustwand
und/oder Haut

N - regionire Lymphknoten

Nx Regiondre LK kdnnen nicht beurteilt werden
No Keine regiondren LK

N1 Metastasen in 1-3 axilldren ipsilateralen LK

N2 Metastasen in 4-9 axilldren LK

N3 Metastasen in > 10 axilldren LK, Metastasen in

ipsilateralen infraklavikuldren LK

M - Fernmetastasen

Mx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Mo Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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8.2  Uberblick iiber das Studienkollektiv

Tabelle 8 2 Darstellung der Mammakarzinom-Patientinnen mit zugehdrigen klinischen Daten.

MoO-Patientinnen mit
mindestens einer

EpCAM’", CD27/319 Zelle

MO-Patientinnen ohne eine

EpCAM’", CD27/319 Zelle

Durchschnittsalter 50,25 483

Ausdehnung PT T1 3 (17,6 %) 3 (16,7 %)
T2 10 (58,8 %) 11 (61,1 %)
T3 3 (17,6 %) 3 (16,7 %)
T4 0 (0,0 %) 1 (5,5 %)
nicht 1 (5,9 %) 0 (0,0 %)
bekannt

Nodalstatus NO 3 (17,6 %) 8 (44,5 %)
N1-3 13 (76,5 %) 9 (50,0 %)
nicht 1 (5,9 %) 1 (5,5 %)
bekannt

Differenzierungsgrad | G1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
G2 5(29,4 %) 12 (66,7 %)
G3 6 (35,3 %) 6 (33,3 %)
nicht 6 (35,3 %) 0 (0,0 %)
bekannt

Zeitpunkt der vor 10 (58,8 %) 15 (83,3 %)

Punktion Therapie
nach 7 (41,2 %) 3 (16,7 %)
begonnener
Therapie
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Tabelle 8 3 Darstellung der gPCR-Ergebnisse der MO-Knochenmarkzellen mit zugehérigen klinischen Daten.

MoO-Patientinnen mit

EpCAM-Transkript” Zellen

MO-Patientinnen ohne
EpCAM-Transkript” Zellen

Ausdehnung PT T1 2 (25,0 %) 0 (0,0 %)
T2 4 (50,0 %) 4 (80,0 %)
T3 2 (25,0 %) 0 (0,0 %)
T4 0 (0,0 %) 1 (20,0 %)
nicht 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
bekannt

Nodalstatus NO 0 (0,0 %) 2 (40,0 %)
N1-3 7 (87,5 %) 2 (40,0 %)
nicht 1 (12,5 %) 1 (20,0 %)
bekannt

Differenzierungsgrad | Gl 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
G2 6 (75,0 %) 3 (60,0 %)
G3 1 (12,5 %) 1 (20,0 %)
nicht 1 (12,5 %) 1 (20,0 %)
bekannt
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8.3  RNA-Sequenzierung
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UMAP analysis of EpCAMbish cells MCP-counter:
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Abbildung 32 Differenziell exprimierte Gene zwischen NCCs und DCCs. In der Heatmap a) sind die normalisierten log counts
der Expression der jeweiligen Gene zu sehen. Jede Reihe gibt die Expression des jeweiligen Gens an. Die farbigen Balken
zeigen die Herkunft der Zelle (Kontroll- oder Krebspatient), die von je einer Spalte reprdsentiert wird. In der Uniform
Approximativ and Protection (UMAP) Klusterung in b) sind die gleichen in a) verwendeten Zellen dargestellt. Dabei wird
der Status der Spenderzellen farblich kodiert, in Zellen von Healthy Donors (HD) und Zellen von M0- und M1-Patientinnen,
dargetsellt. Deutlich wird eine klare Begrenzung der Gruppe der HD-Zellen. In c) zu sehen ist die Analyse der Zellen mithilfe
der Microenvironment Cell Populations-counter Methode (MCP-Counter). Dabei wird deutlich, dass das HD-Kluster eine
Ubereinstimmung mit der B-Zell-Expression aufweist. Die normalisierten log counts geben an, wie stark die Expression der
Signatur der jeweiligen Zelle ist (Dambéck, A., 2022).
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Abbildung 33 Darstellung der Expression von EpCAM und KIT. In den Boxplots in a) ist die Expression von EPCAM und KIT
in HD (N=15), M0- (N=30) and M1-(N=15) DCCs dargestellt. P-Werte wurden mit dem Mann-Whitney Test berechnet. In d)
zu sehen ist eine Hauptkomponentenanalyse der 500 variabelsten Gene und der 100 variabelsten Epithel- und B-Zell-Gene
(Werner-Klein.,, M., 2020).
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8.4

Workflow der verwendeten Zellen

MO-Patienten

33 MO-Patienten gescreent

33 MO-Patienten mit:

a) 37 EpCAM+, CD27/319- Zellen
b) 50 EpCAM+, CD27/319+ Zellen
c) 59 EpCAM-, CD27/319+ Zellen

{4

Qualitatskontrollen:
WTA mind. 1 Bande
WGA mind. GlI2

Gesunde Patienten

5 gesunde Spender gescreent

5 gesunde Patienten mit:

a) 0EpCAM-+, CD27/319- Zellen
b) 5 EpCAM+, CD27/319+ Zellen
c) 10 EpCAM-, CD27/319+ Zellen

4

Qualitatskontrollen:
WTA mind. 1 Bande
WGA mind. GlI2

s

47 Zellen von

s

6 Zellen von 3

&

80 Zellen von

&

6 Zellen von 3

+ zusétzliche
frisch isolierte
Zellen

N 4

37 Zellen von 18 MO0-Patienten auswertbar:

N

Keine Zelle auswertbar.

4

a) 9 EpCAM+, CD27/319- Zellen
b) 17 EpCAM+, CD27/319+ Zellen
c) 11 EpCAM-, CD27/319+ Zellen

4

davon:

a) 2 Zellen mit aberrantem Genom
b) 35 Zellen mit balanciertem Genom

- . . 24 MO- esunden . .
;it?ggten mit identische Zellen Patienten mit gpendern mit identische Zellen g%sel;f:jdefg it
ausreichender ausreichender * ausreichender ausreichender
cDNA- gDNA- cDNA- |::> gDNA-Qualitat:
Qualitat: ::> Qualitat : Qualitat: CNV-Analyse
gPCR CNV-Analyse qPCR

Abbildung 34 Darstellung des Workflows aller bearbeiteten Zellen.
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8.5 Ergebnisse der verwendeten Zellen

nicht auswertbar

aberrantes Genom

balanciertes Genom

ausgeschlossen

verwendet

kein Transkript

DCC-Signatur

NCC-Signatur

kein Transkript

EpCAM-, CD27/CD319-Transkript

EpCAM-Transkript

CD27/CD319-Transkript

EpCAM-, CD27/319+ Phanotyp

EpCAM+, CD27/319+ Phanotyp

EpCAM+, CD27/319- Phanotyp

Krebspatienten

Kontrollpatienten

von Analyse ausgeschlossen

Abbildung 35 Uberblick iiber alle verwendeten und bearbeiteten Zellen mit zugehérigen Ergebnissen. In der dargestellten
Heatmap reprdsentiert jede Zeile eine Zelle und deren Ergebnisse in den verschiedenen Analysen. Dabei sind die Ergebnisse
farbig codiert (siehe Legende) und geben Aufschluss tiber die Herkunft der Zelle, den Phédnotypen, die Ergebnisse der qPCR
und die Ergebnisse der LowPass-Sequenzierung. Bei den Zellen, welche hinsichtlich der qPCR-Ergebnisse schwarz markiert
sind und somit nicht analysiert wurden, handelt es sich um frisch isolierte Zellen, welche direkt fiir Genomanalysen
bereitgestellt wurden, somit die qPCR nicht durchlaufen konnten.
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8.6
8.6.1
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MC21-254-1 (EpCAM-, CD27/CD319+) - XX
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MC22-031-7 (EpCAM-, CD27/CD319+) - XX

OA* 0,157
3 4k x 500 kb?, 22 E (7:‘0.1‘14, ?A-l: 0.157
: : S
£, Qualitat gut
: :; 1 H 1 H H 1 H H H | | H
2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status balanclert

chromosome

Abbildung 36 Uberblick iiber alle CNV-Profile von Zellen, welche aus dem WTA-Uberstand isoliert wurden. Gezeigt sind die
CNYV Profile der untersuchten Mammakarzinom-Knochenmarkproben (links), mit der Standardabweichung A%*, der Einteilung
der Profilqualitiit und dem CNV-Status (rechts). Die Probenart ist in der obersten Zeile angegeben, MC entspricht eine
Mammakarzinom-Probe, KP einem Kontrollknochenmark. Fiir jede Probe ist das Geschlecht des Patienten als Satz der
Gonosomen (XY = Mann, XX = Frau) angegeben. SN steht fiir Uberstandszellen (SN). Die Profile sind sortiert nach EpCAM",
CD27/CD319 Zellen, EpCAM™, CD27/CD319" Zellen und EpCAM, CD27/CD319* Zellen.
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8.6.2 Profile von frisch isolierten Zellen

OA* 0,15

log, ratio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
chromosome

11

12 13 14 15 16

8 20 22 X

Qualitat

gut

Status

balanciert

E0=0.0762, 6, =0.109

3 5kx500 kbp, 25

> B
i: | -
&0 Y o R # ¥
81 . .

-2

-3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 X
chromosome

0,109

Qualitat

gut

Status

balanciert

E0=0.128, 8, = 0.146

0,146

3 4k x 500 kbLI), 22
5 i
21
50
g1
-2
-3
1 2 3 4 5 6 7 8 9
chromosome

11 12

13 14 15 16 18

20 22

Qualitat

gut

Status

balanciert

Eo0=0.128, G, =0.148

3
2
21
o
g
2
3
1 2 3 4 5 6 7 8 9
chromosome

11 12

13 14 15 16 18

20 22

0,148

Qualitat

gut

Status

balanciert

Eg=0.168 aA 0186

log, ratio

chromosome

11 12

13 14 15 16 18

20 22

0,186

Qualitat

gut

Status

balanciert

135



log, ratio

chromosome

12

13 14 15 16 18 20 22

OA*

0,165

Qualitat

gut

Status

balanciert

log, ratio
bl sorNvw

8 9
chromosome

10

11

12 13 14 15 16

18 20 22 X

0,138

Qualitat

gut

Status

balanciert

log, ratio
Gl orNnw

4k x 500 kbp, 22

E0=0.104, 8, =0.132

chromosome

12

13 14 15 16 8 20 22

0,132

Qualitat

gut

Status

balanciert

log, ratio

Wb ornvw

4k x 500 kbn 22 segments

E0=0.104, 8y =0.142

chromosome

12

13 14 15 16 18 20 22

0,142

Qualitat

gut

Status

balanciert

log, ratio
G sorNnw

4k x 500 kbp, 22

E0=0.101, 8, =0.139

7 8
chromosome

12

13 14 15 16 18 20 22

0,139

Qualitat

gut

Status

balanciert

136



Eo=0.1

- =0.141

4k x 500 kbp, 22 segme!

log; ratio
GhEorNw

chromosome

10 11 12 13 14 15 16 18

20 22

OA*

0,141

Qualitat

gut

Status

balanciert

Eo=0.14, 8y

=0.167

4k x 500 kbp, 23

log; ratio
W B o R N W

chromosome

10 11 12 13 14 15 16 18

20 22

0,167

Qualitat

gut

Status

balanciert

E0=0.162, 8,

=0.189

log; ratio
b EorNw

chromosome

10 11 12 13 14 15 16 18

20 22

0,189

Qualitat

gut

Status

balanciert

4k x 500 kbp, 23

Eo=0.133,

log, ratio
bl EorNw

0,199

Qualitat

gut

chromosome

10 11 12 13 14 15 16 18

20 22

Status

balanciert

4k x 500 ka 22

E0=0106, aA 0133

log, ratio
bbb orNw

7 8
chromosome

10 11 12 13 14 15 16 18

20 22

0,133

Qualitat

gut

Status

balanciert

137



MC21-575-2 (EpCAM+, CD27/CD319+) - XX

OA*

0,189

il Qualitat gut

3 1 2 3 4 5 6 7 s o 10 n 12 1 o116 1 2 2 Status balanciert
MC22-009-11 (EpCAM+, CD27/CD319+) - XX

3 4Kx500kbp, 24 " ‘ ‘ ‘ i i ‘ _ e g OA* 0, 187

@ 0 Qualitat gut

’ 1 2 3 4 5 6 7chrcmoasome 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status balanciert
MC21-372-8 (EpCAM-, CD27/CD319+) - XX

3 4kx 500 kbp, 22 segments E0=0.102, 8, =0.124 OA* O, 124

! Son st ii‘;v 4 i s a2 5 Qualitat gut

’ 1 2 3 4 5 6 lhromcascme ° 10 1 12 1.5 18 20 2 Gigtyg balanciert
MC21-372-9 (EpCAM-, CD27/CD319+) - XX

CA* 0,198

s | L Qualitat gut

s 1 3 2 E 3 E 4 3 s 3 6 3 7 i 8 9 i 10 i 1 3 12 i 13 3 14 i 15 16 18 320 22 Status balanciert
MC21-384-1 (EpCAM-, CD27/CD319+) - XX

3 4kx500 kbp, 22 segments E0=0.106, 8, =0.133 OA* 0’133

m‘} . y m% Qualitat gut

2 1 2 3 4 5 6 lhmmiome 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status ba'anciert

138
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Abbildung 37 Uberblick iiber alle CNV-Profile frisch isolierter Zellen. Gezeigt sind die CNV Profile der untersuchten
Mammakarzinom-Knochenmarkproben (links), mit der Standardabweichung A%, der Einteilung der Profilqualitit und dem
CNV-Status (rechts). Die Probenart ist in der obersten Zeile angegeben, MC entspricht eine Mammakarzinom-Probe, KP
einem Kontrollknochenmark. Fiir jede Probe ist das Geschlecht des Patienten als Satz der Gonosomen (XY = Mann; XX =
Frau) angegeben. SN steht fiir Uberstandszellen (SN). Die Profile sind sortiert nach EpCAM*, CD27/CD319 Zellen, EpCAM",
CD27/CD319" Zellen und EpCAM, CD27/CD319" Zellen.
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8.6.3 Profile der Zellen, welche aus der Studie ausgeschlossene wurden

MC21-178-1 (EpCAM+, CD27/CD319-) (SN) - XX
oA* 0,264

3 4k x 500 ka, 38 n ; ; Eo=0.149, 5, = 0.264
; i
g, Qualitat ungenligend
22 ] i
3
1 2 3 4 5
6 zhmm:scme 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status N/A

MC21-178-2 (EpCAM+, CD27/CD319-) (SN) - XX
OA* 0,217

E0=0.155, 8, =0.217

3 4kx500 kbp. 24
2 : e ..
g Qualitat ungenigend
ga
2 ! ! ! : " ! i A N N N N NN N O O I I
2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 StatUS N/A
chromosome

MC21-178-3 (EpCAM+, CD27/CD319-) (SN) - XX
oA* 0,241

3 4k x 500 kb{,,zz n i i i i i §u='0.145, GA-=9.241
2 ] ' R T
£, Qualitat ungeniigend
g1
T2 i i ! i ! : i ! P B
-3
1 2 3 4 5 6 7Chmm0850me 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status N/A

MC21-181-1 (EpCAM+, CD27/CD319-) (SN) - XX
OA* 0,213

E0=0.116, 8, =0.213

i e P Qualitat ungeniigend
BT A EEEEEE T A R e VA
MC21-262-3 (EpCAM+, CD27/CD319+) (SN) - XX

R oo OA* 0,253
m% ‘ mn TRRREEam Qualitat ungenligend
’ ! | e . ! | i | ¢ | lhmmim:eg :1° | " | ” :13:”:15:” :“: :2°: *  Status N/A

140



MC21-284-2 (EpCAM+, CD27/CD319+) (SN) - XX

OA*

E0=0.212, 8, =0.252

| Qualitat

4k x 500 kbp, 22

Iog, ratio
LGN EorNW

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status

chromosome

MC20-315-1 (EpCAM+, CD27/CD319+) (SN) - XX

0,252

ungentigend

N/A

OA¥*

5k x 500 kbp, 25 E0=0.16, 8, = 0.269

Qualitat

log; ratio
bbb ornw

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 X
chromosome

Status

MC20-315-4 (EpCAM+, CD27/CD319+ ) (SN) - XX

0,269

ungenlgend

N/A

OA¥*

E0=0.145, 8, = 0.2

5k x 500 kbp, 25 segments

Qualitat

log; ratio
GhborNvw

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 X
chromosome

Status

MC21-569-1 (EpCAM+, CD27/CD319+) (SN) - XX

0,2

ungenlgend

N/A

. OA¥*
E 0=0.155, G,-=0.207

i.| Qualitat

log, ratio
LGN B orRNW

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status

chromosome

MC21-268-6 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX

0,207

ungenlgend

N/A

OA¥*

4k x 500 kbp, 28 E0=0.155, 8,-=0.222

Qualitat

log, ratio
bhborNw

Status

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22
chromosome

0,222

ungenugend

N/A



MC21-281-4 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX

log, ratio

b b orNvw

OA*

4k x 500 kbp, 28

E0=0.159, 8, =0.273

Qualitéat

5 6 7 8
chromosome

9

10 11

12 13 14 15 16

8 20 22

Status

MC21-281-7 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX

0,273

ungenugend

N/A

log, ratio

Wb ornvw

4k x 500 kbp, 28

OA*

E0=0.144, 6, =0218

| Qualitat

5 6 7 8
chromosome

9

10 11

12 13 14 15 16

Status

18 20 22

MC21-282-3 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX

0,218

ungenugend

N/A

4k x 500 kbp, 22

OA*

E0=0.182, 8, =0.294

0,294

5 6 7 8
chromosome

9

10 11

12 13 14 15 16

Status

18 20 22

MC21-254-4 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX

d% _ Qualitat ungenugend
_§ 1 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 Status N/A
MC21-254-2 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX

OA* 0,225
g1 | | BN 5.} Qualitat ungentigend

N/A

log, ratio

Wb orNw

4k x 500 kbp, 22

OA*

E0=0.163, 8, =0.216

Qualitat

5 6 7 8
chromosome

9

10 11

12 13 14 15 16

18 20 22

Status

0,216

ungenligend

N/A

142



KP20-257-2 (EpCAM-, CD27/CD319+) (SN) - XX
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Abbildung 38 Uberblick iiber alle CNV-Profile von Zellen, welche aus der Studie ausgeschlossen wurden. Gezeigt sind die
CNYV Profile der untersuchten Mammakarzinom-Knochenmarkproben (links), mit der Standardabweichung A%*, der Einteilung
der Profilqualitiit und dem CNV-Status (rechts). Die Probenart ist in der obersten Zeile angegeben, MC entspricht eine
Mammakarzinom-Probe, KP einem Kontrollknochenmark. Fiir jede Probe ist das Geschlecht des Patienten als Satz der
Gonosomen (XY = Mann, XX = Frau) angegeben. SN steht fiir Uberstandszellen (SN). Die Profile sind sortiert nach EpCAM",
CD27/CD319 Zellen, EpCAM™, CD27/CD319" Zellen und EpCAM, CD27/CD319* Zellen.
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