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1 Einleitung 
 

Die Diagnose einer Krebserkrankung stellt für die Betroffenen unverändert einen schweren 

Schicksalsschlag dar. Für Frauen in Deutschland wie auch in der ganzen Welt ist dies in der Mehrzahl 

der Fälle die Diagnose Brustkrebs.  

Für die Forschung in der Medizin beinhaltet das Streben nach Fortschritt auf dem Feld der Onkologie 

dabei ebenfalls große Herausforderungen angesichts der Komplexität der damit verbundenen 

biologischen Prozesse und Phänomene. Nichtsdestotrotz erlaubt es die moderne onkologische 

Diagnostik bereits heute, mittels genetischer und molekularbiologischer Verfahren weitere 

Kenntnisse über die Eigenschaften des Karzinoms zu gewinnen. 

In Zuge dieser immer weiter entwickelten Diagnostik eröffnet sich das Potential, die Therapie des 

Mammakarzinoms mehr und mehr den Gegebenheiten der jeweiligen Patientensituation 

anzupassen, verbunden mit der Hoffnung einer verbesserten Prognose und Lebenszeitverlängerung 

für die Patientinnen.  

Hierbei ist es von besonderem Interesse, ein vertieftes Verständnis für das Wesen der minimalen 

Resterkrankung zu erhalten. Die unter diesem Begriff verstandene Streuung, Zirkulation und 

Absiedlung von Tumorzellen mag einen wesentlichen Grund für Tumorprogression, Metastasierung 

und Krankheitsrezidiv darstellen, was den vorgenannten Zielen der Patientenversorgung 

entgegensteht. 

Unter Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion können diese zirkulierenden Tumorzellen aus einer 

Blutprobe detektiert und der Versuch einer Charakterisierung unternommen werden. In der 

Gesamtschau der Eigenschaften des Primarius sowie der identifizierten Eigenschaften der im 

peripheren Blut zirkulierenden Tumorzellen ergibt sich somit ein umfassenderes Bild der 

Krebserkrankung, sodass die Möglichkeit einer Adjustierung der Therapie und des Gewinnens von 

prädiktiver wie prognostischer Aussagekraft über den weiteren Krankheitsverlauf besteht.  

Man mag sich durch diesen Erkenntnisgewinn, der in der Folge auf Entscheidungen und Maßnahmen 

Einfluss nehmen kann, eine unmittelbare Verbesserung in der Betreuung von Patientinnen mit 

Mammakarzinom erhoffen. 
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1.1 Mammakarzinom der Frau 

1.1.1 Epidemiologie 
 

Im Jahr 2012 war Brustkrebs mit etwa 1.700.000 Erkrankungsfällen und 522.000 Todesfällen weltweit 

die häufigste Tumorerkrankung der Frau. Diese Zahlen stehen für 25% aller Krebsbehandlungsfälle 

und 15% aller Krebs-verursachten Todesfälle bei Frauen [6]. In der Erfassung des Jahres 2016 stellen 

3.560.570 Brustkrebspatientinnen mit mehr als 40% die größte Population der Überlebenden einer 

Krebserkrankung in den USA dar [7]. 

Nach den Daten des durch das Robert Koch-Institut vorgelegten Bericht zum Krebsgeschehen in 

Deutschland 2016 nimmt das Mammakarzinom analog dazu weiterhin die Stelle der am meisten 

vorherrschenden Krebserkrankung der Frau ein [8]. Unter 229.920 krebsneuerkrankten Frauen in 

Deutschland beträgt die Inzidenz des Brustkrebses für das Jahr 2013 dabei 71.640 Frauen mit einem 

mittleren Erkrankungsalter von 64,3 Jahren. Die 5-Jahres-Prävalenz weist der Bericht mit 315.740 

Frauen aus, die 10-Jahres-Prävalenz mit 551.960. Während der Trend der Inzidenz für die Jahre 2003 

bis 2013 mit +1,3% angegeben wird, beläuft sich der Trend der Sterbefälle für den gleichen 

Betrachtungszeitraum auf -1,2%, wobei im Jahr 2013 17.853 Frauen an Brustkrebs verstorben sind. 

Das durchschnittliche relative 5-Jahres-Überleben lag für den Zeitraum von 2011 bis 2013 bei 88,0%, 

was eine Verbesserung um 2,4 Prozentpunkte gegenüber der Periode von 2006 bis 2008 darstellt [8]. 

Obgleich die Anzahl der Neuerkrankungen im Beobachtungszeitraum ansteigt, werden weniger 

fortgeschrittene Stadien der Tumorerkrankung diagnostiziert. Dies wird auf das Vorziehen des 

Diagnosezeitpunktes durch das in der Zeit von 2005 bis 2009 eingeführte Mammographie-Screening 

zurückgeführt [8]. Im Zusammenhang mit Überlebenszeitanalysen und der dabei festgestellten 

Verbesserung muss hierbei allerdings ein etwaiger lead time bias in Betracht gezogen werden. Dies 

ist der Fall, wenn lediglich der Diagnosezeitpunkt vorgezogen wird, aber die Therapie selbst keine 

Lebenszeitverlängerung zu bewirken vermag. 
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Neuerkrankungen Frauen Sterbefälle Frauen 

Absolute Zahl 71.6400 Absolute Zahl 17.853 

Mittleres Erkrankungsalter 64,3 Mittleres Sterbealter 72,6 

Rohe Rate 174,0 Rohe Rate 43,4 

Altersstandardisierte Rate 119,3 Altersstandardisierte Rate 23,6 

Aktueller Trend1 +1,3% Aktueller Trend1 -1,2% 

Prognose für 2020 (absolute Zahl) 77.6002   

Überleben  Prävalenz  

Relatives 5-Jahres-Überleben 88% 5-Jahres-Prävalenz 315.740 

Relatives 10-Jahres-Überleben 82% 10-Jahres-Prävalenz 551.960 

1 durchschnittliche jährliche Veränderung der altersstandardisierten Rate zwischen 2003 und 2013 
2 unter der Annahme ab 2013 gleichbleibender Erkrankungsraten für Frauen zwischen 50 und 74 Jahren 

Tabelle 1: Epidemiologische Kennzahlen für Brustkrebs, Deutschland, 2013 [8] 

 

1.1.2 Risikofaktoren der Entstehung eines Mammakarzinoms 
 

Zu der Entstehung eines Mammakarzinoms führende Faktoren wurden intensiv beleuchtet. So zeigte 

sich, dass zuvorderst Umstände im hormonellen System der Frau zu einer Krebserkrankung führen 

können. Eine umfangreiche Meta-Analyse über 100 epidemiologischer Studien ergab, dass zum einen 

ein langer hormonell-aktiver Zeitraum, einhergehend mit einer frühen Menarche und spät 

einsetzender Menopause, in der Ausbildung eines Karzinoms resultieren kann [9]. Zum anderen 

erhöhen Kinderarmut beziehungsweise -losigkeit [10], späte erste Geburt [11, 12] sowie kurze 

Stillzeiten das Risiko [13]. Darüber hinaus stellt Adipositas, vor allem in der Postmenopause, einen 

Risikofaktor dar [14], was mit der in den Adipozyten stattfindenden Aromataseproduktion und den 

damit verbunden erhöhten Östrogenspiegeln erklärt werden kann [15]. Gekoppelt daran ist das 

erhöhte Risiko eines Zweitmalignoms der kontralateralen Brust [16]. Was die Einnahme 

hormonhaltiger Kontrazeptiva angeht, hat sich bislang kein erhöhtes Risiko gezeigt [17]. Im 

Gegensatz hierzu gibt es allerdings ausreichend Daten, die belegen, dass eine Hormonersatztherapie 

mit Östrogenen ein erhöhtes Risiko darstellt [18, 19]. 

Weiterhin beeinflussen allgemeine Lebensstilfaktoren die Erkrankungswahrscheinlichkeit. Neben der 

schädigenden Wirkung des Nikotinkonsums [20, 21] geht ein ebenfalls negativer Effekt vom Genuss 

von Alkohol aus [22]. Weitere Studien legen nahe, dass sportliche Aktivität zu einer Risikoreduktion 

führen kann [23, 24]. Dies gelingt vornehmlich über die Verminderung der Dichte des 

Brustdrüsengewebes [25], da gerade von einer in der Mammographie erhöhten Gewebedichte ein 

weiteres Risiko ausgeht [26, 27]. Schließlich können auch Ernährungsgewohnheiten wie vermehrter 
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Fleischkonsum [28], zu hohe Cholesterinspiegel [29] oder eine nicht ausreichend ausgeglichene Diät 

daran beteiligt sein, zur Entstehung einer Krebserkrankung beizutragen [30]. 

Überdies besteht auch ein Erkrankungsrisiko, das sich aus einer genetischen Disposition ergibt. Man 

schätzt, dass 5-10% aller Brustkrebsfälle eine erbliche Komponente aufweisen [31]. Vornehmlich sind 

hierbei die BRCA1- und BRCA2-Mutationen zu nennen. Erstere wurden 1990 von Hall et al. auf 

Chromosom 17 entdeckt [32], Zweitere im Jahre 1994 auf Chromosom 13 [33]. Studien hierzu zeigen, 

dass mit Mutationen auf diesen Genloci Lebenszeitrisiken für die Entwicklung eines 

Mammakarzinoms von 50-80%, für ein Karzinom der kontralateralen Brust von 60%  sowie für die 

Ausbildung eines Ovarialkarzinoms von etwa 10-40% verbunden sind [34, 35]. Neben diesen Genen, 

die elementarer Bestandteil der Diagnostik sind und Therapieentscheidungen maßgeblich 

beeinflussen, richtet sich der Blick der Forschung auf das RAD51C-Gen, das ebenfalls eine Rolle im 

Tumorgeschehen der weiblichen Brust und der Ovarien hat [36]. 

Weiterhin besteht eine Vergesellschaftung mit anderen Karzinomen, wie eine im Jahr 2015 

veröffentliche Follow-up-Untersuchung von mehr als 10.000 Patientinnen illustriert [37]. Die Studie 

gibt ein um 30% erhöhtes Risiko eines Zweitmalignoms für Brustkrebspatientinnen an. Dabei sind 

insbesondere kolorektale Karzinome, Lymphome, das Endometrium-Karzinom wie das maligne 

Melanom und Nierenzellkarzinome festzustellen. In der Genese dieser bösartigen Neoplasien ist 

jedoch zu diskutieren und zu differenzieren, inwieweit diese in Zuge einer vorangegangenen Therapie 

oder aufgrund einer genetischen Veranlagung entstehen, was eine Entkopplung und Varianz in der 

Auftretensabfolge möglich machen kann. 

1.1.3 Histopathologie, Tumorcharakteristika und -klassifikation 
 

Bei etwa 95% aller Mammakarzinome handelt es sich histologisch um Adenokarzinome [38], die auf 

Milchdrüsen und -gänge zurückzuführen sind. Der häufigste Typ gemäß der im Jahr 2012 

veröffentlichten vierten Auflage der WHO-Klassifikation der Mammatumoren, der dabei 

weitestgehend den ehemals verwendeten Terminus des invasiven duktalen Karzinoms ersetzt, ist das 

invasive Karzinom, kein spezieller Typ / no special type / NST mit bis zu 80% [38, 39].  Für die 

Zuweisung eines speziellen Typen bedarf es mehr als 90% charakteristischer morphologischer Muster 

im pathologischen Präparat [38]. Das invasive lobuläre Karzinom stellt dabei mit bis zu 15% die 

größte Gruppe dar [38, 39]. Neben bedeutend selteneren Typen führt die WHO-Klassifikation das 

tubuläre, das kribriforme, das muzinöse, das papilläre und das metaplastische Karzinom sowie 

Karzinome mit medullären Eigenschaften, mit apokriner oder siegelringzelliger Differenzierung an. 

Darüberhinaus liegen Mischtypen vor, "wenn der Anteil eines speziellen Typs 50% *…+ übersteigt, 

aber 10-49% des Tumors kein spezialisiertes Muster aufweisen; d.h. gemischtes invasives Karzinom 
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NST und spezieller Typ (z.B. muzinös, lobulär)" [38]. Eine Besonderheit stellt das inflammatorische 

Mammakarzinom dar, das auf dem Grund einer malignen Entartung der Brust entstehen kann und 

sich als Lymphangiosis carcinomatosa präsentiert [40]. 

Risikoläsionen, die in ein invasives Wachstum übergehen können, stellen das duktale wie das 

lobuläre Carcinoma in situ, bei denen die Basalmembran jeweils noch nicht durchbrochen ist, sowie 

der Morbus Paget der Mamille dar, der sowohl mit Präkanzerosen als auch mit invasiven Karzinomen 

vergesellschaftet auftreten kann [41-43]. Studien zeigen zudem auf, dass Mammakarzinome Ausgang 

von benignen Erkrankungen und Veränderungen der Brust wie beispielsweise Papillomen, 

Fibroadenomen oder Hyperplasien nehmen können [44-46]. 

Im Weiteren beurteilt das Nottingham-Gradingsystem nach Elston und Ellis den Grad der 

Differenzierung des Tumors [47, 48]. Hierbei wird untersucht, inwieweit die Morphologie der 

wachsenden Tumormasse vom gesunden Ursprungsgewebe abweicht. Das Präparat wird hinsichtlich 

der Tubulusformation, dem Vorhandensein von nukleären Polymorphien sowie der Anzahl der 

festzustellenden Mitosefiguren jeweils mit ein bis drei Punkten gewichtend bewertet und mündet in 

einen Score von drei bis neun Punkten, der sich in den Graden eins bis drei wiederfindet. Dabei gilt, 

je höher der Score, desto höher das Grading, desto weniger differenziert das Gewebe, desto 

schlechter die Prognose [47]. 

Tabelle 2: Differenzierungsgrad des Mammakarzinoms nach Elston und Ellis [48] 

 

 

Punktebewertung des 

Merkmals 

Ausbildung tubulärer 

Strukturen 

Erscheinung nukleärer 

Polymorphismen 

Anzahl Mitosefiguren
*
  

(pro 10 Gesichtsfelder) 

1 >75% des Tumors klein, regelmäßig geformt <10 

2 10-75% des Tumors 
moderate Größenzunahme 

und Variabilität 
10-19 

3 <10% des Tumors 
deutliche Größen- und 

Formveränderungen 
>19 

Grading in Addition der 

Punktbewertung pro 

Merkmal 

1 ≙ 3-5 Punkte 

(gut differenziert) 

2 ≙ 6-7 Punkte 

(mäßig differenziert) 

3 ≙ 8-9 Punkte 

(schlecht differenziert) 

* abhängig von Mikroskop, Vergrößerung und Gesichtsfelddurchmesser 
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Eine weitere Aussage über die Zellteilungsaktivität und Proliferation des Tumors erlaubt die 

immunhistochemische Untersuchung des Proteins Ki-67, wodurch wiederum eine Einschätzung des 

Malignitätsgrades des Tumors gewonnen und eine bessere Prognoseabschätzung  ̶  auch in der 

Rezidivsituation  ̶  getroffen werden kann, was Veronese et al. bereits 1993 formulierten und in den 

letzten Jahren breite Unterstützung fand [49-54]. Damit gelingt durch diesen Parameter die Abfrage 

einer der wesentlichen Eigenschaften von Krebserkrankungen, wie sie im Jahr 2000 von Hanahan und 

Weinberg in The Hallmarks of Cancer formuliert wurden [55]. 

Darüber hinaus ermittelt die Immunhistochemie den Rezeptorstatus eines Mammakarzinoms, 

worunter man die Ausprägung des Vorhandenseins verschiedener Rezeptoren auf der Oberfläche der 

Tumorzellen des Karzinoms versteht. Diese können bei Positivität ebenfalls das Signal sein, das 

Tumorwachstum induziert, und stellen somit einen wesentlichen Aspekt im Prozess der Entstehung 

von Krebs dar [49, 55]. Die Steroidrezeptoren für Östrogen und Progesteron sind seit mehr als 40 

Jahren umfassender Bestandteil der Forschung [56, 57]. So beschäftigten sich Lippmann et al. bereits 

im Jahre 1976 mit dem Einfluss von Steroiden auf Brustkrebszelllinien [58]. Diese 

Forschungsbestrebungen wurden auch im Lichte der von George Beatson 1896 vorgenommenen 

Ovarektomie einer an fortgeschrittenem Brustkrebs erkrankten Patientin unternommen, bei der 

hierunter eine Tumorregression festzustellen  war, und führte schließlich in den jüngeren 

Jahrzehnten zur Implementierung hormoneller Therapien, die spezifisch auf den Rezeptorstatus 

zugeschnitten sind [59].  Die Immunhistochemie ist heute die etablierte Methode der Wahl, um 

diesen zu erheben [60, 61]. Für die Kategorisierung der Rezeptorexpression bedient man sich dabei 

eines auf Allred et al. zurückgehenden Scores [50] oder des Immunreaktiven Scores nach Remmele 

[62]. 1987 wurde das Panel um den Abkömmling der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren 

Her2/neu erweitert und ist seitdem etablierter Teil der Erfassung des Rezeptorstatus [63]. Da 

Her2/neu und mit ihm verwandte Rezeptoren für Proliferation, Migration und Invasion von 

Tumorzellen verantwortlich sind, ist es unerlässlich, diesen Parameter bei der Charakterisierung der 

Tumorbiologie zu erfassen, um betroffene Patientinnen einer zielgerichteten Therapie zuführen zu 

können [64]. Diese Testung sollte daher bei jeder invasiven Tumorerkrankung erfolgen und bei 

unklarem Her2-Status eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung nach sich ziehen [65]. 

Auf Perlou et al. zurückgehend lassen sich hierbei im Wesentlichen fünf molekulare Subtypen 

beschreiben, um die vorstehend erläuterten biologischen Merkmale für eine Risikostratifizierung 

heranzuziehen [66]. Durch die Bestimmung der Subgruppe des Karzinoms lässt sich neben der 

Gewinnung von Aussagen über die zu erwartende Prognose und den Verlauf der Erkrankung eine 

krankheitsadjustierte und damit möglichst effektive Therapie einleiten [67, 68]. Die in der Praxis 

verwendete Einteilung geht dabei auf Cheang und Hugh et al. zurück [69, 70]. 
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Biomarker Luminal A 
Luminal B 

(Her2 positiv) 
Luminal B 

(Her2 negativ) 
Her2 

(non-luminal) 
Triple-negativ 

(basal-like) 

Östrogenrezeptor positiv positiv positiv negativ negativ 

Progesteronrezeptor positiv positiv/negativ positiv/negativ negativ negativ 

Her2/neu-Rezeptor negativ positiv negativ positiv negativ 

Ki-67 <14%  >14%   

Tabelle 3: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms [69-72] 

 

Sollte mittels dieser Annährung an die Biologie des Tumors keine ausreichend befriedigende 

Erkenntnis hinsichtlich einer fundierten Therapieentscheidung im Sinne der Patientin gewonnen 

werden können, um die Erkrankung zielgerichtet mit einer (neo-)adjuvanten Therapie systemisch zu 

behandeln, so können weitere Genexpressionsanalysen zu Rate gezogen werden, was sich in der 

Empfehlung des St. Gallen-Konsensus von 2011 wiederfindet [73, 74]. 

Weiterhin konnten in jüngster Vergangenheit durch Studien über die Bestimmung des Urokinase-

Plasminogen-Aktivators (uPA), eine durch Interaktion mit Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) 

an Metastasierung und Invasion von Krebszellen beteiligte Protease, Biomarker gefunden werden, 

die eine Prognose des Krankheitsverlauf ermöglichen und bei der Entscheidung helfen können, 

Patientinnen einer systemischen Therapie zuzuführen oder dies zu unterlassen [75].  

Schließlich ist es neben Erfassung histologischer wie molekularbiologischer Charakteristika von 

eminenter Bedeutung, Größe und Ausmaß des Karzinoms zu ermitteln und dies in einer 

anatomischen Klassifikation festzuhalten, wobei man sich der TNM-Klassifikation bedient, die zudem 

Auskunft über den Lymphknotenstatus sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen gibt [76]. 
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T N M 

Tx 
nicht beurteilbarer 
Primarius 

Nx 
nicht beurteilbare 
regionäre Lymphknoten 

M0 keine Fernmetastasen 

T0 
kein Anhalt für 
Primarius 

N0 keine cM0(i+) 

klinisch/radiologisch keine 
Fernmetastasen, Nachweis 
disseminierter oder 
zirkulierender Tumorzellen 

Tis Carcinoma in situ N1 1-3 axillär M1 Fernmetastasen 

T1 maximal 2cm N2 4-9 axillär   

T1mic bis 0,1cm N3 
10 und mehr, axillär und 
infraklavikulär 

  

T1a bis 0,5cm     

T1b bis 1cm     

T1c bis 2cm     

T2 >2cm bis 5cm     

T3 >5cm     

T4 
Befall der 
Thoraxwand oder der 
Haut 

    

Tabelle 4: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms [76] 

 

Die Notation der TNM-Klassifikation kann um vorangestellte Buchstaben ergänzt werden [76]. Ein "c" 

steht dabei für eine klinische, sprich prätherapeutische Erfassung, ein "p" für die pathologische, 

sprich postoperative. Bei Staging nach durchgeführter neoadjuvanter Therapie mittels Chemo- oder 

Strahlentherapie wird der Klassifikation ein "y" vorangestellt, wobei nach anschließender 

postoperativer Versorgung die Zusätze bei Ermittlung des nun vorliegenden TNM-Stadiums zu "py" 

zusammengeführt werden. 

1.1.4 Klinik, Diagnostik und Staging 
 

Klinische Zeichen des Mammakarzinoms zeigen sich weitestgehend erst in einem fortgeschrittenen, 

invasiven Stadium der Erkrankung. Zuvorderst sind hierbei Verhärtungen und Knoten, Spannungen, 

Einziehungen und Veränderungen im Aspekt der Haut bis zur Inflammation, Mamillensekretion und 

Schmerzen zu nennen, deren Auftreten als klinisches Symptom bei Diagnosestellung in den meisten 

Studien abgefragt und in den Blick genommen wird [77-80]. Zudem ist insbesondere der axilläre 

Lymphknotenstatus zu erfassen. Was die Lokalisation des Tumors angeht, zeigen Untersuchungen, 

dass mehr als die Hälfte der Tumoren am oberen äußeren Quadranten der Brust zu finden sind [81, 

82].  

Auch wenn durch die regelmäßige Untersuchung der Brust sowohl durch die Patientin als auch den 

Arzt keine Senkung der Sterblichkeit belegt ist, so wird sie dennoch empfohlen, da sie Bewusstsein 

schafft, die Compliance zur Teilnahme an weiteren Screeningmaßnahmen sichert und 

Intervallkarzinome aufdecken kann [78, 83-85]. 
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Die Auswertung der Ergebnisse großer europäischer Screeningprogramme unter Anwendung der 

Mammographie zeigte im Jahr 2012, dass durch diese Früherkennungsprogramme die 

Brustkrebssterblichkeit europaweit um 26% gesenkt werden konnte [86]. Das deutsche Programm, 

das Frauen im Alter zwischen 50 und 69 Jahren alle zwei Jahre zum Screening einlädt, weist dabei die 

größte Anzahl anspruchsberechtigter Frauen in Europa auf [83]. Für Mutationsträgerinnen und 

Patientinnen mit dem Risiko der familiären Belastung ist ein intensiviertes Screening empfohlen, das 

zu einem früheren Lebensalter einsetzen sollte [87]. Bei eingeschränkter Beurteilbarkeit der 

Mammographie, beispielsweise aufgrund hoher Gewebedichte,  und/oder Risikopatientinnen 

können die Sonographie der Brust sowie eine Magnetresonanztomographie als nutzenpositive 

diagnostische Instrumente ergänzend hinzugezogen werden, wobei eine Erhöhung der Rate falsch-

positiver Patientinnen in Kauf genommen werden muss [88, 89]. Eine große Analyse der 

Mammographie-Programme aus den USA der Jahre 1996 bis 2008 zeigt, dass die Anzahl der im 

Anschluss an das Screening durchgeführten Biopsien über die Jahre konstant blieb, jedoch die Zahl 

der Carcinoma in situ sowie der invasiven Krebsstadien anstieg, wohingegen gutartige 

Veränderungen der Brust als Ergebnis der histologischen Untersuchungen rückläufig waren [90].   

Für die Gewinnung des Probenmaterials bei abklärungsbedürftiger BI-RADS-Klassifizierung nach 

Befundung der Bildgebung stehen sowohl die Feinnadelbiopsie als auch die bevorzugt eingesetzte 

Stanz- oder Vakuumbiopsie zur Verfügung [91, 92]. Es zeigte sich, dass die Durchführung der Biopsie 

keinen Einfluss auf den Sentinel-Lymphknotenstatus hat [93, 94]. Sofern nicht im Rahmen einer 

präoperativen Untersuchung geschehen, ist abhängig von intraoperativer histologischer 

Schnellschnittdiagnostik und daraus resultierend möglichem Befall des Wächterlymphknotens das 

therapeutische Vorgehen anzupassen und die Operationsindikation zu erweitern [95, 96].  

Bei Verdacht beziehungsweise histologischem Befund einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung 

sollte bereits präoperativ ein Staging durchgeführt werden, um eine mögliche Tumoraussaat zu 

detektieren. Dabei bedient man sich neben der körperlichen Untersuchung einer röntgenologischen 

Thoraxuntersuchung, der Sonographie der Leber sowie der Skelettszintigraphie, wobei dies um 

weitere Maßnahmen bei erhöhtem und zu präzisierendem Metastasenverdacht ergänzt werden kann 

[97]. Der Fokus liegt dabei darauf, Filiae in Lunge, Leber und Knochen als Prädilektionsstellen der 

systemischen Brustkrebserkrankung auszuschließen [98]. 

1.1.5 Therapie des Mammakarzinoms 
 

Die Therapie des Mammakarzinoms ergibt sich neben den Ausmaßen der Tumormasse maßgeblich 

aus der Biologie und den Eigenschaften des Tumors, die Angriffspunkte für eine zielgerichtete 

Therapie bieten können. 
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Die moderne Gynäkologie hält operative, medikamentöse wie strahlentherapeutische Möglichkeiten 

zur Behandlung von Brustkrebs vor. Nach Möglichkeit sollte eine brusterhaltende Therapie der 

radikalen Mastektomie vorgezogen werden, wobei im Anschluss eine Radiatio erfolgen muss, um 

erhaltendes Brustdrüsengewebe ebenfalls einer Therapie zuzuführen [99]. Die adjuvante lokale 

Bestrahlung senkt dabei das Risiko eines intramammären Rezidivs [100].  Im Rahmen der etablierten 

Sentinel-Lymphonodektomie und der damit verbundenen Schnellschnittdiagnostik kann eine 

lymphogene Aussaat festgestellt und die Operation um eine Axilladissektion ausgeweitet werden, um 

einer weiteren Filialisierung des Tumors vorzubeugen [101, 102]. Neben dem histologischen 

Erkenntnisgewinn um die Erkrankung ermöglicht dieses schonende Verfahren des intraoperativen 

Stagings eine weit höhere Lebensqualität für die Patientinnen als die initiale Ausräumung sämtlicher 

Lymphknoten in der Achsel [103]. 

Um den Tumor medikamentös zu bekämpfen, stehen Chemotherapie sowie Antikörper- und 

endokrine Hormontherapie zur Verfügung. Die Chemotherapie wird in der Regel im Anschluss an die 

Operation durchgeführt oder kann neoadjuvant, um die Operationsbedingungen zu verbessern oder 

die Wahrscheinlichkeit eines verbesserten Outcomes zu erzielen, angewandt werden [104, 105]. 

Indikationen hierfür sind beispielsweise ein hohes Grading, negativer Hormonrezeptorstatus bei 

positivem Her2/neu-Status oder lymphogene Metastasen [106-108]. Gängige Therapieschemata sind 

dabei 5-Fluoruracil mit Adriamycin oder Epirubicin und Cyclophosphamid, was häufig um ein Taxan 

wie Paclitaxel ergänzt wird [109-111]. Zudem erschließt sich im Fall des metastasierten 

Mammakarzinoms eine palliative Therapieoption, wobei meist ein Taxan in Kombination mit einem 

Anthrazyklin zur Anwendung kommt [112-114]. Bei Her2/neu-Positivität des Tumors ist neben dem 

Einsatz von Zytostatika begleitend der monoklonale Antikörper Trastuzumab für ein Jahr indiziert 

[115]. Darüber hinaus erfolgt die endokrine Therapie bei positivem Hormonrezeptorstatus im 

Anschluss an die Chemotherapie. Prämenopausal ist hierbei der selektive Östrogen-Rezeptor-

Modulator Tamoxifen für einen Zeitraum von fünf Jahren zu geben, der antagonistisch auf die 

Östrogenrezeptoren der weiblichen Brust wirkt [116]. Wichtig ist hierbei allerdings zu beachten, dass 

durch agonistische Wirkung an endometrialem Gewebe unter Tamoxifen-Therapie  ein erhöhtes 

Risiko für die Entwicklung eines Endometriumkarzinoms und dabei im Erkrankungsfall ein 

schlechteres Outcome bestehen [117-119]. Zudem lässt sich durch die Gabe von LHRH-Agonisten wie 

Buserelin oder Goserelin via einer Überstimulation der Hypophyse und folgender Downregulation 

innerhalb des hormonellen Regelkreises eine verminderte Ausschüttung von FSH und LH 

herbeiführen und somit die Ovarialfunktion und der Sexualhormonhaushalt supprimieren [120, 121]. 

In der postmenopausalen Situation sollten Aromatasehemmer für fünf Jahre angesetzt werden, um 

die extraovarielle Hormonproduktion zu drosseln und die Östrogenrezeptoren nicht zu induzieren 

[122]. Hierbei kann auch eine kombinierte Therapie mit Tamoxifen angewendet werden [123]. 
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Die Strahlentherapie, die immer ergänzend nach einer brusterhaltenden Operation erfolgen sollte, 

kann bei Inoperabilität oder in der palliativen Situation auch primär erfolgen [124-127]. Die 

adjuvante Radiatio ist auch nach einer Mastektomie angezeigt, wenn keine R0-Situation geschaffen 

werden konnte oder eine fortgeschrittene Tumorerkrankung vorliegt [100, 128]. Zur Linderung von 

Schmerzen und Eindämmung des Tumorwachstums ist die lokale Metastasenbestrahlung des 

Knochens oder Hirngewebes ebenfalls etabliert [124, 129, 130]. 

Im Anschluss an die Tumorchirurgie kann eine Rekonstruktion der Brust mit Eigengewebe oder 

Fremdmaterial erfolgen, was eine etwaige Mamillenrekonstruktion miteinschließt [131, 132]. Bereits 

ab Diagnosestellung sollte während des gesamten Krankheitserlebens der Patientin ein Angebot der 

biopsychosozialen Begleitung unterbreitet und dessen Inanspruchnahme gefördert werden [133, 

134]. 

1.1.6 Prognose und Prädiktion 
 

Neben Risikofaktoren, bei deren Vorliegen es mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit zur  Entstehung 

einer Krankheit kommen kann, können Prognosefaktoren, die Aussagen über den Krankheitsverlauf 

ableiten lassen, sowie Prädiktionsfaktoren, die eine Abschätzung für das Ansprechen einer 

eingeleiteten Therapie ermöglichen, identifiziert werden [135]. Für Therapieentscheidungen wie 

auch Maßnahmenauswahl und -interpretation im Rahmen der Nachsorge des Mammakarzinoms 

nehmen für diese Tumorentität etablierte Faktoren eine eminente Rolle ein.  

Die Empfehlungen der Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie in der aktualisierten Fassung 

aus dem Jahr 2015 führen als Prognosefaktoren für das primäre Mammakarzinom zuvorderst 

Tumorgröße, Lymphknotenstatus, Vorliegen von Fernmetastasen, Histologie, Grading nach Elston 

und Ellis, Alter der Patientin sowie die pathologisch nachgewiesene Komplettremission nach 

neoadjuvanter Chemotherapie bei hochgradig Hormonrezeptor-positiven, Her2-positiven oder triple-

negativen Tumoren auf [136]. Weitere prognostische Faktoren werden mit Adipositas, 

Hormonrezeptorstatus, Her2-Status, molekularem Subtyp, uPA und Ki-67 genannt. Wie auch im St. 

Gallen-Konsensus 2015 wird prognostische Verwertbarkeit für die kommerziell erhältlichen, 

multiparametrischen molekularen Markerassays Oncotype DX®, MammaPrint®, PAM-50®, 

EndoPredict® und Breast Cancer Index® festgestellt, wobei diese einem sorgfältig selektierten 

Patientenkollektiv empfohlen werden sollte, wenn die therapeutische Entscheidungsfindung auf der 

Grundlage anderer Kriterien schwierig ist [136, 137]. Gemäß den Empfehlungen der 

Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie liegt derzeit kein belegter allgemeiner Nutzen des 

Einsatzes zirkulierender Tumorzellen als Prognosefaktor des primären Mammakarzinoms vor, kann 

jedoch in der individuellen Patientensituation Aussagekraft gewinnen. Für die metastasierte Situation 
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hingegen liegt eine Empfehlung für die Zuhilfenahme zirkulierender Tumorzellen vor, um Aussagen 

über die Prognose und frühes Therapieansprechen zu erhalten [136]. 

Als Indikatoren für das erfolgreiche Ansprechen einer neoadjuvanten Chemotherapie lassen sich 

vornehmlich negativer Rezeptorstatus, Triple-Negativität und positiver Her2-Status heranziehen [68, 

136, 137]. Ki-67 kann sowohl bei der Fragestellung hinsichtlich der neo- als auch der adjuvanten 

Chemotherapie als Prädiktor verwendet werden [51, 136, 137]. Bezüglich der molekularen 

Markerassays liegt derzeit nur für Oncotype DX® eine prädiktive Aussagekraft hinsichtlich des 

Nutzens einer Chemotherapie vor [137]. Gesichert prädiktive Faktoren für den Erfolg einer 

endokrinen Therapie stellen Hormonrezeptor- und Menopausenstatus dar; Alter und 

Lymphknotenstatus sowie Grading und Markerassay-Ergebnisse als prädiktive Faktoren werden 

diskutiert [136, 137]. Für eine Her2-zielgerichtete Therapie hat der Her2-Status unbestritten 

prädiktive Aussagekraft [136, 137]. 

Hieraus wird ersichtlich, dass ausgehend von der unmittelbaren Krankheitssituation der jeweiligen 

Patientin, auf der Grundlage diagnostischer Erkenntnisse und der vorliegenden Biologie des Tumors, 

stets individuell adaptiert Indikatoren zu Rate gezogen werden müssen, um dem Anliegen dienlich zu 

sein, belastbare Aussagen über den Krankheitsverlauf treffen und Therapiewirksamkeit vorhersagen 

zu können. 

Um die Basis, diesem Anliegen gerecht zu werden, weiter auszubauen, sollen im Folgenden 

zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut von Mammakarzinompatientinnen in den Fokus 

gerichtet werden. 

1.2 Metastasierung und Minimal Residual Disease 
 

Im peripheren Blut oder in der Lymphe zirkulierende Tumorzellen werden zusammen mit im 

Knochenmark disseminierten Tumorzellen und therapieresistenten Krebszellen unter dem Terminus 

der Minimalen Resterkrankung oder auch Minimal Residual Disease gefasst [1]. Hiervon ist die 

Metastasierung einer Malignomerkrankung abzugrenzen, die allerdings aus einer Minimal Residual 

Disease hervorgehen kann. 

Ausgehend vom Primarius der Erkrankung werden verschiedenste Signalwege beeinflusst, um 

Wachstum und Migration des Tumors zu ermöglichen [138, 139]. Für die Entstehung einer Metastase 

muss eine Tumoraussaat in das Blut- oder Lymphgefäßsystem eintreten, dabei Basalmembranen 

durchbrechen, der Immunabwehr beziehungsweise Apoptose widerstehen und letztlich eine 

erneute, dauerhafte Festsetzung am Ort der Metastasierung verrichten [1, 138, 140]. 
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Zirkulierende Tumorzellen können dabei als die Zellen gesehen werden, die sich in Transit befinden 

und neben dem Primarius auch ihren Ursprung aus klinisch unauffälligen Mikro- wie bekannten 

Makrometastasen nehmen können [1]. Ein Krankenhausbericht des Melbourne Hospital des Jahres 

1869 beschreibt erstmals den Fall, dass dem Primarius ähnliche Tumorzellen im Blut entdeckt 

wurden [141]. Gegen Ende des 19. Jahrhunderts beobachtet Paget in der Zusammenschau von über 

900 Autopsien, dass gehäuft Leber und Knochen im Zuge einer Krebserkrankung der Brust von 

Metastasierung betroffen sind und formuliert dabei in Bezug auf Ernst Fuchs die Seed-and-Soil-

Theorie, die besagt, dass in Zirkulation befindliche Tumorzellen einen günstigen Nährboden finden 

müssen, um sich nach Verteilung über die Blutbahnen an einer Stelle im Körper absiedeln und eine 

Metastase ausbilden zu können [142]. Diese Hypothese findet heute breite Unterstützung und in 

zirkulierenden Tumorzellen wird der Samen gesehen, der zur Aussaat führen kann, indem er eine 

Tumordissemination bewirkt [1, 143, 144]. Experimentelle Untersuchungen haben darüberhinaus 

gezeigt, dass disseminierte Tumorzellen die Fähigkeit haben, zu ihrem Entstehungsort zurückkehren 

und das Wachstum und den Bestand ihres Primarius unterhalten zu können, was mit einem erhöhten 

Risiko für ein lokales Rezidiv verbunden ist [145, 146]. Diesem Konstrukt des Self-Seedings des 

Tumors wird die Wirkung einer gesteigerten Wachstumsrate des Ursprungstumors, der Förderung 

lokaler Rezidive sowie natürlicher Selektion aggressiverer zirkulierender Tumorzellen, deren Fähigkeit 

zur Ausbildung von Fernmetastasen erhöht ist, zugeschrieben [1, 143, 147, 148]. Zudem zeigen 

Untersuchungen auf, dass Brustkrebszellen resistent auf Chemo- und Strahlentherapien reagieren 

können und auch aus therapeutisch vorbehandelten Krebszellen eine Tumorinduktion hervorgehen 

kann, womit illustriert wird, dass in einem Organismus therapierefraktäre und in selektierter Weise 

zur Tumorprogression befähigte Zellen im Sinne einer Resterkrankung verbleiben und dabei sowohl 

zu einem lokalen Rezidiv als auch zu einer Fernmetastasierung führen können [1, 149-152]. 

1.2.1 Epithelial-mesenchymale Transition 
 

Die epithelial-mesenchymale Transition ist ein inzwischen viel beschriebener Prozess, der besonders 

bei Karzinomen der Brust von hoher Relevanz ist, da mehr als 95% der Mammatumoren epithelialen 

Ursprungs sind [153, 154]. Zellen, die diese Entwicklung durchlaufen, verlieren dabei ihre epithelialen 

Eigenschaften und nehmen die des mesenchymalen Gewebes an. Aus Veränderungen auf zellulärer 

und molekularer Ebene, was einen Verlust der Zell-Zell-Adhäsion und der Polarität  sowie eine 

Reorganisation des Zytoskeletts mit sich bringt,  resultiert ein erhöhtes Potential der Migration und 

Invasion [153, 155]. Neben erhöhter Resistenz gegenüber Apoptose vermögen die Zellen so, den 

Primarius zu verlassen, in die Blutbahn einzudringen, zu migrieren und schließlich Fernmetastasen  

an anderer Stelle  über eine revers ablaufende mesenchymal-epitheliale Transition auszubilden [1, 
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153, 155-157]. Abbildung 1 veranschaulicht den Prozess, ausgehend vom Primärtumor zur möglichen 

Ausbildung einer Metastase [5]. 

 

 

 

Um dies zu bewerkstelligen, ist eine Fülle von Signalwegen involviert und daher eine große Zahl von 

Surrogatparametern Gegenstand der Forschung, um eine abgelaufene Transition zu detektieren, was 

in Abbildung 2 wiedergegeben wird [1, 158]. Vimentin, Aktin, N-Cadherin, Cadherin-11 sowie 

Laminin, E-Cadherin und Zytokeratine sind hierbei von besonderem Interesse [155, 159]. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Modell der Metastasenentstehung anhand der epithelial-mesenchymalen Transition [5] 
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So konnte bereits 2005 in aus Knochenmark von Brustkrebspatientinnen gewonnenen 

mikrometastatischen Zellen eine Veränderung in der Zusammensetzung verschiedener Zytokeratine 

festgestellt  und ein Zusammenhang mit schlechterem Grading, erhöhtem Proliferationsindex und 

negativem Hormonrezeptorstatus hergestellt werden [160]. Zudem lassen sich auch bei im Blut von 

Brustkrebspatientinnen zirkulierenden Tumorzellen Marker nachweisen, die eine stattgehabte 

Transition anzeigen [161]. Zurückgehend auf Creighton et al. demonstrieren weitere 

Untersuchungen, dass im Blut zirkulierende Tumorzellen einen hybriden Phänotyp zwischen 

epithelialen und mesenchymalen Ausprägungsmustern annehmen können [1, 149, 162, 163]. Es stellt 

sich überdies dar, dass bei Vorliegen von disseminierten Tumorzellen, die eine epithelial-

mesenchymale Transition durchlaufen haben, gehäuft mit Metastasen zu rechnen und von erhöhter 

Malignität auszugehen ist, weshalb der Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition 

Ansatzpunkt für die Entwicklung weiterer, zielgerichteter Therapien ist [153, 155, 164].  

 

 

Abbildung 2: Epithelial-mesenchymale Transition und assoziierte Surrogatparameter [1] 
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1.2.2 Tumoraussaat und biologischer Arrest des Tumors 
 

Es hat sich gezeigt, dass karzinomatöse Streuung zu einem frühen Zeitpunkt der Erkrankung 

stattfinden kann. Husemann et al. weisen bereits in niedrigen Tumorstadien epitheliale 

Veränderungen im Mausmodell nach, Krishnamurty et al. detektieren zirkulierende und 

disseminierte Tumorzellen im Blut und Knochenmark von Brustkrebspatientinnen im Frühstadium 

[165, 166]. Townson und Chambers formulieren bereits 2006, dass metastatische Zellen, sobald sie 

an einer Sekundärlokalisation angekommen sind, proliferieren, apoptotisch zugrunde gehen oder als 

schlafende Zellen verharren [1, 167]. Durch diese Zellen, die Mikrometastasen ausbilden und/oder 

als minimale Resterkrankung überdauern können, lässt sich das Krankheitsrezidiv nach Jahren der 

Inapparenz auch nach erfolgreicher Ersttherapie erklären [1, 168, 169]. Untersuchungen 

veranschaulichen, dass gestreute Zellen in einer frühen Krankheitsphase eine geringere Zahl von 

Chromosomenaberrationen als der Primarius aufweisen können, was einerseits wiederum einen 

Hinweis auf eine Dissemination vor Diagnosestellung und Therapiebeginn gibt und andererseits in 

der reduzierten genetischen Dedifferenzierung ein Indiz für biologischen Arrest darstellen kann [1, 

170, 171]. Die Dauer des Arrests und damit die Latenz bis zur klinischen Erscheinung der minimalen 

Resterkrankung als Metastase oder Rezidiv der primären Erkrankung lässt sich dabei als der Zeitraum 

betrachten, der für das Malignom notwendig ist, um weitere Aberrationen zu entwickeln und somit 

weiteres Tumorwachstum aufweisen zu können [1]. 

1.2.3 Nachweis zirkulierender Tumorzellen 
 

Um den Nachweis einer minimalen Resterkrankung zu erbringen, müssen disseminierte Tumorzellen 

im Knochenmark oder zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut detektiert werden. Da die 

Probengewinnung aus dem Knochenmark für die Patientinnen mit einer weit höheren Invasivität 

einhergeht als die Entnahme von wenigen Millilitern Blut und gerade im Hinblick auf eine 

Verlaufskontrolle wesentlich komfortabler durchzuführen ist, liegt großes Augenmerk auf der 

Untersuchung zirkulierender Tumorzellen [172]. Für die Detektion dieser stehen 

Immunfluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie und PCR-basierte Methoden zur Verfügung 

[173]. Erstere ermöglicht vornehmlich morphologische Aussagen, Zweitere quantitative und Dritte 

Aussagen über Genexpressionsmuster [173]. Dadurch, dass im Verhältnis auf eine zirkulierende 

Tumorzelle mehr als eine Million mononukleärer Zellen kommen, bedarf es sensitiver Verfahren und 

gegebenenfalls der Zellanreicherung [173-176]. Hierfür bieten sich beispielsweise 

Dichtegradientenzentrifugation, Filtration, Immunabsorption sowie die immunomagnetische oder 

elektrophoretische Separation an [173]. Etabliertes Nachweisverfahren für zirkulierende Tumorzellen 

ist heute CellSearch®, das eine Zulassung der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) in 

der metastasierten Situation einer Brustkrebserkankung besitzt, wobei weitere Untersuchungen an 
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epithelialen Zelladhäsionsmarkern (EpCAM) wichtiger Gegenstand der gegenwärtigen Forschung sind 

[173, 177, 178]. 

1.2.4 Aussagekraft zirkulierender Tumorzellen 
 

Schindlbeck et al. und Hartkopf et al. konnten für disseminierte Tumorzellen veranschaulichen, dass 

diese unabhängige prognostische Faktoren sind und auch das Risiko eines lokalen Rezidivs 

widerspiegeln können [173, 179, 180]. Ebenso lassen sich Aussagen aus dem Auftreten zirkulierender 

Tumorzellen ableiten [173]. Cristofanilli et al. zeigen bereits im Jahr 2004, dass Patientinnen mit 

metastasiertem Brustkrebs und mindestens fünf zirkulierenden Tumorzellen in 7,5 Millilitern Blut 

eine signifikant schlechtere Prognose haben als Patientinnen mit weniger als fünf dieser Zellen [181]. 

Weitere Studien belegen, dass bei Vorhandensein von zirkulierenden Tumorzellen das 

progressionsfreie wie das Gesamtüberleben beeinträchtigt sind und ein erhöhtes Risiko für Rezidiv 

und Mortalität gegeben ist [173, 182, 183]. Im Rahmen der SUCCESS-Studie, in die annähernd 1500 

Patientinnen eingeschlossen wurden, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass prognostische Aussagen 

hinsichtlich reduzierten krankheitsfreien, metastasenfreien und Gesamtüberlebens bei 

Vorhandensein von mehr als einer zirkulierenden Tumorzelle vor oder nach durchgeführter 

Chemotherapie gewonnen werden können [173, 184]. Aufgrund dieser prognostischen Aussagekraft 

stellen zirkulierende Tumorzellen eine Therapieentscheidungshilfe dar, da sie einen Hinweis darauf 

geben, welche Patientinnen sich einem erhöhten Risiko eines schlechteren Krankheitsverlaufes 

gegenübersehen. Auf diese Weise gelingt es, die minimale Resterkrankung in die Risikostratifizierung 

miteinzubeziehen und nicht nur biologische Charakteristika des Primarius zu erfassen und zu 

bewerten [173].  

Ein weiterer Zugewinn in der Behandlung des Mammakarzinoms, der von zirkulierenden Tumorzellen 

ausgeht, ist die Möglichkeit des therapeutischen Monitorings und der Erhalt prädiktiver 

Informationen [178]. Studien zeigen für die metastasierte Situation eine Korrelation zwischen der 

Effektivität der Chemotherapie und der Anzahl zirkulierender Tumorzellen [185-187]. Ebenfalls ist 

eine Korrelation mit der bildgebenden Diagnostik nachgewiesen und es mag sein, dass die Detektion 

zirkulierender Tumorzellen eine frühere Aussage über eine etwaige Krankheitsprogression erlaubt als 

die klassische Bildgebung [188, 189]. 

Schließlich sind Kenntnisse über die Charakteristika der zirkulierenden Tumorzellen selbst von 

eminenter Bedeutung, da von diesen im Rahmen der minimalen Resterkrankung Malignität ausgehen 

kann und sie dadurch selbst zum therapeutischen Ziel und somit Ansatz für die Entwicklung spezifisch 

wirksamer Behandlungen werden [178].  
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1.3 Experimenteller Ansatz dieser Forschungsarbeit 
 

Für die Detektion zirkulierender Tumorzellen wird in der vorliegenden Arbeit die quantitative Real 

Time-Polymerase-Kettenreaktion verwendet. Bereits im Jahre 1994 wurde diese Methode in ihrem 

Einsatz zur Detektion okkulter Tumoren der Mamma beschrieben, nachdem die Polymerase-

Kettenreaktion in den  80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts von Kary Mullis entwickelt worden 

ist [4, 190-192]. Bis zum Ende des zweiten Jahrtausends zeigten weitere Veröffentlichungen, dass die 

Polymerase-Kettenreaktion ein wirkungsvolles Instrument darstellt, eine minimale Resterkrankung 

bei Brustkrebspatientinnen aufzudecken [193-195]. Auch im 21. Jahrhundert sind die verschiedenen 

Methoden der Nachweismöglichkeit von Tumorresiduen der weiblichen Brust ein bedeutender 

Forschungsschwerpunkt. Gerade in Kombination mit Zellanreicherungsverfahren zeigt sich unter 

anderem in vergleichenden Studien gegenwärtig angewendeter Detektionsmethoden, dass die 

Polymerase-Kettenreaktion eine sehr hohe Sensibilität mit sich bringt [196-199]. Der besondere Wert 

und die Herausforderungen dieser Methode für die Zukunft werden in einer von Andergassen et al. 

im Jahr 2016 veröffentlichten Übersichtsarbeit beleuchtet [200]. 

1.3.1 Quantitative Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 
 

Das Wesen der Polymerase-Kettenreaktion ist die Vervielfältigung von DNA, wobei der Real Time-

Ansatz die Unterscheidung und quantitative Messung spezifischer Nukleinsäuren mit der Hilfe von 

Fluoreszenzsignalen ermöglicht [4, 201, 202]. Elementare Schritte der Kettenreaktion sind 

Denaturierung der doppelsträngigen DNA, Hybridisierung der Primer und Elongation des neuen 

Doppelstrangs, wobei jeweils unterschiedliche Temperaturbereiche durchlaufen werden müssen [3, 

4]. 

Wie in Abbildung 3 illustriert wird, liegen nach Erhitzen des Doppelstrangs als Ergebnis des 

Denaturierungsschrittes zwei Einzelstränge vor. Der zweite Schritt findet auf einem Temperaturlevel 

statt, das die Anlagerung spezifischer Primer an die nun vorliegenden Einzelstränge ermöglicht. Im 

letzten Schritt geht die Elongation vonstatten, wobei eine DNA-Polymerase die Synthese neuer 

Doppelstränge bewirkt [3]. So führt jeder Zyklus der Kettenreaktion zu einer Verdopplung des 

Ausgangsmaterials. 
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Um diese Reaktion stattfinden zu lassen, müssen Ausgangs-DNA, genspezifische Primer, Nukleotide 

und eine DNA-Polymerase vorliegen [3]. Für eine quantitative Analyse bedarf es zudem der 

Anwendung eines Fluoreszenzfarbstoff-Verfahrens [4]. Gängige Verwendung findet hierbei der 

Ansatz mit aus Thermus aquaticus gewonnener hitzestabiler Taq-DNA-Polymerase, deren zusätzliche 

5'-3'-Exonukleaseaktivität man sich zunutze macht [4, 203, 204]. Das Fluoreszenzverfahren mittels 

einer TaqMan-Sonde, die ein Reporter- und ein Quenchermolekül trägt, bedient sich dabei des 

Resonanzenergietransfers nach Theodor Förster [2, 204, 205]. Abbildung 4 zeigt, dass solange die 

beiden Moleküle eng zueinander gebunden sind, eine Signalunterdrückung stattfindet. Werden sie 

im Laufe der Amplifikation, während die Taq-DNA-Polymerase den Einzelstrang zum Doppelstrang 

synthetisiert, durch die Exonuklease-Funktion getrennt, kann das Fluoreszenzsignal des Reporters 

detektiert werden [4, 204]. Auf diese Weise gelingt die Aufzeichnung des Voranschreitens der 

Polymerase-Kettenreaktion in Echtzeit. 

Abbildung 3: Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion [3] 
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Um RNA zu amplifizieren, muss eine reverse Transkription zur Generierung von komplementärer 

DNA vorgeschaltet werden [4]. Diese cDNA dient als Ausgangsmaterial der anzuschließenden 

Kettenreaktion, was somit auch die Betrachtung von Genexpressionen der RNA-Ebene erlaubt [4, 

206].  

Für die Auswertung der Methode stehen absolute und relative Quantifizierung zur Verfügung, wobei 

Letztere weit häufiger Verwendung findet [2]. Hierfür wird sich bevorzugt der 2-ΔΔCt-Methode nach 

Livak und Schmittgen bedient [207]. Um diese anwenden zu können, wird für die Normalisierung 

eine interne Kontrolle benötigt [207]. Die Anforderungen, die an diese gestellt werden, um als solche 

fungieren zu können, sind ubiquitäres Vorkommen und von äußeren Faktoren unbeeinflusstes 

Genexpressionsverhalten, was beispielsweise bei Haushaltsgenen vorliegt [4, 207, 208]. Unter 

anderem GAPDH und die ribosomale Untereinheit 18s stellen zu diesem Zweck geeignete 

Referenzgene dar [207-211]. 

Der entscheidende Vorteil der Real Time-Messung ist, dass die Erfassung der Amplifikation während 

der exponentiellen Phase der Kettenreaktion erfolgen kann und somit eine Effizienz von nahezu 

100% vorliegt [2, 212].  

 

 

 

 

Abbildung 4: Wirkprinzip der TaqMan-Sonde mit Reporter- und Quenchermolekül [4] 
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Die Anzahl der Zyklen der Kettenreaktion, zu der das detektierte Fluoreszenzsignal einen gewissen 

Schwellenwert der Hintergrundfluoreszenz überschreitet, gibt der Ct-Wert wieder [212]. Es liegt ein 

indirekt proportionales Verhältnis zwischen Genexpression und Zyklusanzahl vor, sodass hohe Ct-

Werte für eine geringe Genexpression sprechen, wohingegen ein niedriger Ct-Wert eine hohe 

Genexpression anzeigt [2, 4, 212]. Der Ct-Wert des zu untersuchenden Genmaterials wird gegen den 

Ct-Wert der Referenz normalisiert und als ΔCt-Wert notiert, um nach Subtraktion mit dem ΔCt-Wert 

der Kontrolle als ΔΔCt-Wert gefasst zu werden [2, 207]. Den Wert der relativen Quantifizierung  ̶  RQ-

Wert genannt  ̶  erhält man nach der Formel von Livak und Schmittgen, 2-ΔΔCt [207]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Phasen der Polymerase-Kettenreaktion und Schwellenwertermittlung [2] 
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Hieraus lässt sich nun bei Einsetzen der Ct-Werte in die Formel ermitteln, dass bei einem RQ-Wert <1 

eine geringere Genexpression des untersuchten Gens im Vergleich zur Kontrolle vorliegt und bei RQ-

Werten >1, dass vergleichend eine erhöhte Genexpressionsrate festzustellen ist [2, 207]. 

1.3.2 Markergene der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 
 

Um Markergene zu identifizieren, die Aussagen bezüglich der Charakteristik zirkulierender 

Tumorzellen erlauben, erfolgt die Betrachtung der gegenwärtigen Literatur. Für die Auswahl 

potentieller Marker stellen vor allem zum einen in der Routinediagnostik abgefragte Biomarker, zum 

anderen von vielversprechenden Genexpressionstests an Tumormaterial verwendete Parameter 

einen interessanten Forschungsansatz dar. Der Multi-Gene Assay Oncotype DX®, der an 

Paraffinschnitten des Tumors durchgeführt wird, beinhaltet dabei den Proliferationsmarker Ki-67 und 

den Invasionsmarker Cathepsin L2, untersucht den Her2- sowie Hormonrezeptorstatus und schließt 

Bcl2 als antiapoptotisches Protein ein [213-215]. Studien zeigen für dieses Protein Relevanz für eine 

prognostische Risikostratifizierung, gerade in der metastasierten Situation oder bei Vorliegen eines 

triple-negativen Karzinoms [215-217]. Bezüglich der Cystein-Protease Cathepsin L2 ist die Studienlage 

weniger stark ausgeprägt beleuchtet, es zeigt sich jedoch, dass sie bei Brustkrebs  ̶  wie auch beim 

Abbildung 6: Mathematische Grundlage der Berechnung der 2
-ΔΔCt

-Methode [2] 
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Pankreaskarzinom  ̶  und in der Zellkultur zu detektieren ist und dabei zu Tumorprogression und 

Dissemination beitragen kann, was sie zu einem potentiell vielversprechenden charakteristischen 

Marker zirkulierender Tumorzellen macht [218-225]. Von Informationen hinsichtlich des Her2- wie 

des Hormonrezeptorstatus geht überdies eine erhebliche klinische Bedeutung aus, da diese in der 

Erfassung der Merkmale des Primärtumors zum einen valide prognostische und prädiktive Aussagen 

zulassen, zum anderen die Ausrichtung der Therapie maßgeblich beeinflussen [68]. Die Erhebung 

dieser Charakteristika anhand zirkulierender Tumorzellen kann daher ebenfalls einen Beitrag leisten, 

als Parameter in der Auswahl von Behandlungsoptionen zu fungieren sowie Auskunft über Prädiktion 

und Prognose zu geben. 

1.4 Zielsetzung des experimentellen Ansatzes 
 

Um die Eignung potentieller Marker im Blut zirkulierender Tumorzellen zu ermitteln, sollen diese 

zunächst in einem Modellsystem, bestehend aus Blut gesunder Spenderinnen und einer 

Konzentrationsreihe zellkulturell gewonnener Krebszellen, evaluiert werden. Schließlich sollen positiv 

evaluierte Marker an Blutproben adjuvanter Brustkrebspatientinnen gegenüber gesunder 

Kontrollproben untersucht werden. 

Die Polymerase-Kettenreaktion, die mit dem Versprechen hoher Sensitivität und Spezifität aufwartet, 

wird als derzeit mehr und mehr in die klinische Routinediagnostik vordringende Methode als Mittel 

der Wahl angewandt. 

Auf diese Weise versucht diese Arbeit weitere Erkenntnisse im Blick auf die Charakterisierung im Blut 

zirkulierender Tumorzellen zu gewinnen, um beizutragen, prädiktive wie prognostische Aussagen 

formulieren, Therapie- und Verlaufsmonitoring vornehmen sowie letztlich Patientinnen eine 

individualisierte Therapie anbieten zu können.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Hilfsmittel 
 

Gerät Spezifizierung Hersteller 

Gefrierschrank -20°C Bosch Cooler 
Robert Bosch GmbH 
Gerlingen, Deutschland 

Gefrierschrank -80°C Hera Freeze 
Thermo Electron Corporation 
Waltham, Massachussets, USA 

Heizblock Thermomixer comfort 
Eppendorf AG 
Hamburg, Deutschland 

Inkubator 
ThermoScientific HeraCell 150i CO2 
Incubator 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachussets, USA 

Mikroskop Carl Zeiss Mikroskop 
Carl Zeiss AG 
Oberkochen, Deutschland 

Minizentrifuge Centrifuge 5415 
Eppendorf AG 
Hamburg, Deutschland 

Photometer Nanodrop 
Implen 
München, Deutschland 

Pipetten 
Finnpipette F2, 1-10µl, 10-100µl, 
100-1.000µl Volumen 

Thermo Fisher Scientific 
Waltham, Massachussets, USA 

Pipettierhilfe Accu-jet pro 
Brand GmbH & Co. KG 
Wertheim, Deutschland 

Real Time-PCR-Gerät 
7500 Fast Real Time PCR System Applied Biosytems 

Carlsbad, California, USA 

Sicherheitswerkbank HeraSafe Heraeus Instruments 
Thermo Fisher Scientific 
Waltham, Massachussets, USA 

Tischzentrifuge Multifuge 3SR+/3L-R 
Thermo Fisher Scientific 
Waltham, Massachussets, USA 

Zählkammer 
Neubauer Improved, 0,100mm 
Tiefe, 0,0025mm2 

LO - Laboroptik 
Lancing, Vereinigtes Königreich 

Tabelle 5: Verwendete Geräte und Hilfsmittel 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 

Material Spezifizierung Hersteller 

EDTA-
Blutentnahmeröhrchen 

BD Vacutainer® EDTA Röhrchen 
K₂EDTA (1,8mg/ml) 
(16x100mm) 

Becton, Dickinson and Company 
Franklin Lakes, New Jersey, USA 

Einmalhalter (Blister) BD Vacutainer® Holders 
Becton, Dickinson and Company 
Franklin Lakes, New Jersey, USA 

Eppendorf-Tube 
Multi Safe Seal Tubes farblos 
1,5/1,7ml 

Carl Roth GmbH + Co. KG 
Karlsruhe, Deutschland 

Falcon-Röhrchen 
CELLSTAR® TUBES, PP, graduated 
conical bottom, blue screw cap, 
sterile 

Greiner Bio-One AG 
Kremsmünster, Österreich 

Flügelkanüle 
BD Vacutainer® Safety Lokᵀᴹ Blood 
Collection Set (0,8x19x305mm) 

Becton, Dickinson and Company 
Franklin Lakes, New Jersey, USA 

Glaspipette einzeln steril, 5ml, 10ml 
Sarstedt AG & Co. 
Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitze -10µl, -100µl, -1000µl Volumen 
Biozym Scientific GmbH 
Hessisch Oldendorf, Deutschland 

PCR-Abdeckfolie 
MicroAmp Optical Adhesive Film Applied Biosystems 

Carlsbad, California, USA 

PCR-Platte 
MicroAmp Fast Optical 96-Well 
Reaction Plate with Barcode, 0,1 
mL 

Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Zellkulturflasche 
Zellkulturflasche mit Filter-
Schraubkappe 75cm² 

TPP AG 
Trasadingen, Schweiz 

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
 

Chemikalie Bezeichnung / Zusammensetzung Hersteller 

Aqua ad iniectabilia Wasser für Injektionszwecke 
B. Braun Melsungen AG 
Melsungen, Deutschland 

Chloroform 
EMSURE® ACS, ISO, Reag. PhEurChloroform for 
analysis 

Merck KGaA 
Darmstadt, Deutschland 

DEPC-behandeltes 
Wasser 

0,1 % Diethyl-Pyrokarbonat (DEPC) 
Invitrogen 
Carlsbad, Kalifornien, USA 

Ethanol Ethanol absolutforanalysis 
Mallinckrodt Baker B.V. 
Deventer, Niederlande 

Fetales 
Kälberserum 

FETAL BOVINE SERUM 
Biochrom AG 
Berlin, Deutschland 

Histopaque 
HISTOPAQUE®-1077 sterile-filtered, density: 
 1.077 g/ml 

Sigma-Aldrich Corporation 
St. Louis, Missouri, USA 

Isopropanol 
EMSURE® ACS, ISO,Reag. PhEur2-Propanol for 
analysis 

Merck KGaA 
Darmstadt, Deutschland 

Nährmedium  
Dulbecco's MEM w 3,7g/L NaHCO3 w 4,5 g/L D-
Glucose w stable glutamine w Na-Pyruvate low 
endotoxin 

Biochrom AG 
Berlin, Deutschland 

PBS-Lösung 
Phosphat Buffered Saline Dulbecco w/o Ca²ᶧ w/o 
Mg²ᶧ 

Biochrom AG 
Berlin, Deutschland 

PCR-Mastermix 
TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) 250 
reactions 

Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Penicillin / 
Streptomycin 

10.000 U/ml / 10.000 µg/ml, lyophilized 
Biochrom AG 
Berlin, Deutschland 

Trizol-Lösung TRIzol®Reagent 
Life Technologies 
Carlsbad, California, USA 

Trypanblau-Lösung 
(0,4%) 

in 0,81% sodium chloride and 0.06% potassium 
phosphate, dibasic 

Sigma-Aldrich Corporation 
St. Louis, Missouri, USA 

Trypsin / EDTA-
Lösung 

0,05% / 0,02% (w/v) in PBS w/o Ca
++

 w/o Mg
++

 
Biochrom AG 
Darmstadt, Deutschland 

Umschreibungs-
enzymmix 

Super Script® III First Strand Synthesis Super Mix 
50rxn RNase OUTᵀᴹ Mix 

Invitrogen 
Carlsbad, California, USA 

Umschreibungs-
primer 

Super Script® III First Strand Synthesis Super Mix 
50rxn Oligo (dT)₂₀ 50µM 

Invitrogen 
Carlsbad, California, USA 

Umschreibungs-
puffer 

Super Script® III First Strand Synthesis Super Mix 
50rxn Annealing Buffer 

Invitrogen 
Carlsbad, California, USA 

Umschreibungs-
reaktionsmix 

Super Script® III First Strand Synthesis Super Mix 
50rxn 

Invitrogen 
Carlsbad, California, USA 

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
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2.1.4 Zelllinie 
 

Zelllinie Bezeichnung Hersteller 

CAMA-1 
ATCC: HTB-21 mammary gland / breast 

adenocarcinoma 
ATCC 
Wesel, Deutschland 

Tabelle 8: Verwendete Brustkrebszelllinie 

 

2.1.5 Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion-TaqMan-Primer 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 9: Verwendete TaqMan-Primer der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 

TaqMan-Primer Bezeichnung Hersteller 

18s Hs03003631_g1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

GAPDH Hs99999905_m1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Bcl2 Hs01048932_g1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Cathepsin L2 Hs00952036_m1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Her2 Hs00170433_m1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Ki-67 Hs01032443_m1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Östrogenrezeptor Hs00174860_m1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 

Progesteronrezeptor Hs01556702_m1 
Applied Biosystems 
Carlsbad, California, USA 
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2.2 Methoden 
 

Für die Erstellung eines Modellsystems muss in Blutproben gesunder Spenderinnen die relevante 

Zellfraktion durch Zentrifugationsschritte angereichert, die RNA nach Zugabe einer vordefinierten 

Anzahl an Tumorzellen extrahiert sowie komplementäre DNA generiert werden, um die potentiellen 

Gene so im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion evaluieren zu können. Anschließend können 

positiv evaluierte Marker an Blut von Brustkrebspatientinnen bei Anwendung des gleichen 

Aufbereitungsprozesses ohne Zugabe von Tumorzellen aus der Zellkultur mit der Polymerase-

Kettenreaktion untersucht werden. 

2.2.1 Zellkulturtechnik, Zellzahlbestimmung und Spiking 
 

Für die Erstellung des Modellsystems zur Untersuchung möglicher Markergene bedarf es der 

Verwendung von Tumorzellen aus einer Brustkrebszelllinie. 

Material: 

̶ Brustkrebszelllinie CAMA-1 

̶ PBS 

̶ Trypsin / EDTA 

̶ DME-Medium mit 10% FCS und 1% Penicillin / Streptomycin  

̶ Trypanblau 

̶ Kulturflasche 

̶ 50ml Falcon-Röhrchen 

̶ Glaspipetten 

̶ Pipettierhilfe 

̶ Pipettenspitzen 

̶ Pipetten 

̶ Inkubator 

̶ Zählkammer und Objektträger 

̶ Mikroskop 

̶ Sicherheitswerkbank 

Methode: 

Die Arbeiten werden an der Sicherheitswerkbank mit entsprechend sterilen Bedingungen 

durchgeführt, wobei die Brustkrebszelllinie CAMA-1 verwendet wird. Diese Zelllinie wurde im Jahr 

1975 von Jørgen Fogh etabliert, wobei die Zellen aus dem malignen Pleuraerguss einer 51-jährigen, 

kaukasischen Patientin mit metastasiertem Adenokarzinom der Brust isoliert worden sind [226, 227]. 
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Der Überstand des Mediums wird zunächst abgeschüttet und sodann die Kulturflasche mehrmals mit 

PBS gespült, sodass möglichst wenig Rückstände des Mediums überbleiben. Nach Zugabe von 3ml 

Trypsin / EDTA, um die Zellen von der Oberfläche der Kulturflasche sowie untereinander zu lösen, 

und erneuter Inkubation bei 37°C und 5% CO2-Partialdruck erfolgt die Entnahme einer Zellsuspension 

[228]. Hierfür wird Medium zugegeben, um zunächst das Trypsin zu inaktivieren und im Weiteren die 

Suspension zu entnehmen. Diese wird verworfen oder für weitere Experimente verwendet. Die 

Kulturflasche, in der nur ein geringer Anteil der Ausgangskultur verblieben ist, wird anschließend mit 

Medium, das 10% Fetales Kälberserum und 1% Penicillin / Streptomycin enthält, aufgefüllt und als 

erneuerte Kultur inkubiert. Dieser Vorgang der Subkultivierung erfolgt zweimal wöchentlich, um eine 

ausreichende Proliferationsrate gewährleisten und einer zu hohen Zelldichte und somit dem 

Absterben der angelegten Kultur vorbeugen zu können [228].  

Mittels einer Neubauer-Zählkammer werden die Zellen gezählt. Pro Well wird ein Ansatz von 50µl 

PBS, 25µl Trypanblau und 25µl Zellsuspension erstellt und die Kammer unter dem Mikroskop 

ausgezählt. 

In der aufsteigenden Reihe von 0, 10, 100 und 1.000 Zellen pro Milliliter Blut werden diese bei der 

Generierung des Modellsystems dem Blut von gesunden Spenderinnen bei der Probenaufbereitung 

im Anschluss an die Zugabe von Trizol im Rahmen der RNA-Extraktion zugegeben. 

2.2.2 Blutprobenaufbereitung 
 

Sowohl für die Durchführung des Modells als auch die Untersuchung der Genexpression 

zirkulierender Tumorzellen von Mammakarzinompatientinnen erfolgt die Aufarbeitung von 

Blutproben. Für beide Kollektive wird auf gleiche Weise vorgegangen; mit der Ausnahme der Zugabe 

von Tumorzellen für die Erstellung des Modellsystems. Für die Sammlung und Verwendung des Bluts 

adjuvanter Brustkrebspatientinnen der Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe des 

Klinikums der Universität München liegt das Einverständnis der Patientinnen und das Ethikvotum der 

Kennung LMU 148-12 vor. 

Material: 

̶ EDTA-Röhrchen 

̶ 20ml peripher entnommenes Blut weiblicher Probandinnen 

̶ Flügelkanüle, Stauschlauch, Desinfektionsmittel, Tupfer 

̶ PBS 

̶ 50ml Falcon-Röhrchen 

̶ Histopaque 
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̶ Zentrifuge 

̶ Glaspipetten 

̶ Pipettierhilfe 

̶ Gefrierschrank 

Methode: 

In einem ersten Arbeitsschritt wird hierbei ein Gemisch, das sich aus 20ml EDTA-Vollblut und 10ml 

PBS zusammensetzt, auf 20ml Histopaque geschichtet. Die Schichtung wird bei Raumtemperatur mit 

400g 30 Minuten zentrifugiert (ohne Bremse). Die zellhaltige Interphase des zentrifugierten 

Röhrchens wird in einen neuen Falcon-Behälter übertragen und mit PBS auf 50ml aufgefüllt, wobei 

sich ein weiterer Zentrifugierungsschritt bei 250g (mit Bremse) über 10 Minuten bei 4°C anschließt. 

Hiernach erfolgt die Dekantierung des Röhrcheninhalts und nach Abtropfen Lagerung des Röhrchens 

mit am Boden befindlichen Zellpellet bei -80°C. 

2.2.3 RNA-Gewinnung  
 

Um RNA zu isolieren, bedient man sich eines Trizol-Chloroform-Extraktionschrittes. Durch 

Abtrennung der Zellbestandteile wird RNA erhalten, deren Konzentration photometrisch gemessen 

wird, um im nächsten Arbeitsschritt in komplementäre DNA umgeschrieben werden zu können. Für 

das Modellsystem wird nach der Zugabe von Trizol eine definierte Anzahl aus CAMA-1-Zellkultur 

gewonnener Tumorzellen hinzugefügt. 

Material: 

̶ Zellpellet 

̶ Trizol 

̶ CAMA-1-Brustkrebszellen 

̶ Chloroform 

̶ Isopropanol 

̶ 75% Ethanol 

̶ DEPC-behandeltes Wasser 

̶ Aqua ad iniectabilia 

̶ Eppendorf-Tubes 

̶ Pipettenspitzen 

̶ Pipetten 

̶ Trockentücher 

̶ Zentrifuge 
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̶ Photometer 

̶ Gefrierschrank 

Methode: 

Zur Extraktion der RNA wird das Pellet in 1ml Trizol resuspendiert und in ein Eppendorf-Gefäß 

überführt. Für die Erstellung des Modellsystems werden nun in der Konzentrationsreihe von 0, 10, 

100 beziehungsweise 1.000 Tumorzellen der CAMA-1-Zellkultur den aus Blut gesunder Spenderinnen 

gewonnenen Pellets beigefügt. Unter sorgfältiger Beachtung von Vortex-Durchgängen werden nun 

200µl Chloroform hinzugegeben, um schließlich bei 12.000g (ohne Bremse) 15 Minuten bei 4°C zu 

zentrifugieren. Die obere, wässrige Phase des Eppendorf-Gefäßes wird nachfolgend in ein Tube, in 

das 500µl gekühltes Isopropanol vorgelegt wurde, überführt. Die Lagerung einer derartigen Probe 

findet anschließend bei -20°C statt. 

In einem weiteren Arbeitsschritt wird nach mehrstündiger Lagerung des gewonnenen 

Probenmaterials erneut mit 12.000g (ohne Bremse) bei 4°C für 10 Minuten zentrifugiert. Nach 

Abnahme des Überstands wird dem RNA-Pellet 1ml gekühlter, 75%-iger Alkohol hinzugefügt und 

anschließend für weitere zehn Minuten zentrifugiert. Wiederum wird flüssiger Überstand 

abgenommen und gegebenenfalls letzte Alkoholreste nach einem erneuten Zentrifugierungsschritt 

bei 13.000 rpm mit der Pipette entfernt. Nach kurzer Trocknungspause wird das Pellet mit 20µl 

RNAse-freiem Wasser durchmischt, wonach wiederum eine Lagerung bei -20°C möglich ist. 

Für die Messung der Konzentration der RNA wird das Photometer mit Dilution Factor 1000, 

aktiviertem Background und Factor 40,0 verwendet. Die Einheit µg / µl wird zur Ausgabe der 

Messergebnisse gewählt. Vor Beginn der Messung findet eine Kalibrierung mit 4µl Aqua ad 

iniectabilia statt. Zwischen eines jeden Messvorgangs wird die Messzelle mit 70%-igem Alkohol, Aqua 

a. i. und trockenem Tuch gereinigt. Vor Messung mit 4µl der Probe wird diese sorgfältig gevortext. 

Die Konzentration der Probe ergibt sich aus der optischen Dichte der Probe bei einer Wellenlänge 

von 260nm. Die Ratio als Qualitätskontrolle wird aus dem Quotient der optischen Dichte der Probe 

bei 260nm und 280nm gebildet. Rückstände der Probe auf der Messzelle werden in das Eppendorf-

Gefäß rücküberführt, um eine möglichst probenerhaltene Arbeitsweise zu gewährleisten. Die weitere 

Lagerung benötigt abermals eine Temperatur von -20°C. 
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2.2.4 Reverse Transkription 
 

Für die Umschreibung der RNA in komplementäre DNA, die in die Polymerase-Kettenreaktion 

eingesetzt werden kann, wird die reverse Transkription angewendet.  

Material: 

̶ gewonnene RNA 

̶ DEPC-behandeltes Wasser 

̶ Super Script III First Strand Synthesis Super Mix 

̶ Pipettenspitzen 

̶ Pipetten 

̶ Heizblock 

̶ Zentrifuge 

̶ Gefrierschrank 

Methode: 

Um die Umschreibung in komplementäre DNA (cDNA) vorzunehmen, ist zunächst die Berechnung der 

benötigten Menge an RNA vonnöten. Bei einfachem Ansatz sind für eine Umschreibung 4µg RNA in 

einem maximalen Volumen von 6µl nötig, sodass unter Umständen bei einer zu niedrigen 

Konzentration der RNA eine Vakuum-Zentrifugation mit dem Ziel der Aufkonzentrierung erforderlich 

wird. Die gegebenenfalls mit RNase- / DNase-freiem Wasser auf 6µl ergänzte RNA, die ja 4µg RNA 

beinhalten muss, wird um 1µl Primer (Oligo-dTs) und 1µl Annealing-Buffer zum 8µl umfassenden 

Reaktionsansatz vervollständigt. Dieser Ansatz, der auch in einem mehrfachen Ansatz vorgelegt 

werden kann, wird schließlich bei 65°C für 5 Minuten inkubiert. Der im Folgenden auf Eis gestellten 

Probe wird für den einfachen Ansatz 10µl First Strand Reaction Mix und 2µl Super Script III / RNase 

OUT Enzyme Mix zupipettiert und dieses darauf gevortext, woraufhin eine weitere Inkubation bei 

50°C über 50 Minuten erfolgt. Für die Denaturierung der Enzyme werden die Proben einem 

folgenden Inkubationsschritt bei 85°C über fünf Minuten unterzogen, ehe die nun vorliegende cDNA 

bei einer Temperatur von -20°C gelagert wird. 

2.2.5 Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 
 

Schließlich wird die hergestellte komplementäre DNA in die Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt. 

Dabei werden genspezifische TaqMan-Primer verwendet, die mit Amplifizierung des 

Synthesematerials eine Fluoreszenzdetektion während der exponentiellen Phase der Reaktion 

ermöglichen und somit Rückschluss auf das Genexpressionslevel zulassen. 
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Material: 

̶ gewonnene cDNA 

̶ TaqMan-Primer (GAPDH, 18s, Progesteron- und Östrogenrezeptor, Her2, Ki67, CatL2, Bcl2) 

̶ TaqMan Fast Universal PCR Mastermix 

̶ DEPC-behandeltes Wasser 

̶ 96 Well-Real Time-PCR-Platte 

̶ Platten-Abdeckfolie 

̶ Pipettenspitzen 

̶ Pipetten 

̶ Zentrifuge 

̶ 7500 Fast Real Time-PCR-System 

Methode: 

Um die Polymerase-Kettenreaktion ablaufen zu lassen, werden pro Well der Reaktionsplatte 7µl 

Nuklease-freies Wasser, 10µl TaqMan Fast Universal PCR Mastermix, 1µl Primer sowie 2µl cDNA 

eingesetzt. Neben dem Einsatz von Marker-Proben finden zwei Negativkontrollen ebenfalls auf der 

gleichen Platte Anwendung. Nach Pipettieren der Wells wird die Platte mit Adhesive Cover abgedeckt 

und kurz zentrifugiert. Für die Analyse im PCR-Gerät wird für 20 Sekunden bei 95°C und anschließend 

in 40 Zyklen für 3 Sekunden bei jeweils 95°C und 30 Sekunden bei 60°C inkubiert, um nach initialer 

Denaturierung den Amplifikationsprozess ablaufen zu lassen und Fluoreszenzsignale zu detektieren. 

2.2.6 Ergebnisauswertung 
 

Die mit dem PCR-Gerät detektierten Fluoreszenzsignale der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 

werden mit Hilfe der SDS 1.3.1-Software angezeigt. Für die Auswertung werden sodann Ct-, ΔCt-, 

ΔΔCt-Werte generiert und die relative Quantifizierung nach der 2-ΔΔCt-Formel nach Livak und 

Schmittgen ermittelt. Durch den Wert der relativen Quantifizierung  ergibt sich die Aussage, ob ein 

Gen in seiner Expression relativ zur Kontrolle hochreguliert (RQ-Wert >1) oder supprimiert (RQ-Wert 

<1) ist. Entsprechende Grafiken zur Veranschaulichung der Ergebnisse werden mit Microsoft Excel 

erstellt. Statistische Auswertungen werden mit SPSS Version 22 vorgenommen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Auswertung des Modellsystems 
 

Ehe Tumormarker hinsichtlich der Charakterisierung im peripheren Blut von Brustkrebspatientinnen 

zirkulierender Tumorzellen verwendet werden können, bedarf es der Evaluation im Modellsystem. 

Die sechs potentiellen Markergene Östrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, Ki-67, Her2, Bcl2 und 

Cathepsin L2 werden deshalb auf ihre Expression unter determiniertem Einsatz von Tumorzellen im 

Experiment untersucht. Dem Blut gesunder Spenderinnen werden daher pro Milliliter Blut 0, 10, 100 

und 1.000 Tumorzellen, die aus der Brustkrebszelllinie CAMA-1 gewonnen werden, hinzugefügt, um 

so eine Konzentrationsreihe anzulegen. Diese Konzentrationsreihe soll sich in der Messung der 

Genexpression mit der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion wiederspiegeln, um dem untersuchten 

Biomarker Validität zuschreiben und für eine Untersuchung der genetischen Charakteristika 

zirkulierender Tumorzellen heranziehen zu können. 

Die ermittelten Werte der relativen Quantifizierung der potentiellen Marker in der 

Konzentrationsreihe sind in den folgenden Grafiken und Tabellen illustriert. 

 

 

Tabelle 10: Relative Quantifizierungswerte der Genexpression des Östrogenrezeptors in der Konzentrationsreihe 

Tumorzellkonzen-
trationsreihung 

0 10 100 1.000 

RQ-Wert 1,000 0,638 2,336 12,267 

Abbildung 7: Relative Quantifizierung der Genexpression des Östrogenrezeptors in der Konzentrationsreihe 
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Tabelle 11: Relative Quantifizierungswerte der Genexpression des Progesteronrezeptors in der Konzentrationsreihe 

Abbildung 8: Relative Quantifizierung der Genexpression des Progesteronrezeptors in der Konzentrationsreihe 

Progesteronrezeptor 
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Tumorzellkonzen-
trationsreihung 

0 10 100 1.000 

RQ-Wert 1,000 0,898 3,625 12,113 

Tabelle 12: Relative Quantifizierungswerte von Ki-67 in der Konzentrationsreihe 

Abbildung 9: Relative Quantifizierung der Genexpression von Ki-67 in der Konzentrationsreihe 
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Tumorzellkonzen-
trationsreihung 

0 10 100 1.000 

RQ-Wert 1,000 0,962 5,561 71,103 

Tabelle 13: Relative Quantifizierungswerte von Her2 in der Konzentrationsreihe 

Abbildung 10: Relative Quantifizierung der Genexpression von Her2 in der Konzentrationsreihe 
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Tumorzellkonzen-
trationsreihung 

0 10 100 1.000 

RQ-Wert 1,000 0,381 1,125 1.051 

Tabelle 14: Relative Quantifizierungswerte von Bcl2 in der Konzentrationsreihe 

Abbildung 11: Relative Quantifizierung der Genexpression von Bcl2 in der Konzentrationsreihe 

Bcl2 
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In der Zusammenschau der aufgeführten Abbildungen zeigt sich, dass die Genexpressionsanalyse 

mittels der Polymerase-Kettenreaktion in der Modellbetrachtung für Bcl2 und den 

Progesteronrezeptor kein zufriedenstellendes Ergebnis hinsichtlich der Verwendbarkeit als 

Biomarker der Genexpression zirkulierender Tumorzellen darstellt, da sich über die 

Tabelle 15: Relative Quantifizierungswerte von Cathepsin L2 in der Konzentrationsreihe 

Tumorzellkonzen-
trationsreihung 

0 10 100 1.000 

RQ-Wert 1,000 0,859 2,227 10,064 

Abbildung 12: Relative Quantifizierung der Genexpression von Cathepsin L2 in der Konzentrationsreihe 
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Konzentrationsreihe von 0 bis 1.000 der Probe pro Milliliter Blut zugegebener Tumorzellen keine 

messbare analoge Zunahme in den relativen Quantifizierungswerten einstellt. Somit ist nicht 

gewährleistet, dass ein valides Ergebnis bei der Untersuchung von Probandenproben anhand dieser 

Marker generiert werden kann. 

Dahingegen haben die Modelluntersuchungen der Genexpression für den Östrogenrezeptor, Ki-67, 

Her2 sowie Cathepsin L2 gezeigt, dass die Marker getreu der zunehmenden Zugabe von CAMA-1-

Brustkrebszellen einen Anstieg der relativen Quantifizierungswerte über die Konzentrationsreihe 

hinweg wiedergeben, sodass diese in Untersuchungen an Blut von Patientinnen Verwendung finden 

können.  

Die folgende Abbildung zeigt die im Weiteren Verwendung findenden Marker mit dem Anstieg ihrer 

relativen Quantifizierungswerte für zugegebene Konzentrationen von 0 bis 1.000 Krebszellen pro 

Milliliter Blut in logarithmischer Skalierung zur Basis 10. 

 

 

 
 

Abbildung 13: Relative Quantifizierung der Genexpression von Biomarkern im Modellsystem (RQ-Werte dekadisch 
logarithmiert) 
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3.2 Patientendaten 
 

Für die Untersuchung der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion-Marker standen Blutproben von 20 

adjuvanten Brustkrebspatientinnen zur Verfügung. Diese wurden im Vorfeld aufgeklärt und gaben 

ihre schriftliche Zustimmung zur Verwendung dieser Proben und ihrer Daten zu Forschungszwecken. 

Das Ethikvotum gemäß der Deklaration von Helsinki mit der Kennung LMU 148-12 liegt dafür vor. 
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Die folgende Tabelle führt die Biologie des Primarius näher vor Augen, indem Angaben zu TNM-

Klassifikation, Grading und Histologie sowie Ki-67-Nachweis und Rezeptorstatus gemacht werden. 

 

Patientin Alter T N M Grading Ki-67 Histologie 

Rezeptorstatus 

Östro-
gen (%) 

Proges-
teron (%) 

Her2 

1 56 
pT1c 
(18mm) 

pN0 Mx 2 n.d. inv-duktal 90 30 n.d. 

2 45 
pT3 
(58mm) 

pN mi Mx 3 n.d. inv-duktal 75 neg. neg. 

3 51 
pT1c 
(11mm) 

pN0 Mx 3 n.d. inv-duktal neg. neg pos. 

4 65 
pT2 
(45mm) 

pN sn Mx 2 n.d. inv-duktal 100 75 neg. 

5 59 
pT1a 
(4mm) 

pN0 M0 1 10% inv-duktal 81 5 n.d. 

6 63 
pT2 
(40mm) 

pN1a 
(1/7) 

Mx 2 n.d. 
inv-lob; 
DCIS 

90 30 neg. 

7 61 
pT1c 
(12mm) 

pN0 Mx 2 40% inv-duktal 10 1 neg. 

8 76 
pT2 
(25mm) 

pN0 Mx 2 40% inv-duktal 80 80 neg. 

9 57 
pT1c 
(13mm) 

pN0 Mx Mx 1 5% inv-duktal neg. neg neg. 

10 54 
pT1c 
(19mm) 

pN1a 
(1/1) 

Mx 2 n.d. 
inv-
duktal/lob 

90 90 neg. 

11 62 
pT1b 
(11mm) 

pN1a 
(1/2) 

Mx 2 n.d. inv-duktal 100 50 neg. 

12 41 
cT1b 
(8mm) 

pN0 Mx 2 n.d. inv-duktal 100 33 n.d. 

13 76 
pT1c 
(12mm) 

pN1a 
(1/14) 

M0 2 n.d. inv-duktal 90 90 n.d. 

14 53 
pyT1a 
(4mm) 

pN1 
(1/15) 

M0 2 60% inv-duktal 100 100 pos. 

15 58 
pT2 
(25mm) 

pN0 Mx 2 90% 
inv-meta-
plastisch 

0 0 n.d. 

16 65 
pT2 
(38mm) 

pN0 Mx 2 n.d. inv-duktal 90 80 n.d. 

17 72 
pT1b 
(9mm) 

pN0 M0 2 3% inv-lobulär 90 5 neg. 

18 36 
pT2 
(30mm) 

pN0 Mx 2 60% inv-lobulär 99 99 neg. 

19 77 
cT1c 
(25mm) 

pNx Mx 2 n.d. n.d. 99 99 n.d. 

20 74 
cT1b 
(8,6mm) 

pNx Mx 1 10% inv-duktal 90 80 neg. 

Tabelle 16: Tumorbiologische Charakteristika der Primarii adjuvanter Brustkrebspatientinnen 

 

 

(n.d. = nicht detektiert) 
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3.3 Vergleich der Genexpression: adjuvante Situation vs. Negativkontrolle 
 

Vergleicht man die gemittelten relativen Quantifizierungswerte der Gruppe adjuvanter 

Brustkrebspatientinnen mit denen der gesunden Kontrollgruppe, so zeigen sich bemerkenswerte 

Unterschiede. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es wird ersichtlich, dass der Durchschnittswert der Genexpression für Cathepsin L2 in der Gruppe der 

adjuvanten Brustkrebspatientinnen gegenüber dem gemittelten Wert der Kontrollgruppe um nahezu 

den Faktor 100 größer ist. Der Östrogenrezeptor weist eine um annähernd 350-fach vermehrte 

Expressionsrate im Vergleich zur Kontrolle auf. Die Expression von Her2 ist mit immer noch 6,6-

facher Erhöhung des gemittelten Wertes der relativen Quantifizierung ebenfalls deutlich über dem 

Tabelle 17: Gemittelte Werte der relativen Quantifizierung adjuvanter Brustkrebspatientinnen vs. Negativ-
kontrolle und Unterschiedsfaktor 

Gene 
Adjuvante 

Brustkrebsgruppe 
Negativkontrolle Faktor 

CatL2 5,070 0,051 99,411 

ER 194,513 0,556 349,844 

Her2 47,041 7,108 6,618 

Ki-67 8,611 0,523 16,465 

Abbildung 14: Gemittelte Werte der relativen Quantifizierung der Gruppe adjuvanter Brustkrebs-
patientinnen vs. Negativkontrolle 
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Wert der Negativkontrolle. Gleiches gilt für Ki-67 mit einem um den Faktor 16 größeren Mittelwert 

für die Gruppe der Proben von adjuvanten Brustkrebspatientinnen im Vergleich zur Kontrolle. 

3.4 Real Time-PCR-Ergebnisse adjuvanter Brustkrebspatientinnen 
 

Die folgende Tabelle stellt die relativen Quantifizierungswerte der adjuvanten 

Brustkrebspatientinnen zusammen mit den biologischen Charakteristika ihres jeweiligen Primarius 

dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tabelle 18: Relative Quantifizierungswerte und Patientendaten 
(n.d. = nicht detektiert) 
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3.4.1 Genexpression und Tumorcharakteristika 
 

Betrachtet man die Patientinnen 2, 5 und 6 so erkennt man, dass diese teils sehr hohe relative 

Quantifizierungswerte aufweisen. Dabei ist festzustellen, dass der biologisch niedrig maligne Tumor 

der Patientin 5 mit einem Grading von 1 und einem Ausmaß von 4mm sowie keiner 

Lymphknotenbeteiligung durchgehend sehr hohe Genexpressionswerte der untersuchten Marker 

zeigt. 

 

 

Demgegenüber weist die Blutprobe beispielsweise der Patientin 18, deren Primarius ein Ausmaß von 

30mm hat und ein Grading von 2, durchgehend niedrige Genexpressionswerte auf. 

 

 

 

Auffallend ist überdies, dass die Patientinnen 17 bis 20 durchgehend RQ-Werte <1 detektieren 

lassen, wobei für alle vier Patientinnen gilt, dass ihr Östrogenrezeptorstatus mit mindestens 90% 

positiv evaluiert wurde. Dieses Expressionsmuster des Primarius lässt sich im peripheren Blut nicht 

analog in einer Hochregulierung für den Östrogenrezeptor in der Polymerase-Kettenreaktion zeigen. 

In der Zusammenschau ergibt sich, dass aus dem vorliegenden Datensatz keine statistisch 

signifikante, korrelative Aussage zwischen Tumorgröße und relativen Quantifizierungswerten zu 

erheben ist. Gleiches gilt für das Grading des Tumors und den Lymphknotenstatus. 

 

Tabelle 19: Hohe RQ-Werte adjuvanter Brustkrebspatientinnen 

Tabelle 20: Niedrige RQ-Werte adjuvanter Brustkrebspatientinnen 

(n.d. = nicht detektiert) 

(n.d. = nicht detektiert) 
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3.4.2 Triple-negativer Primarius und Genexpression 
 

Ein interessanter Aspekt bei der Analyse der Resultate der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion ist 

ebenfalls der Umstand, dass auch bei Triple-Negativität des Primarius ein gewisser Anstieg der 

Genexpressionswerte für Her2 respektive den Östrogenrezeptor bei den Patientinnen 9 und 15 zu 

verzeichnen ist. 

 

 

 
 

3.4.3 Cathepsin L2-Hochregulation 
 

Der mit Invasion und Malignität assoziierte Marker Cathepsin L2 ist bei vier Patientinnen deutlich 

hochreguliert. 

 

 

Bemerkenswert ist die gleichzeitig auftretende hohe Expression für Ki-67, wobei das Grading des 

Primärtumors der Patientinnen eine mäßige bis gute Differenzierung angibt. Das Tumorausmaß 

überschreitet dabei auch für keine der Patientinnen das T2-Stadium. 

 

 

 

 

 

Tabelle 21: RQ-Werte und Triple-Negativität 

Tabelle 22: Patientinnen mit erhöhter Genexpression von Cathepsin L2 

(n.d. = nicht detektiert) 

(n.d. = nicht detektiert) 
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3.4.4 Ki-67-Nachweis 
 

Ebenso lohnt eine Betrachtung des Patientenkollektivs hinsichtlich des Proliferationsfaktors Ki-67.  

 

 

Für die Patientinnen 14 und 15, die einen hohen Ki-67-Wert in der Histologie ihres Primarius 

aufweisen, zeigt sich ebenso eine sehr hohe relative Quantifizierung in der Polymerase-

Kettenreaktion. Bei Patientin 15, die unter Umständen ein triple-negatives Karzinom aufweist, ist dies 

besonders interessant, hinsichtlich einer möglichen prognostischen Aussagekraft. Auch für die 

Patientinnen 5 und 7 mit moderaterem Ki-67-Nachweis im Tumorpräparat zeigen sich erhöhte RQ-

Werte in der Real Time-PCR. 

Nichtsdestotrotz ist festzuhalten, dass bei weiteren Patientinnen mit einem Ki-67-Nachweis von bis 

zu 60% eine relative Quantifizierung <1 zu notieren ist, sodass kein eindeutiges Bild hinsichtlich einer 

klaren Korrelation zwischen Nachweis von Ki-67 am Präparat und Ausmaß der Expression im 

peripheren Blut zu sehen ist. 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 23: RQ-Werte und Ki-67-Nachweis 

(n.d. = nicht detektiert) 
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3.4.5 Her2-Switch 
 

Untersucht man schließlich das Kollektiv der adjuvanten Brustkrebspatientinnen hinsichtlich des 

Her2-Status des Primärtumors und der relativen Quantifizierung für Her2 in der Real Time-

Polymerase-Kettenreaktion, so lässt sich Bemerkenswertes feststellen. 

 

 

Die Patientinnen 6 und 7, die einen Her2-negativen Primarius aufweisen, zeigen exorbitant hohe 

Werte der relativen Quantifizierung für Her2. Auch für Patientin 9 ist bei initialer Her2-Negativität 

eine Hochregulation in der Blutprobe zu sehen. Dies lässt vermuten, dass im peripheren Blut 

Tumorzellen zirkulieren könnten, die Her2-positiv sind und damit eine Eigenschaft aufweisen, die sie 

von ihrem Primärtumor unterscheiden. Dieses Phänomen ist in der Literatur als Her2-Switch bekannt 

[1, 229-231]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 24: RQ-Werte und Her2-Switch 
(n.d. = nicht detektiert) 
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3.4.6 Statistische Auswertung 
 

Die statistische Evaluation der relativen Quantifizierungswerte in unterschiedlichen 

Patientensubgruppen ergab auf dem Signifikanzniveau von 5% keine statistische Signifikanz. Die 

Expressionswerte der 20 Patientinnen wurden dabei hinsichtlich Alter, Tumorausmaß anhand des T-

Stadiums, Lymphknotenstatus, Grading des Primarius sowie Positivität des Östrogen- und 

Progesteronrezeptors untersucht. Die nachfolgende Tabelle gibt die Ergebnisse als p-Werte der 

statistischen Analyse der Subgruppenuntersuchungen für die jeweiligen Zielgene wieder. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vergleichskomponente Cathepsin L2 ER Her2 Ki-67 

Alter (<60 Jahre vs. >60 Jahre) 0,2345 0,8474 0,3362 0,6374 

Tumorausmaß (T1 vs. T2-4) 0,8229 0,5271 0,4785 0,5139 

Lymphknotenstatus (N0 vs. N1-2) 0,8561 0,6304 0,4634 0,9891 

Grading (1 vs. 2-3) 0,7506 0,9888 0,8251 0,3792 

Östrogenrezeptor (<90% 

Positivität vs. >90% Positivität) 
0,2912 0,2689 0,4634 0,1949 

Progesteronrezeptor (<80% 

Positivität vs. >80% Positivität) 
0,3367 0,3291 0,3662 0,1573 

Tabelle 25: p-Werte der statistischen Auswertung der RQ-Werte in Patientensubgruppen 
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4 Diskussion 

4.1 Methodischer Ansatz 
 

Dass zirkulierende Tumorzellen eine wesentliche Komponente des Wesens maligner Erkrankungen 

darstellen, ist mehr und mehr im Bewusstsein, weshalb ihr Vorhandensein bereits Eingang in die 

TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms gehalten hat. Vor dem Hintergrund dessen, dass es eine 

große Herausforderung darstellt, zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut angesichts der 

Relation der Zellzahlen zu detektieren, stellt die Real Time-Polymerase-Kettenreaktion eine Methode 

hoher Sensitivität dar [2, 190]. 

Um sich dem Phänomen der minimalen Resterkrankung anzunähern, hat es sich bewährt, aufgrund 

einfacherer Handhabbarkeit die Untersuchung des peripheren Bluts gegenüber der aufwändigeren 

und invasiveren Knochenmarkpunktion vermehrt in den Fokus zu nehmen [172]. 

Die Erprobung potentieller Markergene, die für die Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 

Verwendung finden können, gibt im Modellsystem die Möglichkeit, unabhängig von der Biologie 

eines zugrundeliegenden Primarius und zunächst ohne den Bedarf an klinischen Proben eine 

Evaluation durchzuführen. Unter Verwendung von Brustkrebszelllinien konnte schon in anderen 

Veröffentlichungen gezeigt werden, dass auf diese Weise valide Marker der Polymerase-

Kettenreaktion identifiziert werden können [232, 233]. 

Um ein umfassenderes Bild der biologischen Charakteristika zirkulierender Tumorzellen und damit 

ein besseres Verständnis der minimalen Resterkrankung zu erhalten, ist es essentiell, Verfahren 

anzuwenden, die über Detektion und Quantifizierung hinausgehen, wobei bislang hierfür nur das 

CellSearch® System zugelassen ist, sodass in diesem Forschungsfeld weitere Anstrengungen 

unternommen werden müssen. 

Während das CellSearch® System nach Zellanreicherungsverfahren in der Lage ist, die Detektion und 

Quantifizierung zirkulierender Tumorzellen in großem Probenumsatz vorzunehmen und damit 

Eignung für die klinische Routine aufweist, ist die Polymerase-Kettenreaktion neben ihrem Vorteil, 

charakteristische Eigenschaften anhand der Analyse von Genexpressionsmustern zu erschließen, mit 

dem Nachteil behaftet, mehrere Vorbereitungsschritte durchlaufen zu müssen, um zur Anwendung 

kommen zu können. Auch in dieser vorbereitenden Phase ist auf sorgfältige Durchführung der 

Experimente zu achten, um beispielsweise eine Kontamination der Proben durch den Kontakt mit 

RNasen zu vermeiden. 

Schwierigkeiten im Umgang mit der Polymerase-Kettenreaktion selbst sind dabei abzusehen, dass sie 

eine diffizile Methode sein kann, sodass beispielsweise die untersuchten potentiellen Marker 



DISSERTATION Dominik Bräuer 

|   51 
 
 

Progesteronrezeptor und Bcl2 nach Evaluation des Modellsystems ausgeschlossen werden mussten, 

da sie nicht in ausreichendem Maße in ihrem Fluoreszenzsignal in der Real Time-Polymerase-

Kettenreaktion detektiert werden konnten. 

Allerdings zeigt sich in der Betrachtung relativer Quantifizierungswerte von Patientenproben, dass 

durch diese Methode interessante Feststellungen erhoben werden können, die einer eingehenderen 

Analyse lohnen. 

4.2 Epithelial-mesenchymale Transition  
 

Der Umstand, dass zirkulierende Tumorzellen das Phänomen, das mit einer epithelial-

mesenchymalen Transition bezeichnet wird, durchlaufen, stellt eine Schwierigkeit bei der Detektion 

und Charakterisierung dieser Zellen dar. Die Unterscheidung zirkulierender Tumorzellen, die primär 

epithelialen Ursprungs sind, von gesunden Blutzellen mesenchymalen Aufbaus wird dadurch 

erschwert [5, 234, 235]. Aufgrund des Wechsels in der Morphologie und den ausbildenden 

Eigenschaften dieser Zellen besteht das Risiko, diese mit der jeweils eingesetzten Detektionsmethode 

nicht hinreichend zu erfassen [236]. Problematisch ist, dass diese Zellen neben epithelialer und 

mesenchymaler Erscheinung auch eine intermediäre Form annehmen können [5, 237]. 

Dadurch, dass die im peripheren Blut zirkulierenden Tumorzellen epitheliale Eigenschaften verlieren, 

um mesenchymale anzunehmen, entgehen sie bislang etablierten Detektionsmethoden wie dem 

CellSearch® System, das auf der Auffindung epithelialer Zelladhäsionsmoleküle beruht [238]. Gerade 

diese Zellen, die sich in Transition befinden oder die Fähigkeit zu dieser in sich tragen, sind jedoch 

von großem Interesse, da vor allem von diesen Migration und Invasion ausgehen kann, was 

Tumorprogression, Metastasierung und Krankheitsrezidiv bedeutet [155, 156]. Das Vorliegen 

derartiger zirkulierender Tumorzellen ist somit mit einer schlechteren Prognose für die Patientinnen 

verbunden [181]. 

Es gilt somit, dass ein umfassender Ansatz entwickelt werden muss, um sowohl zirkulierende 

Tumorzellen epithelialer als auch mesenchymaler Ausprägung und Phänotyps mit möglichen 

Zwischenformen zu identifizieren. Dabei ist es wichtig zu verstehen, welche Mechanismen und 

Signaltransduktionswege wirken, um einen Übergang innerhalb dieser Ausprägungsformen 

stattfinden zu lassen. 

Die Vorgänge und Auslöser, die diese in Gang bringen, sind Gegenstand gegenwärtiger Forschung. 

Neben verschiedensten Signaltransduktionskaskaden werden Inflammation, azidotisches Milieu, 

Hypoxie und die Beschaffenheit des Mikroenvironments des Tumors diskutiert, einen Beitrag zu 

leisten, zu einer epithelial-mesenchymalen Transition zu führen [5]. 
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Da derzeit etabliert verwendete Methoden zur Detektion zirkulierender Tumorzellen eine gewisse 

Verblindung bezüglich in Transition befindlicher Zellen aufweisen, werden Anstrengungen 

unternommen, neue Verfahren zu evaluieren, um diese Schwachstelle gängiger Verfahren 

aufzuheben. Ansatzpunkte hierfür sind neben der Verwendung von Anwendungen der Polymerase-

Kettenreaktion und spezifischer Antikörper auf Zelloberflächenproteine und Bestandteile der 

extrazellulären Matrix beispielsweise die RNA-In-situ-Hybridisierung oder Fluoreszenz-magnetische 

Nanoproben [5, 239, 240]. 

Mit Informationen hinsichtlich der Charakteristika dieser in Transition befindlicher Zellen wäre 

großer Erkenntnisgewinn über die Pathogenität der minimalen Resterkrankung, dem Prozess der 

Metastasierung per se sowie der Karzinogenese in ihrer Gesamtheit verbunden. Dies ist auch 

insofern von so überragender Bedeutung, da sich diese Eigenschaften erheblich von denen des 

Primarius unterscheiden können und sich somit eine minimale Resterkrankung der Erfassung 

klinischer Entscheidungsparameter entziehen kann, die jedoch selbst zum Ziel einer für sie 

spezifischen Therapie werden sollte. 

4.3 Heterogenität des Primärtumors 
 

Neben der möglichen Heterogenität im peripheren Blut auftretender zirkulierender Tumorzellen ist 

auch eine heterogene Biologie des Primärtumors in Betracht zu ziehen, was wiederum Einfluss auf 

das Wesen der minimalen Resterkrankung haben kann.  

Heterogenität innerhalb eines Tumors beschreibt die Koexistenz verschiedener 

Krebszellsubpopulationen, die sich hinsichtlich Geno- wie Phänotyp voneinander abheben, was auch 

zwischen Primarius und Metastase festgestellt werden kann [241]. Ursächlich hierfür wird das 

Vorhandensein von Krebsstammzellen und klonale Evolution diskutiert, wobei  natürliche Selektion 

im Sinne Darwins im Hinblick auf Umwelteinflüsse beispielsweise in Form einer durchgeführten 

Therapie beleuchtet wird [241-244].  

Untersuchungen an Mammakarzinompräparaten zeigen, dass mittels komparativer genomischer 

Hybridisierung sowie paralleler Sequenzierung intratumorale Heterogenität nachgewiesen werden 

kann [245-247]. Besonders in metaplastischem Brustkrebs ist dabei genetische Heterogenität zu 

sehen, was sich auf Variabilität hinsichtlich biologischer Eigenschaften des Tumors niederschlägt 

[245]. Ähnliche Beobachtungen konnten in triple-negativem Brustkrebs gemacht werden [241, 248]. 

Weitere Publikationen führen vor Augen, dass Primarius und Metastase erhebliche Abweichungen im 

Genmaterial aufweisen können, sodass anzunehmen ist, dass eine Metastase von einer 

Subzellpopulation des Primarius oder gar unmittelbar von Zellpopulationen einer anderen Metastase 

ausgehen kann [241, 249, 250]. Auf diese Weise kann sich das Bild einer systemischen 
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Krebserkrankung ergeben, das nicht die vorwiegend zu diagnostizierenden Eigenschaften des 

ursprünglichen Tumors wiederspiegelt. 

Dies kann sich in der Auswertung der Patientenproben neben einem zu bemerkenden Her2-Switch 

beispielsweise in der Diskrepanz bezüglich des Ki-67-Nachweises zeigen. Hierbei ist auffällig, dass im 

Blut mancher Probandinnen keine erhöhte Expression festzustellen ist, obwohl der Primarius einen 

positiven Ki-67-Nachweis aufweist. Weiteres gilt bei Patientinnen mit triple-negativem 

Mammakarzinom, deren Blut dennoch erhöhte Genexpressionswerte für Her2 oder den 

Östrogenrezeptor offenbart. Darüberhinaus sind RQ-Werte <1 hinsichtlich des Östrogenrezeptors bei 

Patientinnen mit deutlich Östrogen-positivem Primarius ebenso bemerkenswert.  

Aus der möglichen Vielgestaltigkeit der Brustkrebserkrankung erwachsen besondere 

Herausforderungen für Diagnose und Therapie ̶ einerseits, wenn die Erfassung intratumoraler 

Heterogenität neue Untersuchungsmethoden des Primärtumors erfordert, andererseits, wenn 

Gegebenheiten wie beispielsweise Heterogenität des Tumors bezüglich des Her2-Status 

berücksichtigt werden sollten [241, 251, 252]. Diese Herausforderung wird in Kapitel 4.5 vertiefend 

beleuchtet. 

Es ist in der Diskussion, inwiefern zirkulierende Tumorzellen als Surrogatparameter für 

Tumorheterogenität dienen können [241]. Dies birgt jedoch die Schwierigkeit, inwieweit die 

detektierten und charakterisierten Tumorzellen für den gesamten Primärtumor, einzelne 

Subzellpopulationen oder Zellpopulationen metastatischer Zellverbände stehen. 

Analog sollte hinsichtlich der Interpretation der Detektion und Charakterisierung zirkulierender 

Tumorzellen Tumorheterogenität bedacht werden. 

4.4 Detektion und Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen 
 

Ist man sich den Phänomenen um epithelial-mesenchymale Transition und intratumorale 

Heterogenität bewusst, so ist klar, welch Komplexität mit der Detektion und Charakterisierung 

zirkulierender Tumorzellen einhergeht. Es ist initial notwendig, eine jede Tumorzelle unabhängig von 

morphologischen oder genotypischen Veränderungen auszumachen und dabei sicher von gesunden 

Zellen abzugrenzen. Bei der Interpretation der Eigenschaften der detektierten Zellen ist es 

wesentlich, einen Ansatz zu finden, der Aussagen zu treffen erlaubt, inwiefern die Erscheinungsform 

zirkulierender Tumorzellen die Biologie des Primarius reflektiert und welche Stellung diese Zellen 

innerhalb der systemischen Krebserkrankung der Patientin, auch in Form der minimalen 

Resterkrankung, einnehmen und repräsentieren.  
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Die Konsequenz dessen, dass zirkulierende Tumorzellen dem Primärtumor fremde Charakteristika 

aufweisen können, ist, dass es erforderlich ist, diese aufzuspüren, um Patientinnen eine spezifische 

Therapie ihrer Krebserkrankung anbieten zu können. 

Eine Hürde der Polymerase-Kettenreaktion ist hierbei auch, dass der Informationsgewinn sich auf die 

Gesamtheit aller zirkulierenden Tumorzellen bezieht. Es kann jedoch keine Aussage hinsichtlich 

unterschiedlicher Genexpressionsmuster für einzelne zirkulierende Zellen getroffen werden. 

Nichtsdestotrotz vermag es die Real Time-Polymerase-Kettenreaktion, in der Erfassung erhöhter 

Genexpressionswerte biologischer Marker für die gesamte Probe aufzuzeigen, dass eine 

entsprechende Ausprägung und damit Charakteristik innerhalb der systemischen Erkrankung 

vorliegt, was Erkenntnisgewinn im Vergleich zur alleinigen histopathologischen Untersuchung des 

Primärtumormaterials ergeben mag und sodann nicht zuletzt in therapeutischen Konsequenzen 

resultieren kann. 

Dass im untersuchten Patientenkollektiv dieser Arbeit die mittleren Genexpressionswerte für die 

Gruppe der adjuvanten Brustkrebspatientinnen gegenüber den gemittelten Werten der 

Kontrollgruppe ein Vielfaches betragen, zeigt dabei die Validität und Bedeutung der untersuchten 

Marker für die Krankheitsentität Mammakarzinom per se. 

Allerdings ist für den einzelnen Krankheitsfall interessant, dass Konkordanzen wie auch 

Widersprüchlichkeiten auftreten, was in Anbetracht der zugrundeliegenden biologischen Phänomene 

nicht unerwartet erscheint. Dies zeigt sich unter anderem am Beispiel des Proliferationsmarkers Ki-

67, bei dem einerseits für Patientinnen in der peripheren Blutprobe konkordant zur Exprimierung am 

Primärtumormaterial eine erhöhte Genexpression nachzuweisen ist und andererseits bei weiteren 

Patientinnen trotz Nachweis für den Primarius eine Niederregulation in der Polymerase-

Kettenreaktion festzustellen ist. Ähnliches fällt auf, wenn der Primarius der Patientin eine hohe 

Hormonrezeptorpositivität zeigt, dies aber nicht analog für zirkulierende Tumorzellen in der Real 

Time-Polymerase-Kettenreaktion nachvollzogen werden kann. Für triple-negative Patientinnen 

innerhalb des Kollektivs ist wiederum eine moderate Erhöhung der Genexpression des 

Östrogenrezeptors festzustellen. Gleichsam verhält es sich mit Her2-negativen Primärtumoren, bei 

denen die Analyse des Patientinnenbluts eine teils deutliche Hochregulation für Her2 zeigt. 

Beachtenswert ist auch der Anstieg in der Genexpression für Cathepsin L2 bei vier Patientinnen  ̶ 

besonders vor dem Hintergrund, dass dieser Real Time-Polymerase-Kettenreaktion-Marker, der im 

hier angewendeten Modellsystem positiv evaluiert werden konnte, bislang weniger extensiv 

untersucht wurde. 
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Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung machen deutlich, dass durch erhöhte Genexprimierung 

das Vorliegen zirkulierender Tumorzellen mittels der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion 

detektiert werden kann. Davon ausgehend auf spezifische Charakteristika der Tumorerkrankung zu 

schließen, stellt sich allerdings derzeit als schwierig heraus. Um dies zu ermöglichen, bedarf es 

größerer Patientenkollektive und eine Ausweitung des Genmarkerpanels, damit höhere statistische 

Signifikanz und Sensitivität erreicht werden können.  

4.5 Her2-Switch 
 

Um die bemerkenswerte klinische Relevanz zirkulierender Tumorzellen zu unterstreichen, lohnt die 

Betrachtung des Her2-Status. Mehrere Studien konnten bislang zeigen, dass eine Diskordanz in der 

Ausprägung des epidermalen Wachstumsfaktors 2 in zirkulierenden Zellen respektive metastatischen 

Zellverbänden im Vergleich zum Primärtumor vorliegen kann und auch Veränderungen des Her2-

Status während des Krankheitsverlaufs möglich sind, was auch die Prognose der Patientinnen 

beeinflusst [229, 231, 253-260]. Durch die kontinuierliche Erfassung des Her2-Status zirkulierender 

Tumorzellen besteht folglich die Möglichkeit, prognostische wie prädiktive Informationen zu 

generieren und letztlich dieses Wissen in therapeutische Entscheidungen einfließen zu lassen. 

Das DETECT-Studiendesign macht sich dies zur Aufgabe, eine Evaluation therapeutischer 

Entscheidungen auf Grundlage zirkulierender Tumorzellen bei Patientinnen mit metastasiertem 

Mammakarzinom in der palliativen Situation zu liefern und dabei einen endokrinen Responsiveness-

Score zu entwickeln [257]. Neben dem Her2-spezifischen monoklonalen Antikörper Trastuzumab, 

dessen Ansprechrate auf weniger als 50% der Patientinnen mit Her2-positivem Primarius geschätzt 

wird, finden neuere Her2-Blocker wie Lapatinib und Pertuzumab zunehmend in Addition zu 

Trastuzumab Verwendung, die in ihrem Einsatz im Rahmen dieses Studienprogramms erneut 

untersucht werden sollen [1, 257, 261-263]. Die Studie wird 2000 Patientinnen mit Her2-negativem 

Primarius screenen, um diese je nach Her2-Status ihrer zirkulierenden Tumorzellen verschiedenen 

Therapiepfaden in die DETECT III- beziehungsweise IV-Studie zuzuweisen; Patientinnen ohne 

detektierbare zirkulierende Tumorzellen werden ausgeschlossen [257]. In den dritten Studienarm, 

die DETECT V-Studie, sollen 270 Patientinnen eingeschlossen werden, die an einem Her2-positiven 

Primärtumor erkrankt sind und hinsichtlich ihrer Therapie randomisiert werden; vor und während 

der jeweiligen Therapie findet ein Monitoring der zirkulierenden Tumorzellen statt, um deren 

Verhalten unter Therapie zu verfolgen [257]. 

Es stellt sich heraus, dass der Her2-Status-Unterschied zwischen Primarius und Tumorabsiedlung 

sowohl statisch sein als auch einen dynamischen Prozess darstellen kann, weshalb zirkulierende 

Tumorzellen einen vielversprechenden Zugang erlauben, diesen Prozess nachzuvollziehen. Gerade 
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angesichts der Bedeutung, die von der Expression von Her2 für die Brustkrebserkrankung ausgeht, 

stellt dies eine wesentliche Stellschraube für die Entwicklung einer individualisierten Therapie für die 

Patientinnen dar. 
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5 Resümee 
 

Der aktuelle Stand der Forschung zeigt, dass zirkulierende Tumorzellen beim Mammakarzinom 

mittels verschiedener Verfahren detektiert werden können, wobei die Real Time-Polymerase-

Kettenreaktion eine sehr sensitive Methode darstellt und gleichzeitig das Potential in sich trägt, eine 

nähere Beschreibung und somit Charakterisierung der damit einhergehenden minimalen 

Resterkrankung zu ermöglichen. Damit dies gelingt, ist die Evaluierung und Erprobung weiterer 

Marker für diese Methode vonnöten, sodass auch Herausforderungen wie der Prozess der epithelial-

mesenchymalen Transition oder tumorale Heterogenität abgebildet werden können.   

Sodann weisen zirkulierende Tumorzellen die Eignung auf, prognostische Aussagekraft für das 

Krankheitsgeschehen der Brustkrebspatientinnen darzustellen, indem ihr Vorhandensein 

krankheitsfreies Überleben sowie Gesamtüberleben beeinflusst. Zudem können sie als prädiktiver 

Indikator die Wirksamkeit von Therapien voraussagen und den Therapieerfolg im Behandlungsverlauf 

sicherstellen. Dabei erweist sich die leichte Zugänglichkeit, nämlich eine Blutprobe zu gewinnen, als 

großer Vorteil dieses diagnostischen Instruments.  

Dadurch, dass dieses diagnostische Vorgehen ermöglicht wird, und molekularbiologische Vorgänge 

wie Metastasierung und Malignität besser verstanden werden, eröffnet es sich, Patientinnen eine 

dem Krankheitsverlauf sowie der Krankheit selbst angepasste und somit individuelle Therapie 

anzubieten. 

Der gewaltige Erkenntnisfortschritt, neben der Erfassung der Biologie des Primarius und dessen 

Eigenschaften, das Wesen der minimalen Resterkrankung genauer fassen zu können, und somit mehr 

und mehr die Prozesse malignen Wachstums und der zugrundeliegenden Signalwege in all ihrer 

Komplexität nachzuvollziehen, bietet Ansatzpunkte für die Entwicklung zielgerichteter Therapien. 

Auf diese Weise kann es gelingen, ein noch umfassenderes und dabei maßgeschneidertes 

Behandlungskonzept herauszuarbeiten, um somit Krankheitsprogression und -rezidiv einzudämmen 

und nach Möglichkeit zu unterbinden und damit das Langzeitüberleben wie auch die Lebensqualität 

der Patientinnen zu verbessern und zu sichern.  
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6 Zusammenfassung 
 

Das Mammakarzinom ist die häufigste Tumorentität der Frau. Weltweit waren im Jahr 2012 

annähernd 1,7 Millionen Frauen neu erkrankt, mehr als eine halbe Million Todesfälle waren allein für 

dieses Jahr zu beklagen. In Deutschland erkrankten im Jahr 2013 mehr als 70.000 Frauen an 

Brustkrebs, wobei etwa 18.000 Frauen an ihr verstarben. Für die folgenden Jahre wird eine Zunahme 

der Inzidenz prognostiziert. 

Im Rahmen einer minimalen Resterkrankung ist bekannt, dass Tumorzellen ausgehend vom Primarius 

über periphere Blut- und Lymphbahnen streuen und ins Knochenmark absiedeln können. Von diesen 

disseminierten und zirkulierenden Tumorzellen kann wiederum Malignität in der Gestalt von 

Tumorprogression, Metastasierung und Krankheitsrezidiv ausgehen. Dabei können sich diese Zellen 

in Geno- wie Phänotyp voneinander unterscheiden und im Krankheitsverlauf verändern. 

Aus diesem Grund ist es von besonderem Interesse, zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut 

von Brustkrebspatientinnen detektieren und ihnen Eigenschaften zuschreiben zu können, um ein 

verbessertes Krankheitsverstehen zu ermöglichen. 

Die vorliegende Arbeit untersuchte daher in einem Modellsystem die potentiellen Markergene 

Östrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, Her2, Ki-67, Cathepsin L2 und Bcl2 an Blutproben gesunder 

Spenderinnen, die mit einer vordefinierten Anzahl zellkulturtechnisch gewonnener CAMA-1-

Brustkrebszellen versetzt und mittels der Real Time-Polymerase-Kettenreaktion hinsichtlich ihrer 

relativen Quantifizierung analysiert wurden, um auf diese Weise einen Nachweis für zirkulierende 

Tumorzellen erbringen und sich einer Charakterisierung annähern zu können. 

Nach positiver Evaluation der Marker Östrogenrezeptor, Her2, Ki-67 und Cathepsin L2 wurden diese 

an 20 adjuvanten Brustkrebspatientinnen gegenüber einer negativen Kontrollgruppe untersucht. Es 

zeigte sich, dass das Mittel der Genexpressionswerte der Patientinnen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe jeweils um ein Vielfaches erhöht ist. 

Bei der Betrachtung der relativen Quantifizierungswerte der untersuchten Gene in den 

Patientenproben ergaben sich in Zusammenschau mit klinischen Daten und den biologischen 

Charakteristika des jeweiligen Primarius keine statistisch signifikanten Korrelationen. 

Es zeigte sich jedoch einerseits, dass  Übereinstimmungen zwischen biologischen Merkmalen des 

Primärtumors und Genexpressionswerten im Blut zirkulierender Tumorzellen gefunden werden 

konnten. Dies wird beispielsweise am Östrogenrezeptor-Status oder Ki-67-Nachweis ersichtlich. 

Andererseits ergaben sich auch Diskrepanzen zwischen ursprünglicher Tumorbiologie und der mittels 
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der Polymerase-Kettenreaktion ermittelten Genexpression zirkulierender Tumorzellen, was gerade 

im Hinblick auf intratumorale Heterogenität beachtenswert ist. Neben Diskonkordanzen obiger 

Charakteristika in einzelnen Patientenkonstellationen sind hierbei besonders die Ausprägung 

erhöhter Genexpressionswerte im Blut von Patientinnen mit triple-negativem Mammakarzinom 

sowie Ungleichmäßigkeiten hinsichtlich des Her2-Status anzumerken. 

Es wurde offenbar, dass Auffälligkeiten in der Biologie der minimalen Resterkrankung festgestellt 

werden konnten, die beispielsweise im Phänomen des Her2-Switches eine therapeutische 

Konsequenz nach sich ziehen können. Auch wenn der Primärtumor Her2-negativ ist, mag bei 

Vorhandensein Her2-positiver zirkulierender Tumorzellen eine Her2-gerichtete Therapie sinnvoll 

erscheinen, um die systemische Erkrankung Brustkrebs umfassend zu behandeln. Weitere 

Forschungsbemühungen müssen hierfür zeigen, ob auf diese Weise die Prognose der Patientinnen 

verbessert werden kann. 

Die Ergebnisse führen vor Augen, dass die Real Time-Polymerase-Kettenreaktion die methodische 

Eignung aufweist, zirkulierende Tumorzellen zu detektieren und zu charakterisieren. Sie kann 

dadurch auf biologische Besonderheiten der Krebserkrankung hinweisen. Die Analyse anhand eines 

größeren Patientenkollektivs und erweiterten Genmarkerpanels gepaart mit etablierten 

Detektionsmethoden stellt das Fundament dar, um umfassendere Erkenntnisse über die minimale 

Resterkrankung zu gewinnen. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 

Bcl2    B-cell lymphoma 2 

BI-RADS   Breast Imaging Reporting And Data System 

cDNA    komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

Ct    cycle treshold 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

EMT    Epithelial-mesenchymale Transition 

EpCAM    epitheliales Zelladhäsionsmolekül 

ER    Östrogenrezeptor 

FCS    fetales Kälberserum 

FSH    Follikelstimulierendes Hormon 

GAPDH    Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

Her2    Human epidermal growth factor receptor 2 

LH    Luteinisierendes Hormon 

LHRH    Luteinisierendes Hormon-Releasing-Hormon 

MET    Mesenchymal-epitheliale Transition 

PBS    Phosphat Buffered Saline 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

PR    Progesteronrezeptor 

RNA    Ribonukleinsäure 

rpm    rounds per minute 

RQ    Relative Quantifizierung 

RT    Real-Time 

WHO    World Health Organization 
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