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1. Einleitung

1.1 Brustkrebs allgemein

Das Mammakarzinom ist die mit Abstand häufigste invasive Neoplasie deutscher

Frauen (exklusive nicht-melanozytärer Hautkrebs) und auch die häufigste Grund-

erkrankung krebsassoziierter Sterbefälle (Robert-Koch-Institut, 2016). Insgesamt

steht das Mammakarzinom an 5. Stelle der Todesursachen in der weiblichen Be-

völkerung (Statistisches Bundesamt, 2019). Jedoch sterben Mammakarzinompa-

tientinnen in der Regel nicht am Primarius der Brust, sondern an dessen Fernme-

tastasen und ihren Komplikationen (Hagemeister et al., 1980).

1.2 Pathologie

Invasives ductales Karzinom (IDC), auch invasive mammary carcinoma, not other-

wise specified (IDC NOS) oder non special type (NST) genannt, ist die histologi-

sche Bezeichnung für eine heterogene Gruppe von invasiv wachsenden Brusttu-

moren, die nicht die histologischen Kriterien für eine speziellere Subtypenbezeich-

nung und damit assoziierte prognostische Implikationen erfüllen und den Großteil

(40-75%) aller Mammakarzinome ausmachen (Korourian, 2018; Weigelt & Reis-

Filho, 2009).
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2 Einleitung

Auf histologischer Ebene besteht vom gesunden Brustgewebe hin zu invasiven

Mammakarzinomen ein Kontinuum, welches begrifflich wie in der Folge beschrie-

ben unterteilt wird.

Wenn sich mehr Zellen als gewöhnlich in den Gängen aufschichten, die Zellen

jedoch weiterhin polymorph in Aussehen und Markerexpression sind, spricht man

von üblicher ductaler Hyperplasie. Ductale Carcinomata in situ (DCIS) sind wie

die IDC eine heterogene Gruppe von klonalen Neoplasien, die allerdings nicht

infiltrativ wachsen (Klimberg & Bland, 2018). Anhand der Kernmorphologie wer-

den DCIS in drei Grade eingeteilt, mit denen die Atypie zunimmt (Ellis, 2010). Als

atypische ductale Hyperplasie (ADH) werden Veränderungen bezeichnet, welche

histologisch einem DCIS mit niedrigem Kernatypiegrad entsprechen, jedoch we-

niger als zwei vollständige Milchgänge betreffen und deren Gesamtdurchmesser

<2mm liegt (Ellis, 2010; Page et al., 1985).

Dieser Kontinuität entsprechend wurde lange Zeit von einer ebenso linearen

Progression des Brustkrebs von gesundem Epithel über ADH zu DCIS, invasivem

Brustkrebs (IBC) und daraus hervorgehend fernen Metastasen ausgegangen.

Während dieser Progression, so die Annahme, werden auch linear Mutationen

erworben, welche die Fitness des Tumorklons und seine metastasierenden

Fähigkeiten zunehmend stärken (Polyak, 2008). Inzwischen spricht allerdings

vieles dafür, dass schon in frühen Präkursoren viele Mutationen vorhanden

sind und damit das Schicksal der Erkrankung verankert ist (Allred et al., 2008;

Lopez-Garcia et al., 2010; Wiechmann & Kuerer, 2008).

1.3 Ductales Carcinoma in situ

Aus historischen Beobachtungen lässt sich schließen, dass etwa 20-50% der

DCIS Fälle in ein invasives Mammakarzinom übergehen (Cowell et al., 2013). Die
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Diagnose des DCIS hat aufgrund des Mammographiescreenings in den letzten

Jahrzehnten jedoch stark zugenommen (Virnig et al., 2010), wodurch die Über-

tragbarkeit der historisch beobachteten Verläufe auf aktuelle Patientinnen unklar

ist. Hierdurch werden die Therapieentscheidungen zunehmend komplexer, da im

Rahmen dieser hohen Detektionsrate sowohl DCISmit benignem natürlichemVer-

lauf als auch DCIS mit invasivem und konsekutiv aggressivem Verlauf detektiert

werden (Epstein et al., 2018).

Sowohl in der NSABP B-17 Studie (National Surgical Adjuvant Breast Project pro-

tocol B-17) als auch in einer Auswertung der DCIS Fälle im SEERRegister (einem

großen amerikanischen Krebsregister), konnten Fälle von Patientinnen beschrie-

ben werden, bei denen nach einer DCIS Diagnose Metastasen entdeckt wurden,

ohne dass vorher eine invasive Brustkrebserkrankung beschrieben wurde (Fisher

et al., 1998; Narod et al., 2015). Auch das MD Anderson Cancer Center, das

niederländische Krebsregister und regionale schwedische Krebsregister beschrei-

ben solche Fälle (Elshof et al., 2018; Roses et al., 2011; Wadsten et al., 2017). So

postulieren Narod und Sopik, dass DCIS teilweise streuende Tumore sind (Narod

& Sopik, 2018).

In Anbetracht der steigenden DCIS Inzidenz ist die Prädiktion eines invasiven

und metastasierenden Verlaufs ein wichtiges Forschungsgebiet. Bisher konnte al-

lerdings keine Methode etabliert werden, die eine sichere Unterscheidung zulässt

(Cowell et al., 2013; Wiechmann & Kuerer, 2008). Ferner scheinen die Unterschie-

de zwischen DCIS und IBC interindividuell stark zu variieren (Cowell et al., 2013).

Andere sind zu dem Schluss gekommen, dass die Invasion durch die Tumormikro-

umgebung gesteuert und keine tumorzellintrinsische Eigenschaft ist (Review von

Cowell et al. (2013)). Doebar et al. beschreiben eine differenzielle Ribonukleinsäu-

re (RNA) Expression von COL1A1, CXCL14, EGFR, KRT81, KRT18, NOTCH3,

PLAU, S100A7 und SCGB1D2 zwischen reinen DCIS und DCIS mit synchronem
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IBC (Doebar et al., 2017). GATA3 Mutationen scheinen eine Rolle bei der Pro-

gression zum IBC zu spielen, PIK3CA Mutationen hingegen waren in einer japani-

schen Kohorte mit Monoklonalität assoziiert und isoliert eher protektiv (Nagasawa

et al., 2021). Auch Lin et al. beobachteten, dass PIK3CA Mutationen ohne copy

number variation (CNV) prognostisch günstig sind (Lin et al., 2019).

Drei phylogenetische Modi der Invasion von DCIS wurden beschrieben (Review

zum DCIS von Casasent et al. (2017), zur Tumorevolution generell von McGrana-

han & Swanton (2017)).

1. Zwei unterschiedliche Klone entwickeln sich unabhängig voneinander als

DCIS- und IBC-Klon.

2. Im Verlauf der klonalen Entwicklung wird eine Mutation erworben, welche

die Invasion ermöglicht und einen evolutionären Flaschenhals darstellt

(Martelotto et al., 2017).

3. Es erfolgt eine multiklonale Invasion (z.B. Martelotto et al. (2017),

Casasent et al. (2018)). Diese kann auch nach intraduktaler Ausbreitung

auftreten (Yates et al., 2015).

Teilweise werden bei unterschiedlichen Patientinnen, die mit gleicher Methodik

aufgearbeitet wurden, Daten generiert, die mit unterschiedlichen phylogeneti-

schen Modellen vereinbar sind (Martelotto et al., 2017).

In BALB-NeuT Mäusen, bei denen Ratten-Her-2/neu zur Entwicklung von Mam-

makarzinomen führt, konnten Hüsemann et al. schon disseminierte Tumorzel-

len (DTZ) im Knochenmark detektieren, als histologisch in der Brustdrüse nur

eine ADH nachweisbar war (Hüsemann et al., 2008). Ähnliches wurde in MMTV-

polyomavirus-middle T transgenenMäusen beobachtet, wo DTZ im Knochenmark

nachweisbar waren, nachdem sich im Brustgewebe DCIS entwickelt hatten. In ih-

ren DCIS Proben konnten sie eine vermehre Expression von Matrixmetalloprote-

inasen and Cathepsinen nachweisen, nicht aber im invasiven Brustkrebs (Hüse-
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mann et al., 2008). Dies könnte erklären, warum Matrixmetalloproteinasen Inhibi-

toren Tumorzelldissemination nach der Diagnose nicht mehr verhindern können

(Coussens et al., 2002). Weiterhin beschreiben Hosseini et al., dass im Maus-

modell Zellen aus frühen Läsionen effizienter streuen, während Zellen späterer

Läsionen in situ bleiben und proliferieren (Hosseini et al., 2016).

1-22% der DCIS Fälle weist Tumorinfiltration im drainierenden Lymphknoten auf

(Francis et al., 2015). Osako et al. haben 12 solcher Fälle histologisch aufgear-

beitet und 17-344 Schnitte pro Patientin nachbefundet. Dabei konnten bei 7/12

Patientinnen invasive Anteile detektiert werden. 5/12 zeigten jedoch selbst bei

dieser aufwändigen Aufarbeitung keine invasiven Anteile (Osako et al., 2013). Zet-

terlund et al. beschreiben eine nachträgliche Detektion von invasiven Anteilen in

1/11 DCIS Fällen mit positivem Wächterlymphknoten (Zetterlund et al., 2014).

1.3.1 CNV beim DCIS und invasiven Mammakarzinom

Als CNV bezeichnet man genomische Deletionen oder Amplifikationen, die >1 Ki-

lobasen groß sind (Iafrate et al., 2004; Sebat et al., 2004). Die Akkumulation sol-

cher Mutationen ist ein prognostischer Faktor in vielen unterschiedlichen Krebs-

erkrankungen (Hieronymus et al., 2018).

Cirrellio et al. beschreiben unterschiedliche Mutationsmuster in verschiedenen Tu-

morentitäten des Cancer Genome Atlas (TCGA). Brustkrebs hat dabei dominie-

rend CNV (Ciriello et al., 2013).

Low-grade DCIS haben weniger CNV als high-grade DCIS (Casasent et al., 2017).

High-grade DCIS haben häufig die folgenden CNV: 1q+, 5p+, 8p−, 8q+, 11q−,

13q−, 14q− und 17q+, sowie fokale Amplifikationen auf 6q22, 8q22, 11q13, 17q12,

17q22–24 und 20q13 (Casasent et al., 2017).

Gorringe et al. beschreiben, dass rezidivierende DCIS insgesamt mehr CNV auf-
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weisen und im speziellen häufiger Amplifikationen von Chromosom 20q, Deletio-

nen von 15q, allelisches Ungleichgewicht von Chromosom 10 und weniger aus-

geprägt ERBB2 Amplifikationen aufweisen (Gorringe et al., 2015). In einer Meta-

Analyse von CNV-Profilen von 50 ADH, 288 reinen DCIS-Fällen, 328 synchronen

DCIS mit IBC sowie 145 IBC stellten Rane et al. fest, dass 4q31.3 and 15q22.1–

15q22.33 in IDC häufiger deletiert und 5q32 häufiger amplifiziert waren als in IDC,

wohingegen 5p15.33–5p14.1 in DCIS häufiger amplifiziert war (Rane et al., 2015).

In der Progenetix Datenbank sind 270 DCISCNV-Profile hinterlegt (Abbildung 1.1)

(Baudis & Cleary, 2001; Huang et al., 2021).

Abbildung 1.1: DCIS CNV Profile der Progenetix Datenbank.

1.4 Disseminierte Tumorzellen

Beim Brustkrebs finden sich bei einem Teil der Patientinnen auch in Abwesenheit

klinisch apparenter Metastasen Zytokeratin (CK)+ Zellen im Knochenmark (Schli-

mok et al., 1987). Der maligne Ursprung dieser Zellen konnte über eine whole

genome amplification [Amplifikation des Gesamtgenoms] (WGA) solcher Einzel-

zellen und anschließende comparative genomic hybridization (CGH), eine mole-

kularbiologische Technik, die CNV detektieren kann, nachweisen lassen (Klein et

al., 1999; Klein et al., 2002). Dissemination ins Knochenmark scheint dabei ein

früher Schritt in der Tumorprogression zu sein (Harper et al., 2016; Hosseini et

al., 2016; Hüsemann et al., 2008; Klein, 2009; Schmidt-Kittler et al., 2003). Dabei

sind solche Zellen auch bei etwa 16% der DCIS Patientinnen auffindbar (Banys
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et al., 2014; Hüsemann et al., 2008; Sänger et al., 2011).

Die Detektion von DTZ im Knochenmark ist ein negativer prognostischer Faktor.

Ein solcher Einfluss wurde auf das Gesamtüberleben, brustkrebsspezifisches, er-

krankungsfreies, fernmetastasenfreies und lokalrezidivfreies Überleben beschrie-

ben (Braun et al., 2005; Hartkopf et al., 2014, 2021; Hartkopf et al., 2015).

1.5 Zirkulierende Tumorzellen

Zirkulierende Tumorzellen (ZTZ) sind Zellen, die vom Mammakarzinom, dessen

Metastasen oder der minimalen Resterkrankung ausgehen und mit einer Halb-

wertszeit von wenigen Stunden im Blut nachweisbar sind (Meng et al., 2004).

Die Detektion kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen (Pantel & Alix-

Panabières, 2019). Die beim Mammakarzinom dabei klinisch etablierteste ist die

CellSearch Plattform von Menarini Silicon Biosystems. Hierbei wird epithelial cell

adhesion molecule (EpCAM) als Marker epithelialer Zellen genutzt. EpCAM+ Zel-

len werden immunomagnetisch angereichert und schließlich werden Zytokeratine

(als weitere Marker epithelialer Zellen), CD45 (als Marker hämatopoetischer Zel-

len) und der Zellkern gefärbt (Allard et al., 2004). Beimmetastasierten Mammakar-

zinom ist die ZTZ-Zahl ein etablierter prognostischer Faktor fürs progressionsfreie

und Gesamtüberleben (Bidard et al., 2014). Auch bei Mammakarzinomen ohne

Fernmetastasen ist der Nachweis von ZTZ ein prognostischer Faktor für Gesamt-

überleben, erkrankungsfreies, brustkrebsspezifisches, und fernmetastasenfreies

Überleben (Janni et al., 2016). Vor neoadjuvanter Chemotherapie haben ZTZ ei-

ne prognostische Bedeutung (Bidard et al., 2018). Mehrere Gruppen konnten bei

DCIS Patientinnen ZTZ nachweisen (Franken et al., 2012).



8 Einleitung

1.6 Fragestellungen

In dieser Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: Lassen sich aus for-

malinfixierten paraffingebetteten (FFPE) Gewebeblöcken mittels WGA und Se-

quenzierung mit niedriger Tiefe CNV Profile erstellen? Können auf diese Weise

Zellen mit gleichen Profilen über die Zeit hinweg beobachtet werden? Sind CK+

Zellen im Knochenmark von DCIS Patientinnen prognostisch relevant? Und lässt

sich ihre maligne Herkunft über Copy Number Analysen bestätigen?



2. Material und Methoden

2.1 Ethik

Der Durchführung des Projektes wurde von der Ethikkommission unter den Pro-

jektnummern 560/2012R sowie 535/2016BO2 zugestimmt.

2.2 Patientendaten

Eingeschlossen wurden Patientinnen mit ductalem Carcinoma in situ der Brust

ohne Mikroinvasion, bei denen eine Knochenmarksaspiration während der Pri-

märoperation in der Universitätsfrauenklinik Tübingen zwischen 2001 und 2016

durchgeführt wurde. Frauen, in deren Vorgeschichte ein invasives Mammakarzi-

nom in der ipsilateralen oder kontralateralen Brust oder ein anderes Malignom

beschrieben war, sowie Frauen, welche vorangehende antineoplastische Thera-

pie erhalten hatten, wurden von der Analyse ausgeschlossen. Alle Patientinnen

willigten in die Knochenmarksaspiration und Verwendung des Aspirats sowie ihrer

Patientendaten zu Forschungszwecken ein. Klinische Parameter der Patientinnen

wurden aus deren elektronischer Patientenakte erhoben. Daten zur Nachverfol-

gung wurden dem Krebsregister des Comprehensive Cancer Center Tübingen-

Stuttgart entnommen. Als lokoregionales Rezidiv wurden ipsilateraler Brustkrebs,

9
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ein Rezidiv in ipsilateralen Lymphknoten oder der ipsilateralen Brustwand definiert.

Priorisiert nach disseminierter Tumorzellzahl im Knochenmark wurden 8 Patien-

tinnen, bei denen CK+ Zellen im Knochenmark nachgewiesen wurden und von

denen kryokonservierte Cytospins verfügbar waren, zur Durchführung molekular-

genetischer Analysen eingeschlossen.

2.3 Detektion disseminierter Tumorzellen im Kno-

chenmark

Im Rahmen von Brustoperationen werden in der Universitätsfrauenklinik Tü-

bingen routinemäßig 10-20ml Knochenmark aspiriert. Mononukleäre Zellen

wurden durch Dichtezentrifugation (1,077 g/mL; Ficoll, Biochrom, Deutschland)

abgetrennt und je 1,5 x 106 Zellen auf einen Glasträger gesponnen (Hettich

Zytozentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Zwei Objektträger pro Patientin

wurden für die anschließenden Färbungen in 4% Formalin fixiert. Bei Patientin-

nen, bei denen aufgrund einer höheren Zellzahl weitere Objektträger verfügbar

waren, wurden diese bei -20°C gelagert. Der DTZ-Status wurde mit dem DAKO

Autostainer (Dako, Glostrup, Dänemark) und demmonoklonalen Maus-Antikörper

A45-B/B3, der gegen ein gemeinsames Epitop auf Zytokeratinen einschließlich

CK8, CK18 und CK19 gerichtet ist (Micromet, München, Deutschland) und ab

2016 mit dem Cytokeratin 8/18 Ab-1 (MS-743-S, Thermo Scientific, Waltham, MA,

USA) sowie DAKO-APAA-Detektionskit (Dako) bestimmt. Für jeden Patienten

wurden zwei Objektträger (je 1,5 ×106 Zellen) ausgewertet, wobei die Kon-

sensempfehlungen für eine standardisierte Tumorzelldetektion befolgt wurden

(Fehm et al., 2006). Ein unspezifischer isotypangepasster Antikörper wurde

als Isotyp-Kontrolle auf einem zusätzlichen Objektträger verwendet. Mit jeder

Färbung wurden Leukozyten von gesunden Probanden analysiert und dienten als
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Negativkontrolle, während die humanen Brustkrebszelllinien MCF-7 und SKBR-3

als Positivkontrolle dienten. Für die Bewertung wurden 1-3 positive Zellen pro

zwei Objektträger als 1+ kategorisiert, 4-7 positive Zellen als 2+, 8-10 positive

Zellen als 3+ und mehr als 10 Zellen als 4+. Diese Prozedur wird routinemäßig

von den medizinisch technischen Fachangestellten der Universitätsfrauenklinik

durchgeführt.

2.4 Generation einer Einzelzellsuspension aus Par-

affinblöcken

Hierzu wurde nach Herstellerangaben zum DEPArray™ FFPE SamplePrep Kit

verfahren. Zuerst wurden 40-60µm dicke Schnitte aus Paraffinblöcken in Nylon-

säckchen versiegelt. Anschließend erfolgte eine Deparaffinisierung in Xylen drei-

malig für 10 Minuten mit darauffolgender Rehydratation in Ethanollösungen ab-

steigender Konzentration (100%, 75%, 50%, 0%; je 3x für 5 Minuten). Hieraufhin

wurde eine Inkubation im HIAR Antigen Retrieval Buffer für 5 Minuten bei Raum-

temperatur und anschließend für eine Stunde bei 80 °C durchgeführt. Danach

wurde dreimalig bei Raumtemperatur mit RPMI 1640 Medium für je 5 Minuten ge-

waschen. Anschließend wurde 45 Minuten in einer Dissoziationslösung bei 37 °C

inkubiert. Die Reaktion wurde durch Transfer in ein Eisbad gestoppt und durch Auf-

und Abpipettieren wurde die Resuspension durchgeführt. Die resultierende Sus-

pension wurde durch einen 30µm Nylonfilter gefiltert, bei 1000g 5 Minuten lang

bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das resultierende Pellet wur-

de zweimalig erneut mit eiskaltem PBATw Puffer gewaschen und durch erneute

Zentrifugation wieder in Pelletform überführt. Das anschließend in PBATw resus-

pendierte Pellet wurde in ein 1,5ml Eppendorf protein LoBind Behältnis überführt

und mit DAPI (0,2µg/ml) gefärbt.
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2.5 FFPE DNA Reparaturschritt

Zur Verbesserung der Probenqualität aus FFPE Blöcken wurde ein kommerziell

erhältliches Kit (NEBNext® FFPE DNARepair Mix) bestehend aus verschiedenen

DNA Reparaturenzymen verwendet. Eine Inkubation mit diesen wurde zwischen

Proteinase K Verdau und MseI Verdau bei 37°C für 20 Minuten durchgeführt (s.

Abschnitt 2.10).

2.6 Tumor DNA Isolation aus Paraffinblöcken

Die Tumorareale des Blocks wurden von Florian Weber, Pathologie Universitäts-

klinik Regensburg, auf Hämatoxylin und Eosin gefärbten Schnitten markiert. Ent-

sprechende Regionen wurden mit einem 1,5mm durchmessenden Rundmesser

aus dem Block gestanzt, manuell mit einem Skalpell von überflüssigem Paraf-

fin befreit und durch Druck zwischen zwei UV-sterilisierten Objektträgern planiert.

Hiernach wurde das Gewebe mit einem Skalpell in kleinste Teile zerschnitten und

in ein 1,5ml Gefäß transferiert und in einer Zentrifuge auf dessen Boden gespon-

nen. Aus diesem Ausgangsmaterial wurde mithilfe des kommerziellen QIAamp

FFPE Tissue Kits nach Herstelleranleitung gDNA isoliert und mittels NanoDrop

ND-1000 quantifiziert. Die in diesem Absatz beschriebenen Schritte wurden von

Manjusha Ghosh, Lehrstuhl für Experimentelle Medizin Regensburg, durchge-

führt.
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2.7 Immunhistochemische Färbung von zytokera-

tinpositiven Zellen

Verfügbare Objektträger wurden zunächst für 30 Minuten mit 10% AB Serum in

1x phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) abgeblockt. Anschließend wurden die

Objektträger über eine Stunde mit dem Panzytokeratinantikörper A45-B/B3 (Mi-

cromet, München) inkubiert und in der Folge dreimal mit 1x PBS gewaschen. Hier-

aufhin erfolgte die 30-minütige Inkubation mit einem anti-Maus alkalische Phos-

phatase Polymer Sekundärantikörper gefolgt von drei Waschschritten mit 1x PBS

Bei der Entwicklung wurde nach Herstelleranleitung mit BCIP/NBT (AP Conjugate

Substrate Kit; Bio-Rad Laboratories) vorgegangen. Diese Lösung wurde um 0,5%

Levamisol zur Blockade endogener alkalischer Phosphatase ergänzt. Mit diesem

Gemisch erfolgte eine Inkubation für 12 Minuten und anschließend erfolgten 3

Waschschritte.

2.8 Einzelzellisolation von Cytospins

Hierzu wurde nach dem von Manjusha Ghosh in ihrer Dissertation entworfenen

Protokoll verfahren (Ghosh, 2020). Zunächst wurden die in Abschnitt 2.7 beschrie-

benen Schritte befolgt. Nun wurden CK+ Zellen unter einem PALMMicroBeamMi-

kroskop aufgesucht und mittels PALM Robo Software kartiert. Zur Gegenfärbung

erfolgte die Inkubation mit Mayers Hämatoxylin und 2 Waschschritte mit 1x PBS.

Nach 30 Minuten bei 4°C in 1x PBS wurden die Objektträger dehydriert, indem

sie nacheinander jeweils für 5 Sekunden in -20°C kalte Lösungen von 70, 90, und

100% Ethanol und hiernach in Azeton getaucht wurden. Da die Haftobjektträger

sehr dicht mit Zellen bedeckt sind, was die Einzelzellisolation mittels Mikromani-

pulation extrem erschwert oder teilweise unmöglich macht, wurde nun auf dem
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PALM MicroBeam Mikroskop eine Mikrodissektion der Zellumgebung durchge-

führt, um Einzelzellen ohne Störung durch Nachbarzellen der Mikromanipulation

zugänglich zu machen. Für jede Patientin wurden CK+ Zellen und Laserkontroll-

zellen von umgebenden Zellen mittels Lasermikrodissektion befreit. Außerdem

wurde von Randbereichen des Haftobjektträgers, in denen die Zelldichte geringer

ist, Zellen ohne Lasermikrodissektion isoliert. Diese Zellen und Kontrollzellen, in

deren Umgebung keine Lasermikrodissektion erfolgte, wurden nun mittels Mikro-

manipulation isoliert. Hierzu wurde der Objektträger in 1x PBS rehydriert und in

der Folge in einem Detergenziengemisch aus 10µl OPA Puffer, 2,6µl 10% Tween,

2,6µl Igepal und 69,6µl nukleasefreiem Wasser für mindestens 5 Minuten inku-

biert und anschließend in 1X PBS gewaschen.

2.9 Mikromanipulation

Einzelzellen wurden mit einer 30µm durchmessenden Glaskapillare in einem Mi-

kromanipulator (PatchMan NP2, Eppendorf) unter dem Olympus IX81 Mikroskop

aspiriert und aus einem gesonderten Pickfeld nach Kontrolle, dass es sich um eine

einzelne Zelle handelt, mit einer Pipette in 1µl PBS in ein Polymerasekettenreak-

tion (PCR) Gefäß (Axygen, MAXYMum Recovery) mit 2 µl Lysepuffer transferiert.

2.10 Linker Adapter Whole Genome Amplification

Zur Amplifikation des Einzelzellgenomswurde die von Christoph Klein beschriebe-

ne linker adapter PCR genutzt, welche im Vergleich zu Alternativmethoden eine

gleichmäßigere Amplifikation bewirkt und so auch Kopienzahlanalysen des Ge-

noms ermöglicht (Klein et al., 1999). Eine detaillierte Beschreibung des Protokolls

findet sich in Referenz (Kroneis, 2015). Dem Protokoll folgend wurde die Einzel-

zelle einem Verdau mit Proteinase K zugeführt und die DNA in der Folge mit der
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Tabelle 2.1: Thermocyclerprogramm Reamp68.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen

Schritt 1 95 °C 1 min
Schritt 2 60 °C 30 s 10
Schritt 3 68 °C 2 min
Schritt 4 94 °C 30 s
Schritt 5 60 °C 30 s

Schritt 6 68 °C 2 min, Verlängerung um 20s/ Zyklus
Schritt 7 4 °C ∞

Restriktionsendonuklease MseI fragmentiert. Hieraufhin wurde ein Alignment mit

zur Restriktionsstelle passenden Primern und schließlich eine PCR durchgeführt.

Zur Qualitätskontrolle wurden, wie von Polzer et al. beschrieben, KRAS, CK 19,

TP53 Exon2/3 und D5S2117 aus dem WGA Produkt amplifiziert (Polzer et al.,

2014). Das Resultat wurde in ein Gel aus 1,5% Agarose in 1X TBE Puffer und 0,5

µg/ml Ethidiumbromid eingebracht. Hierzu wurden 10µl der Qualitätskontrollen

PCR mit 3µl Ladepuffer in das Gel eingebracht und 45 Minuten bei einer Span-

nung von 160V laufen gelassen.

2.11 LowPass Sequenzierung

Das komerzielle Ampli1 LowPass Kit wurde gemäß Herstellerinstruktionen ver-

wendet, um Sequenzierungsbibliotheken herzustellen. Hierzu wurde zunächst ei-

ne Reamplifikation durchgeführt, indem 35,5µl PCR Wasser, 5µl Expand Long

Template Buffer 1, 5µl Lib1 (10µm), 1,75µl dNTPs (10mM), 1,25µl bovines Se-

rumantigen (BSA) und 0,5µl Desoxyribonukleinsäure (DNA) Polymerase Mix mit

1µl des amplifizierten Einzelzellgenoms gemischt wurden und dann mit dem Ther-

mocyclerprogramm Reamp68 (Tabelle 2.1) behandelt wurden.

In der Folge wurde eine Qualitätskontrolle wie in Abschnitt 2.10 beschrieben
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durchgeführt. Je 5µl Wasser und 5µl Reamp68 Produkt wurden mit 1.8X SPRI-

select oder AMPure XP beads (Beckman Coulter) aufgereinigt und 3µl dem

Low Pass Protokoll zugeführt (Ferrarini et al., 2018). Die barcodemarkierten

Bibliotheken wurden dann mittels Bioanalyzer HS DNA kit (Agilent) und Qubit

HS DNA kit (ThermoFisher Scientific) gemäß Herstellerangaben quantifiziert

und gepoolt (4nM pro Patientin) und auf einem Short Read Sequenziergerät der

Firma Illumina mit einer Coverage von etwa 1x sequenziert.

Die bioinformatische Analyse erfolgte mittels HIENA Software des Instituts für To-

xikologie und Experimentelle Medizin in Regensburg.

2.12 Statistik

Assoziationen zwischen nominal skalierten Variablen wurden mittels χ2-Test oder

bei weniger als fünf erwarteten Beobachtungenmittels Fisher Test untersucht. Der

Wilcoxon Rangsummentest wurde verwendet, um Assoziationen zwischen nomi-

nalen und kontinuierlichen Variablen zu überprüfen. Für die Überlebensmaße wur-

den folgende Definitionen verwendet:

• Lokalrezidivfreie Zeit ist als Zeit von Operation bis zum lokoregionalen

Rezidiv definiert. Als lokoregionales Rezidiv wurden ipsilateraler

Brustkrebs, ein Rezidiv in ipsilateralen Lymphknoten oder der ipsilateralen

Brustwand definiert.

• Fernmetastasenfreie Zeit ist die Zeit bis zur Detektion von Fernmetastasen.

• Rezidivfreie Zeit ist als Zeit bis zum Auftreten von Lokalrezidiv oder

Fernmetastasen definiert.

• Gesamtüberleben ist die Zeit bis zum Eintreten des Todes.

Wenn bei der letzten Tumorregisterabfrage im Juni 2017 keines dieser Ereignis-

se eingetreten war, wurden die Daten zensiert. Die reverse Kaplan-Meier Me-
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thode wurde zur Bestimmung des medianen Nachverfolgungszeitraums genutzt.

Überlebenskurven wurden nach der Kaplan-Meier-Methode dargestellt und mit-

tels Log-rank Test verglichen. Kaplan-Meier-Kurven wurden mithilfe des survmi-

ner Pakets erstellt (Kassambara et al., 2021). Zur multivariaten Analyse wurde

ein Cox Regressionsmodell verwendet. Der Effekt der einzelnen Variablen wurde

mittels Wald Test untersucht und in seiner Größe als hazard ratio (HR) und korre-

spondierende 95% Konfidenzintervalle ausgedrückt. Als Signifikanzniveau wurde

p < 0,05 gewählt. Datenmanipulationen und statistische Analysen erfolgten mithil-

fe der R Programmiersprache (R Core Team, 2021).



3. Ergebnisse

3.1 Einzelzellgenomamplifizierung von Zellen aus

Paraffinblöcken des Primärtumors

Bei der hier untersuchten Patientin lagen Gewebe vom Primärtumor sowie dem

fünf Jahre später aufgetretenen Rezidivtumor und kontralateralem Brustkrebs vor

(s. Tabelle 3.1).

Aus diesen Geweben wurden 118 Einzelzellen isoliert und Einzelzellgenome

mittels WGA amplifiziert. Zunächst wurde ein zusätzlicher Reparaturschritt im

Rahmen der Einzelzellgenomamplifikation evaluiert (Abbildung 3.1 und Abbil-

dung 3.2).

Es ergab sich kein Vorteil für den Reparaturschritt bei zeitlichem und finanziel-

Tabelle 3.1: Tumorcharakteristika der zur Sequenzierung aufgearbeiteten FFPE
Blöcke.

Primarius Ipsilaterales Rezidiv Zweitkarzinom

T 3 1 1
Grading 2 2 2
ER-Status - + +
PR-Status + + +
HER2-Status + - -

18



Ergebnisse 19
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Abbildung 3.1: Qualitätskontroll PCR mit und ohne Reparaturschritt. Aufgetragen
sind die Zellen gegen den Nachweis von nach erwarteter Fragmentgröße sortier-
ten Banden in der Qulitätskontroll PCR.
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Abbildung 3.2: Gegenüberstellung der Ergebnisse der Qualitätskontroll PCR mit
und ohne Reparaturschritt.
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lem Mehraufwand. Daher wurde in der Folge auf die Reparatur verzichtet. Die in

Abbildung 3.3 markierten WGA Produkte, sowie weitere von Dr. Ghosh isolierte

ZTZ und DTZwurden zur weiteren Untersuchungmittels LowPass Sequenzierung

ausgewählt. Die Auswahl erfolgte dabei aufgrund der Anzahl nachweisbarer PCR

Produkte. Insbesondere WGA Produkte, in denen Banden von großen DNA Frag-

menten nachweisbar waren, wurden selektiert. Dabei wurden die in Abbildung 3.4

- Abbildung 3.7 dargestellten Copy Number Profile generiert.

Im Primärtumor zeigen sich geteilte Deletionen im Chromosom X, sowie teilweise

Amplifikationen auf den Chromosomen 1, 4, 5, 7, 8, 11 und 12 (Abbildung 3.4).

Das ipsilaterale Rezidiv weist prominentere und uniformere Veränderungen auf

(Abbildung 3.5). Dazu zählen Amplifikationen auf den Chromosomen 1, 5, 7 und

8, sowie Deletionen auf den Chromosomen 3, 4, 11, 16 und teilweise X.

Im kontralateralen Rezidiv imponieren drei fast unveränderte Profile und vier Profi-

le, welche Amplifikationen auf den Chromosomen 1, 5, 7 und 8, sowie Deletionen

auf den Chromosomen 3,4 , 11 und 16 teilen (Abbildung 3.6).

In der vergleichenden Abbildung 3.7 erkennt man zwischen den unterschiedlichen

Tumoren und über den zeitlichen Verlauf geteilte Aberrationen der Einzelzellge-

nome, wie Amplifikationen auf den Chromosomen 1, 5, 7, 8 und Deletionen auf

den Chromosomen 3, 4, 11 und 16.

3.2 DCIS Patientenkollektiv

In die Analyse wurden 627 Patientinnen eingeschlossen. Bei 72 Patientinnen

wurden disseminierte Tumorzellen im Knochenmark nachgewiesen. Klinisch-

pathologische Eigenschaften der beiden Gruppen sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Zwischen der DTZ-positiven und -negativen Gruppe bestehen darin keine Unter-
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Tabelle 3.2: Verteilung klinisch-pathologischer Charakteristika in den Gruppen der
DTZ- und DTZ+ DCIS Patientinnen.

N DTZ-, N = 555 DTZ+, N = 72 p-value

Menopausenstatus 627 >0.9
postmenopausal 328 (59%) 42 (58%)
prämenopausal 227 (41%) 30 (42%)

Alter 627 56 (50, 65) 55 (46, 66) 0.6
Grading 580 0.8
DIN I 75 (15%) 8 (12%)
DIN II 207 (40%) 28 (44%)
DIN III 234 (45%) 28 (44%)

ER 616 0.6
ER- 119 (22%) 14 (19%)
ER+ 425 (78%) 58 (81%)

PR 611 0.6
PR- 166 (31%) 24 (34%)
PR+ 374 (69%) 47 (66%)

HER2 235 >0.9
HER2- 128 (62%) 17 (61%)
HER2+ 79 (38%) 11 (39%)

Tumorgröße 607 30 (14, 54) 30 (16, 55) >0.9
LK Status 479 0.3
LK- 422 (100%) 54 (98%)
LK+ 2 (0.5%) 1 (1.8%)

Kategoriale Variablen sind als n (%) verzeichnet,
kontinuierliche Variablen als Median (1.-, 3. Quartile).
P-Werte wurden mittels Wilcoxon, Chi-Quadrat oder Fisher Test berechnet.
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schiede. Auch ein Zusammenhang des DTZ Status mit dem Grading des DCIS

oder der Tumorgröße wurde nicht beobachtet (Tabelle 3.2 und Abbildung 3.8).

2
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Abbildung 3.8: Vergleich der Tumorgröße in mm zwischen Patientinnen mit unter-
schiedlicher DTZ Zahl im Knochenmark.

Die Nachverfolgung betrug imMedian 49Monate. Ein Brustkrebsrezidiv trat bei 33

Patientinnen auf. Zu 30 der 31 Lokalrezidive lag eine weitere Dokumentation vor.

19 (61%) der Lokalrezidive waren invasive Lokalrezidive. 7 der 33 Patientinnen

mit Rezidiv (21%) entwickelten Fernmetastasen, darunter 2 ohne vorangegan-

genes invasives Rezidiv. 14 Patientinnen starben während der Nachverfolgung.

Gruppiert man nach DTZ Status, erhält man die in Abbildungen 3.9 - 3.12 darge-

stellten nichtsignifikanten Unterschiede für lokalrezidivfreie, fernmetastasenfreie

und rezidivfreie Zeit sowie für das Gesamtüberleben. Im Log-rank Test ergeben

sich p-Werte von 0.12, 0.055, 0.063 und 0.37.
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Tabelle 3.3: Charakteristika der acht DCIS Patientinnen, deren DTZs analysiert
wurden.

Patientin Alter bei ED Menopausenstatus Tumordurchmesser Grading ER PR HER2

DCIS1 72 postmenopausal 55 3 + +
DCIS2 60 postmenopausal 16 2 + +
DCIS3 62 postmenopausal 21 1
DCIS4 68 postmenopausal 25 1 + + -
DCIS5 44 prämenopausal 7 2 + +

DCIS6 81 postmenopausal 70 2 + +
DCIS7 57 postmenopausal 60 2 + +
DCIS8 71 postmenopausal 60 2 + + -

In Cox Regressionsmodellen für Rezidive, Lokalrezidive und Gesamtüberleben

hat einzig das Alter einen signifikanten Einfluss auf das Überleben. So scheint hö-

heres Alter bezüglich rezidivfreier und lokalrezidivfreier Zeit das Risiko zu mindern

(HR 0,95), bezüglich des Gesamtüberlebens das Risiko zu steigern (HR 1,05; Ab-

bildung 3.13). Koeffizienten für ein Cox Modell für die fernmetastasenfreie Zeit lie-

ßen sich aufgrund der geringen Anzahl beobachteter Fernmetastasen nicht schät-

zen.

3.3 Charakterisierung des Einzelzellgenoms disse-

minierter Tumorzellen und zugehöriger Primär-

tumore

Zur Bestätigung der malignen Natur der nachgewiesenen DTZ bei DCIS Patientin-

nen wurden acht Patientinnen identifiziert, bei denen ungefärbte Objektträger mit

DTZ zur Analyse zur Verfügung standen. Die Charakteristika der Patientinnen fin-

den sich in Tabelle 3.3. Von den verfügbaren Zytospins wurden CK+ Zellen, CK-

Kontrollzellen ohne Lasermikrodissektion, lasermikrodissezierte CK- Kontrollzel-

len und Zellpools isoliert.
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Abbildung 3.13: Forestplot der Cox-Regressionsmodelle zum Gesamtüberleben,
lokalrezidivfreier sowie rezidivfreier Zeit der DCIS Patientinnen.
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Es ergaben sich die in Abbildung 3.14 dargestellten GII. Bei den Patientinnen wur-

den die Zellen mit einem GII > 3 sowie die DTZs ohne Laserbehandlung mittels

LowPass Sequenzierung analysiert und die in Abbildung 3.15 - 3.24 dargestellten

CNV Profile generiert. Zusätzlich wurden von Dr. Ghosh erstellte Sequenzierungs-

bibliotheken aus FFPE Blöcken der Patientinnen analysiert.
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Abbildung 3.14: Quantitative Darstellung des GII des mittels WGA amplifizierten
Einzelzellgenoms nach Patientin und Zelltyp. Zahlen und Größe der Kreise zei-
gen die Anzahl der Zellen mit einem bestimmten GII in einer Gruppe an. LMD =
Lasermikrodissektion.

3.3.1 DCIS 1

Während die Kontrollzelle S1N2 und der Zellpool balancierte CNV Profile zeigen,

sieht man in den DTZs und dem DCIS Primärtumor variable Amplifikationen und

Deletionen (Abbildung 3.15). Dabei teilen der Tumorblock und Zelle S2D1 eine
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Amplifikation auf Chromosom 8 und eine Deletion auf Chromosom 16. S1D1 und

S3D2 teilen Amplifikationen auf Chromosom 3.

3.3.2 DCIS 2

Bei DCIS 2 sieht man balancierte Profile im Zellpool, der ohne Lasermikrodissek-

tion isolierten DTZ S2D1 und im FFPE Block. Zellen S1D1 und S3D1 zeigen nicht

geteilte Aberrationen (Abbildung 3.16).

3.3.3 DCIS 3

Bei DCIS Patientin 3 zeigen Pool und Normalzellen balancierte Profile. Die Laser-

kontrollzelle S4L1 zeigt kleine Amplifikationen und Deletionen. Laserkontrollzelle

S4L3 und DTZ S4D1 teilen Amplifikationen im Chromosom 3,5,7, 11 und X. S4L3

trägt darüber hinaus Amplifikationen im Chromosom 10, 16, 20 sowie Deletionen

in 4,9,13, 17, 18, 19 (Abbildung 3.17).

3.3.4 DCIS 4

Im DCIS 4 sieht man balancierte Profile der Normalzellen und des Pools. In den

Lasermikrodissektionskontrollen S1L1 und S4L1 können Amplifikationen und De-

letionen erkannt werden. Die CK+ Zellen S1D1, S4D1 und S4D2 zeigen deutlicher

Aberrante Profile (Abbildungen 3.18 & 3.19). Eine FFPEProbewar hier leider nicht

verfügbar.

3.3.5 DCIS 5

Der FFPE Block des DCIS 5 zeigt Amplifikationen auf Chromosomen 1, 8, 12, 17

und 20 und Deletionen auf Chromosomen 17 und 19. Zelle S1D1 teilt die Am-

plifikationen auf Chromosom 1, 8 und 20, und die Deletion auf Chromosom 17,
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zeigt darüber hinaus jedoch noch weitere Amplifikationen und Deletionen. Die La-

sermikrodissektionskontrollen S1L1 und S1L2 haben kleine Amplifikationen. Der

Zellpool und die Normalzellen weisen balancierte Profile auf (Abbildung 3.20).

3.3.6 DCIS 6

Das Profil des FFPE Blocks von DCIS 6 zeigt eine Amplifikation auf Chromosom

1 und eine Deletion auf Chromosom 16. Der Zellpool, die CK+ Zelle, die Lasermi-

krodissektionskontrolle und die Normalzelle S1N2 haben balancierte Profile. Auf

Chromosom 3 der Normalzelle S1N3 sieht man eine Amplifikation. Zelle S2D6

weist Amplifikationen unter anderem auf Chromosom 8 und 22 auf (Abb. 3.21).

Die Lasermikrodissektionskontrolle und Normalzelle 1 haben balancierte Profile,

wohingegen Normalzelle 2 Amplifikationen auf Chromosom 7 und 9 aufweist (Abb.

3.22).

3.3.7 DCIS 7

Beim DCIS 7 haben der Zellpool, Zelle S1N1 und S1N4 balancierte Profile. Zel-

le S1D1, die ohne Lasermikrodissektion gepickt wurde, weist Amplifikationen auf

Chromosom 2 und 8, sowie Deletionen auf Chromosom 7, 13 und 14 auf. Zelle

S1N2 hat Amplifikationen auf Chromosomen 5 und 8 und Deletionen auf Chromo-

som 19 (Abb. 3.23). Zu dieser Patientin war leider kein FFPE Block verfügbar.

3.3.8 DCIS 8

Hier zeigt der FFPE Block Amplifikationen auf Chromosomen 6, 8, 20 und X, so-

wie Deletionen auf 6 und 18. Der Zellpool und die Zellen S1D1, S1N2 haben

balancierte Profile. Zelle S1N1 weist Amplifikationen auf Chromosom 6 und 7 auf.

Zelle S1N2 zeigt Deletionen auf Chromosom 11 und 19, sowie Amplifikationen
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auf Chromosom 8 und 20, S1N3 Amplifikationen auf Chromosomen 11, 14, 15

und 16. Bei Zelle S1N4 sieht man Amplifikationen auf den Chromosomen 1 und

X, sowie Deletionen auf 20 und 21 (Abb. 3.24).



4. Diskussion

4.1 Longitudinaler Vergleich von CNV-Profilen aus

Paraffin-Blöcken

Mithilfe vonWGA und Sequenzierungmit niedriger Sequenziertiefe konnten bei ei-

ner Patientin aus FFPE Blöcken aus dem Primärtumor der Brust, einem fünf Jahre

später aufgetretenen Lokalrezidiv, sowie kontralateralen Zweitkarzinom, aus ZTZ

aus dem Blut, sowie aus DTZ aus dem Knochenmark CNV-Profile erstellt wer-

den. Im Rahmen der Aufarbeitung wurde ein Reparaturschritt mittels kommerziell

erhältlichem NEBNext® FFPE DNA Repair Mix evaluert, wobei dies keine Ver-

besserung der resultierenden DNA zur Folge hatte, weshalb in der Folge darauf

verzichtet wurde (Abbildung 3.2). Es ergaben sich die in Abbildungen 3.4 - 3.7

dargestellten Profile. Bei Betrachtung des in Abbildung 3.7 ersichtlichen direkten

Vergleichs imponieren dabei geteilte Amplifikationen auf den Chromosomen 1, 5,

7, und 8 sowie Deletionen auf Chromosomen 3, 4, und 16. Insbesondere das

Lokalrezidiv, das kontralaterale Rezidiv, DTZ 9 und die ZTZs weisen große Über-

einstimmungen der CNV auf, sodass hier über einen geteilten klonalen Ursprung

spekuliert werden kann.

Auch Demeulemeester et al. konnten in invasiven Brusttumoren, Lymphknoten

und DTZ die selben CNV nachweisen. Allerdings waren in dieser Studie nur in

49
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53% der DTZ die Verbindung zum Primarius herstellbar und die CNV auch mit

aberranten hämatopoetischen Zellen vereinbar (Demeulemeester et al., 2016).

Übereinstimmend sind in vielen Studien die CNV-Profile zwischen unterschiedli-

chen Lokalisationen konserviert, wobei über Punktmutationen eine feinere Klon-

definition ermöglicht wird (Gao et al., 2016; Savas et al., 2016; Wang et al., 2014).

Eine solche Gegenüberstellung von Mutationen ist aufgrund der Paraffinfixierung

allerdings schwer möglich. Die in dieser Arbeit verwendete WGA-Methode der lin-

ker adapter-WGA basiert auf dem Prinzip, dass die DNA der Zelle durch die Re-

striktionsendonuklease MseI verdaut wird und für die Schnittstellen spezifische

Primer für eine PCR zur Amplifikation genutzt werden (Klein et al., 1999). For-

malin führt im Genom allerdings zu Doppelstrangbrüchen. Daher ist es möglich,

dass einzelne Fragmente nicht von MseI geschnitten werden und damit keine

Primer binden. Weiterhin hat die verwendete AmpliTaq Gold eine Fehlerrate von

1 x 10-4-2 x 10-5, sodass im Rahmen der Amplifikation regelmäßig Fehler gene-

riert werden. Eine Möglichkeit, diese Fehler zu korrigieren, ist das unabhängige

Sequenzieren der komplementären Stränge über orientierungsspezifische Primer

(Schmitt et al., 2012; Xing et al., 2021) oder das Separieren der Stränge mittels

einem mikrofluidischen Gerät (Chu et al., 2017). Eine etablierte Kombination mit

dem Ampli1 Kit zur Linker Adapter WGA existiert nicht. Da Ampli1 im Vergleich mit

anderen kommerziell erhältlichen Kits qualitativ überlegen ist, wurde es jedoch in

diesem Projekt verwendet (Biezuner et al., 2021).

Neben den zwischen mehreren Lokalisationen geteilten Abweichungen konnten

auch andere nicht geteilte Aberrationen nachgewiesen werden. Dies kann auf

mehrere Arten erklärt werden: Balancierte Profile sind entweder auf gesundes

Brustepithel oder aber Tumorklone mit balancierten CNV-Profilen zurückzufüh-

ren. Einerseits sind aberrante CNV-Profile in gesundem Brustgewebe von Gao et

al. in 5,9% gesunder einzelner Brustzellen beschrieben (Gao et al., 2016). Eine
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weitere Erklärung ist die bei Neoplasien weit verbreitete Intratumorheterogenität

(Black & McGranahan, 2021; McGranahan & Swanton, 2017). Ähnlich zu uns ha-

ben auch Baslan et al. bei Einzelzellgenomen aus Brustkrebszellen eine deutliche

Heterogenität auf CNV-Ebnene beobachtet (Baslan et al., 2020).

Einige Studien beschreiben CNV beim Brustkrebs als frühe Mutationen und auch

ein frühes Auftreten des letzten gemeinsamen Vorfahrens der Tumorzellen (Gao

et al., 2016; Nik-Zainal et al., 2012). Große Sequenzieranstrengungen der letzten

Zeit kommen allerdings zu dem Schluss, dass es chromosomale Instabilität beim

Brustkrebs auch über längere Zeiträume gibt (Gerstung et al., 2020). In der MSK-

MET Kohorte war TP53 Deletion und chromosomale Instabilität beim HR+/HER2-

Brustkrebs mit Metastasierung assoziiert (Nguyen et al., 2022).

Dass sich bei der Patientin geteilte CNV zwischen Primärtumor, DTZ und Lokal-

rezidiv finden, kann beispielsweise durch eine erneute Kolonisierung des Brust-

gewebes durch schon disseminierte Tumorzellen erklärt werden. So konnten Kim

et al. zeigen, dass unterschiedliche Tumorentitäten, darunter auch Mammakarzi-

nome, im Mausmodell aus ZTZs zurück in das Organ des Primärtumors streuen

und dabei besonders aggressive Klone selektioniert werden (Kim et al., 2009).

4.2 Charakterisierung von DCIS DTZ

4.2.1 Klinische Daten

Bei 627 Patientinnen mit DCIS wurden in 11%DTZs nachgewiesen. Die Detektion

war weder mit dem Tumordurchmesser, noch mit einem anderen klinikopathologi-

schen Parameter assoziiert. Die Lokalrezidivrate von 5% in dieser DCIS-Kohorte

entspricht der Lokalrezidivrate, die auch für frühen invasiven Brustkrebs festge-

stellt wurde (Hartkopf et al., 2015). Auch hier waren Fernmetastasen häufiger
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nach Lokalrezidiv zu beobachten und zwar unabhängig von der Invasivität des

Rezidivs. Gemeinsam mit der Feststellung, dass 2 Patientinnen Fernmetastasen

ohne Lokalrezidiv entwickelten, untermauert dies dieMöglichkeit, dass histopatho-

logische Invasivität nicht maßgeblich für die Fähigkeit zu metastasieren ist. Viel-

mehr könnte die Fähigkeit der früh gestreuten Zellen, einen Ruhezustand zu ver-

lassen, ausschlaggebend für die Entwicklung eines Rezidivs sein (Aguirre-Ghiso,

2007). Ähnlich argumentieren auch Narod und Sopik, die DCIS als disseminieren-

de Tumore einordnen (Narod & Sopik, 2018).

Die DTZ-Positivität lag mit 11% unter der Rate von 24%, die wir bei frühen inva-

siven Mammakarzinomen beobachten (Hartkopf et al., 2015), entspricht aber der

von Sänger et al. beobachteten Rate bei DCIS nach Färbung von CK 7, 8 und 18

mit dem A45-B/B3 Antikörper (Sänger et al., 2011). Dort konnte jedoch die Detek-

tionsrate durch zusätzliches Färben mit dem AE1/AE4 Antikörper gegen CK5, 7,

8 und 19 verdoppelt werden (Sänger et al., 2011).

In der Literatur wird das Konzept des disseminierenden DCIS häufig kritisiert. So

wurde als Antwort auf die SEER Studie von Narod et al., die beschreibt, dass Pa-

tientinnen nach DCIS-Diagnose ohne invasives Rezidiv an Fernmetastasen ster-

ben können, vielfach das Argument angeführt, dass es sich um eine übersehene

Invasion und damit einen Fehler der pathologischen Befundung handeln müsse

(Boyages et al., 2016; Narod et al., 2015). Allerdings gibt es Studien, die in Fällen

mit Tumornachweis im DCIS Wächterlymphknoten trotz extensiver histologischer

Aufarbeitung keine Invasion finden (Osako et al., 2013; Zetterlund et al., 2014).

Eine histopathologische Aufarbeitung war bei uns nicht umfassend möglich, da

nur repräsentative Schnitte für längere Zeiträume aufbewahrt werden. Während

bei uns 30% der Patientinnen mit frühen invasiven Mammakarzinomen eine Betei-

ligung des Wächterlymphknotens aufweisen, war dies allerdings bei keiner der 26

DCIS Patientinnen der Fall, der die Wächterlymphknoten entfernt wurden, genau-
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so wie bei den 7 Patientinnen, die Fernmetastasen entwickelten. Weiterhin liegt

die Positivitätsrate von Wächterlymphknoten mit 1% am unteren Ende des in der

Literatur beschriebenen Spektrums von 1-22% (Francis et al., 2015).

Eine andere Erklärung für Lymphknotenmetastasen und DTZ bei Patientinnen mit

DCIS ist eine iatrogene Dissemination im Rahmen von Biopsien, wobei die pro-

gnostische Signifikanz dieser Beobachtung unklar ist und der Nachweis mit zuneh-

mendem Abstand zwischen Biopsie und Exzision abnimmt (Liebens et al., 2009).

So beschreiben auch Uematsu und Kasami DCIS Fälle, bei denen durch eine Bi-

opsie Tumorzellen verschleppt werden (Uematsu & Kasami, 2008).

In der aktuellen Analyse zeigt sich in allen betrachteten Überlebensmaßen ein

nichtsignifikant häufigeres Auftreten von Rezidiven bei DTZ Nachweis. Dieser Un-

terschied ist biologisch nachvollziehbar, wenn man CK+ Zellen als Tumorzellen

betrachtet, die vom DCIS in die Ferne disseminiert sind. Da die dokumentierten

Rezidive über einen Zeitraum von > 10 Jahren auftraten, die mediane Nachverfol-

gung allerdings bei 4,1 Jahren lag, sind die errechneten Konfidenzintervalle breit

und der Unterschied somit statistisch nicht signifikant. Dies zeigt sich auch bei

den beobachteten Hazard ratios der Cox Überlebensmodelle. Um eine genaue-

re Schätzung zu ermöglichen, bedarf es einer größeren Patientenzahl mit langer

Nachverfolgung. In der European Organisation for Research and Treatment of

Cancer Randomized Phase III Trial 10853 Studie, in der der Effekt adjuvanter

Bestrahlung auf den Krankheitsverlauf von 1.010 DCIS Patientinnen untersucht

wurde, zeigten sich in der multivariaten Überlebensanalyse für Lokalrezidive Pati-

entenalter, Detektionsmethode, histologischer Subtyp, Architektur, Resektionssta-

tus und Bestrahlung als signifikante Prädiktoren (Bijker et al., 2006). Die Hazard

ratios lagen hierbei im Bereich von 1,5 - 2,4 (Bijker et al., 2006). Ein Einfluss in die-

ser Größenordnung ist bei dem in dieser Arbeit beobachteten Konfidenzintervall

von 0,73 - 4,56 für den Nachweis von DTZ durchaus möglich. Neben der poten-
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tiellen prognostischen Relevanz sind DTZ bei DCIS jedoch vor allem biologisch

interessant, da sie Zellen darstellen, an denen Tumorphylogenie und Dormanz

untersucht werden können.

4.2.2 Genomische Charakterisierung

Im folgenden Teil dieser Arbeit wurden DTZ von acht DCIS Patientinnen mit dem

Ziel isoliert, die maligne Natur dieser Zellen zu bestätigen und die Ähnlichkeit zu

den CNV der DCIS zu beschreiben. Aus den Zellen wurden Einzelzellgenome

amplifiziert und mit niedriger Auflösung sequenziert, um Copy Number Profile zu

erstellen. Aufgrund der hohen Zelldichte auf den Haftobjektträgern kam hierbei bei

6/8 Patientinnen eine Lasermikrodissektion der umgebenden Zellen zum Einsatz,

um die Isolation der einzelnen CK+-Zelle mittels Mikromanipulation zu ermögli-

chen. Bei den Patientinnen 1-7 konnten auf diese Weise DTZs mit aberranten

CNV-Profilen dokumentiert werden. Diese waren jedoch nicht eindeutig überein-

stimmend mit den Veränderungen der FFPE Blöcke.

Darüber hinaus fanden sich bei den Patientinnen 3, 4, 5 und 6, auch CNV in den

Profilen der Laserkontrollzellen und bei den Patientinnen 3, 4, 6, 7 und 8 auch

veränderte CK- Zellen mit CNVs. Bei Patientin 7 wurde eine DTZ ohne Lasermi-

krodissektion isoliert und wies CNV auf. Leider stand bei dieser Patientin kein

FFPE-Block zur Auswertung zur Verfügung, sodass unklar bleibt, ob die Verände-

rungen zwischen DCIS und DTZ geteilt sind.

Eine fehlende Übereinstimmung der Profile zwischen DTZs und Tumorblöcken

wurde auch von Demeulemeester et al. im Knochenmark von Brustkrebspatientin-

nen beschrieben. In jeder der sechs Patientinnen beschreiben sie CK+ aberrante

Zellen unklarer Herkunft, deren CNV eher mit den Abweichungen übereinstim-

men, die sie bei hämatopoetischen Neoplasien erwarten und deren Frequenz mit

dem Alter der Patientinnen zunimmt (Demeulemeester et al., 2016). Allerdings
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sind auch Fälle beschrieben, in denen die Metastasenklone nicht im Primarius

auffindbar waren (Savas et al., 2016).

Möglicherweise hat die Lasermikrodissektion dazu beigetragen, dass aus CK- Zel-

len aberrante Profile generiert wurden, indem beispielsweise durch Ungenauigkeit

des Lasers benachbarte Zellen unvollständig entfernt wurden und deren Genom

teilweise mit amplifiziert wurde. Eine alternative Erklärung, die auch die abwei-

chenden Profile bei CK- Zellen berücksichtigt, die ohne Lasermikrodissektion iso-

liert wurden ist, dass es sich hier um echte Abweichungen von hämatopoetischen

Zellen handelt.

Aufgrund der abweichenden Profile vieler Kontrollzellen ist die eindeutige Attributi-

on der CK+ Zellen als vomDCIS disseminierte Zellen in dieser Arbeit nicht möglich.

An einer technischen Optimierung des Protokolls zur besseren Einordnung der

Zellen wird in der Arbeitsgruppe von Christoph Klein in Regensburg schon gear-

beitet. Zunächst wird hierzu ein moderneres Mikroskop zur Lasermikrodissektion

verwendet, um bei dem in dieser Arbeit genutzten Gerät beobachtete Ungenauig-

keiten als Fehlerquelle auszuschließen. Weitere Möglichkeiten, die CK+ Zellen im

Knochenmark von DCIS Patientinnen störungsfreier zu charakterisieren, wären

eine Lagerung auf Haftobjektträgern mit geringerer Zelldichte oder im optimalen

Fall eine direkte Zellisolation und WGA am Tag der Operation. In der Umsetzung

sind diese Möglichkeiten aufgrund der Rarität der Patientinnen und Zellen, der

begrenzten Lagermöglichkeiten und des hohen Arbeitsaufwands jedoch unrealis-

tisch.

Sollte sich durch eine optimierte Methodik der maligne Ursprung disseminierter

Tumorzellen im Knochenmark von DCIS Patientinnen bestätigen, käme dies ei-

nem Paradigmenwechsel in der Einordnung von Brusttumoren gleich, da dies be-

deutete, dass Dissemination keiner histologischen Invasion bedarf. Ein Einfluss

auf Überlebensmaße wäre in diesem Fall nur logisch und sollte sich in größeren
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Patientenkollektiven feststellen lassen.



5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Einzelzellgenome aus verschiedenen Gewe-

bearten isoliert und amplifiziert. Auf diese Weise konnten bei einer Patientin mit

Primärtumor, Lokalrezidiv, kontralateralem Rezidiv, DTZs und ZTZs Copy Num-

ber Profile erstellt werden, welche die Persistenz von Veränderungen über die

Zeit darstellen. In einer neuerlichen Auswertung des Patientenkollektivs von DCIS-

Patientinnen, bei denen in Tübingen imRahmen der Brustoperation Knochenmark

aspiriert wurde, konnte auch mit erhöhter Patientenzahl und längerem Follow-

up kein statistisch signifikanter Einfluss des DTZ-Status auf Überlebensmaße

beschrieben werden. Die Aussagekraft der Modelle bleibt jedoch aufgrund der

breiten Konfidenzintervalle weiterhin eingeschränkt und ein relevanter Einfluss ist

im Rahmen dieser durchaus möglich. Es kann daher gemutmaßt werden, dass

ein solcher mit größeren Patientenkollektiven und längerer Nachverfolgung nach-

gewiesen werden könnte. Zur Bestätigung der malignen Herkunft CK+ Zellen im

Knochenmark der DCIS Patientinnen wurden solche Zellen bei acht Patientinnen

isoliert und sequenziert. Hierbei zeigten jedoch auch CK- Zellen aberrante Copy

Number Profile. Daher besteht entweder ein methodisches Problem, oder sind un-

terschiedliche Zellen im Knochenmark aberrant. Da kein DTZ-Profil mit dem Profil

des dazugehörigen DCIS übereinstimmt, konnte kein einwandfreier Nachweis der

malignen Herkunft dieser Zellen erbracht werden. Mit einer optimierten Methodik

könnte dieser Nachweis in Zukunft gelingen.
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