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1. Einleitung

Das Fortschreiten einer Krebserkrankung von einem lo-
kalisierten Tumor zur Entwicklung von Metastasen ist der

zentrale Schritt fîr die oft verheeren-
den Effekte dieser komplexen Er-
krankung.[1–4] Die Bildung von Meta-
stasen in Organen, die weit weg vom
Prim�rtumor liegen, wird wahrschein-
lich durch die Freisetzung zirkulieren-
der Tumorzellen (CTCs) in den Blut-
kreislauf ausgelçst (Abbildung 1).[5–8]

Wenn CTCs einen agressiven Ph�no-
typ besitzen und in ein Gewebe ein-
dringen kçnnen, bilden sich sekund�re

Tumore, die oft tçdlich sind. Es ist daher von zentraler Be-
deutung zu verstehen, wie Gegenwart und Eigenschaften von
CTCs die Tumorprogression beeinflussen.

Das Erfassen und Analysieren von CTCs ist wegen der
Seltenheit dieser Zellen im Blut eine anspruchsvolle Aufga-
be.[9, 10] Eine einzige CTC in einem Milliliter Blut kann kli-
nisch bedeutsam sein; im gleichen Blutvolumen finden sich
aber auch Milliarden von Erythrozyten und Millionen von
Leukozyten. Ein effektives Isolieren von CTCs erfordert also
eine hohe Spezifit�t und die Mçglichkeit, mit sehr kleinen
Zellzahlen umgehen zu kçnnen. Außerdem mîssen mehrere
Milliliter Blut aufgearbeitet werden, sodass der Durchsatz
hoch genug sein muss.

Die ersten Ans�tze, die fîr die CTC-Analyse entwickelt
wurden, basierten auf Immunzytologie,[11] Durchflusszyto-
metrie[12] und magnetischer Trennung.[13] Die letztgenannte
Technik in Kombination mit Immunfluoreszenz bildete die
Basis fîr das erste von der FDA zugelassene Verfahren fîr die

In den letzten zehn Jahren gab es wichtige Fortschritte bei der Er-
fassung seltener zirkulierender Tumorzellen (CTCs) aus dem Blut von
Krebspatienten als eine entscheidende Voraussetzung fîr die nicht-
invasive Tumorprofilierung. Diese Fortschritte haben zudem neue
Einblicke in die Materialchemie und die Mikrofluidik erbracht und
ermçglichten die Erfassung und Ausz�hlung von CTCs mit beispiel-
loser Empfindlichkeit. Allerdings wurde auch immer klarer, dass
einfaches Isolieren und Ausz�hlen von Tumorzellen, die in den
Kreislauf gelangt waren, nicht die bençtigten Informationen lieferte,
um unser Verst�ndnis der Biologie dieser seltenen Zellen zu vertiefen
oder um sie sich in der Therapie besser zunutze zu machen. Mithilfe
von Apparaturen und Materialien der n�chsten Generation mit maß-
geschneiderten physikalischen und chemischen Eigenschaften ist man
inzwischen in der Lage, mehr Informationen aus CTCs zu gewinnen.
In diesem Kurzaufsatz werden die Arbeiten der letzten zehn Jahre in
diesem Gebiet diskutiert, wobei insbesondere die bahnbrechenden
Studien der letzten fînf Jahre Berîcksichtigung finden, die den Blick
îber das einfache Isolieren von CTCs hinaus auf Ans�tze gerichtet
haben, die eine tiefergehende Analyse ermçglichen.
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CTC-Analyse, CellSearch. CellSearch wurde im Jahr 1999
entwickelt und ist ein immunmagnetisches Anreicherungs-
verfahren, das auf der Erkennung eines fîr Endothelzellen
spezifischen Markers beruht, des Epithelzellen-Adh�sions-
molekîls (EpCAM). CellSearch ist das klinisch am meisten
verwendete Verfahren und ist noch immer die einzige CTC-
Nachweistechnik mit FDA-Zulassung.

Der CellSearch-Ansatz beginnt mit der Markierung von
CTCs mit magnetischen Teilchen, die mit anti-EpCAM-An-
tikçrpern beschichtet sind. Damit werden die Zellen aus
Vollblut abgefangen und automatisiert abgebildet. CTCs
werden als Zellen definiert, die einen DAPI-gef�rbten Kern
haben und EpCAM und Zytokeratine koexprimieren, nicht
aber den generellen Leukozyten-Marker CD45.[6] Inzwischen
wurden zahlreiche klinische Studien îber die CTC-Anzahl
mit dem CellSearch-System durchgefîhrt,[14–20] die gezeigt
haben, dass die Beobachtung dieser Zellen wertvolle pro-
gnostische Informationen îber eine Untergruppe von
Krebsarten liefern kann.

CellSearch ermçglichte zwar bessere Untersuchungen der
klinischen Relevanz von CTCs, hat aber auch eine Reihe von
Unzul�nglichkeiten. In verschiedenen Untersuchungen wur-
de fîr diesen Ansatz ein inh�renter Mangel an Empfindlich-
keit gezeigt, der die Anwendbarkeit auf die Analyse von
Zellen mit hoher EpCAM-Expression beschr�nkt.[21,22] Eine
weitere Einschr�nkung besteht darin, dass die Zellen nach
dem Ausz�hlen nicht mehr verfîgbar sind.

In diesem Kurzaufsatz werden wir die Fortschritte be-
schreiben, die w�hrend der letzten zehn Jahre erzielt wurden,
um diese Einschr�nkungen zu îberwinden. In Tabelle 1 sind
eine Reihe von Durchbrîchen zusammengestellt, die disku-
tiert werden sollen. Bemerkenswerte Verbesserungen der
Empfindlichkeit, der Spezifit�t und der Flexibilit�t der CTC-
Gewinnung und der Analysensysteme wurden erreicht, so-
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Abbildung 1. Zirkulierende Tumorzellen (CTCs). A) Zirkulierende Tu-
morzellen werden vom Prim�rtumor freigesetzt und treten in den Blut-
kreislauf ein. Von dort aus dringen sie in weitere Gewebe ein und bil-
den Metastasen. Abdruck in ver�nderter Form nach Lit. [2]. B) Jíngst
entstandene Forschungsfelder, die neue Arten der CTC-Analyse ermçg-
lichen; diese Felder werden in dem vorliegenden Kurzaufsatz zusam-
mengefasst.
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dass CTCs mit bisher unerreichter Pr�zision vermessen wer-
den kçnnen. Eine wichtige neue Richtung in diesem Gebiet
ist die Entwicklung von Apparaturen und Materialien, die
îber die Anzahl der CTCs hinaus weitere Informationen
liefern. Neue Ans�tze zur Zellgewinnung, die mehrere
Erkennungssignale integrieren oder die vorgefertigte F�n-
geragentien îberflîssig machen, ermçglichen das Sammeln
von CTCs mit grçßerer Diversit�t. Integrierte Apparaturen,
die die Trennung heterogener CTCs vornehmen oder die eine
ph�notypische und molekulare Profilierung ermçglichen, er-
leichtern eine tiefergehende Charakterisierung dieser Zellen.
Fortschritte wurden auch bei der Entwicklung von Materia-
lien erzielt, die Kultivierung und Vermehrung von CTCs er-
leichtern; damit wurde ein wichtiger Beitrag zur Entwicklung
personalisierter Behandlungspl�ne geleistet. Diese Durch-
brîche werden die Untersuchung dieser seltenen Zellen und
ihre mçgliche Nutzung fîr das klinische Management von
Krebserkrankungen beeinflussen.

2. Die Entwicklung effektiver Apparaturen und Ma-
terialien zur CTC-Erfassung

Die verlockende Mçglichkeit, dass CTCs als flîssige
Biopsie dienen kçnnten, die die molekulare Signatur eines
Tumors enthîllt, hat intensive Anstrengungen ausgelçst, sehr
leistungsf�hige Methoden zur CTC-Gewinnung zu entwi-
ckeln. Um eine hçhere Empfindlichkeit als mit CellSearch zu
erreichen, wurde eine Reihe von Techniken erprobt, um die
Tumorzellen aus dem Blut zu isolieren. In umfassenden
Darstellungen der Arbeiten auf diesem Gebiet wurden ver-
schiedene Systeme beschrieben, die inzwischen fîr die Iso-
lierung von CTCs verfîgbar sind.[23–26] Um neue Ideen fîr die
Analyse von CTCs zu verdeutlichen, werden wir im n�chsten

Abschnitt kurz die verschiedenen hochauflçsenden Metho-
den beschreiben, die in den letzten zehn Jahren entwickelt
wurden.

2.1. Affinit�tsbasierte Isolierung von CTCs

Affinit�tsbasierte Methoden der n�chsten Generation
weisen signifikante Verbesserungen in Empfindlichkeit und
Spezifit�t bei Gewinnung und Analyse von CTCs auf. Anti-
kçrperbeschichtete Mikroapparaturen und Nanomaterialien
haben die Effizienzen des CTC-Einfangs aus Patientenpro-
ben erhçht und ermçglichen detaillierte molekulare Cha-
rakterisierungen von CTCs. W�hrend EpCAM die vorherr-
schende Struktur fîr den Zell-Einfang mit affinit�tsbasierten
Verfahren bleibt, sind Antikçrper als Einfangreagenzien
austauschbar, was die Anwendbarkeit solcher Systeme auf
nicht-epitheliale Tumoren oder CTCs mit niedriger EpCAM-
Expression ausweitet.

Eines der ersten vorgestellten mikrofluidischen affini-
t�tsbasierten CTC-Einfangsysteme veranschaulichte, welcher
Zuwachs an Leistungsf�higkeit durch die Skalierung auf den
Mikromaßstab erzielt werden kann.[27] Die Apparatur enth�lt
Mikros�ulen, die in ein Siliciumsubstrat ge�tzt und dann mit
anti-EpCAM funktionalisiert wurden. Die Mikros�ulen wur-
den so positioniert, dass sie maximalen Kontakt zu den Zellen
haben, die durch die Apparatur fließen (Abbildung 2A).
Nach Aufarbeitung des Blutes wurden die CTCs, die Cyto-
keratin-positiv und CD45-negativ waren, durch Immunf�r-
bung identifiziert. Gute Einfangeffizienzen wurden mit ver-
schiedenen Zelllinien erzielt, und in 115 von 116 untersuchten
Patientenproben wurden nachweisbare Mengen an CTCs
beobachtet. Mit diesem System konnte erstmals Vollblut di-
rekt aufgearbeitet werden, und man ging davon aus, dass das
Fehlen eines Vorbereitungsschritts ein Grund fîr die erhçhte
Nachweisempfindlichkeit fîr CTCs war. Die Begînstigung
der Wechselwirkungen zwischen CTCs und einer antikçr-
perbeschichteten Oberfl�che im mikrofluidischen Durchfluss
spielte wahrscheinlich eine weitere Rolle bei der Leistungs-
verbesserung.

Viele andere affinit�tsbasierte mikrofluidische Einfang-
systeme wurden nach diesem Durchbruch vorgestellt.[28,29]

Apparaturen mit mikrostrukturierten Oberfl�chen, die Tur-
bulenzen und zahlreiche Zusammenstçße zwischen CTCs und
immobilisierten Antikçrpern verursachen, wurden ebenso
entwickelt[30] wie integrierte Systeme mit elektrischen De-
tektoren, um CTCs zu z�hlen.[31] Außerdem gelingt mit mi-
krofluidischen Sortiersystemen, die CTCs anhand einer
Markierung mit fluoreszierenden Antikçrpern trennen kçn-
nen, indem sie sie in nanolitergroße Aliquots aufteilen, eine
Zellisolierung, ohne sie von einer Oberfl�che desorbieren zu
mîssen.[32]

Fortschritte bei der Entwicklung von Apparaturen, die die
Gewinnung von CTCs nach der Bindung ermçglichen, wur-
den ebenso verzeichnet. Insbesondere der st�bchenfçrmige
MagSweeper kann CTCs aus klinischen Proben sammeln;
damit bietet er eine Lçsung fîr die Isolierung von CTCs aus
Patienten fîr eine detaillierte Charakterisierung (Abbil-
dung 2B).[33-35]
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Tabelle 1: Zusammenfassung von Ans�tzen zur CTC-Gewinnung und -Analyse.

Verfahren Beschreibung Vorteile/Beschr�nkungen Lit.

CellSearch FDA-zugelassene immunmagnetische Anreicherung Nur zur Gewinnung von CTCs mit hoher EpCAM-Ex-
pression geeignet

[14–20]

MagSweeper Immunomagnetische Anreicherung Eines der ersten zerstçrungsfreien Verfahren zur CTC-
Gewinnung

[34]

Nanovelcro Die Nanovelcro-Oberfl�che mit hohem Oberfl�che-zu-
Volumen-Verh�ltnis ermçglicht das Einfangen einzel-
ner Tumorzellen

Die Stabilit�t des antikçrperfunktionalisierten Chips ist
kritisch

[92]

ISET[a] Markerfreier Filtrationsansatz Beschr�nkte Selektivit�t aufgrund der unvermeidlichen
Grçßeníberlappung zwischen CTCs und Leukozyten

[44,46]

Durchflussfraktionierung
plus Dielektrophorese

Trenntechnik auf Basis der (elektrischen) Gesamtka-
pazit�t der Zelle

Die Leitf�higkeit von Cytoplasma und Membran ver-
�ndert sich wahrscheinlich w�hrend der CTC-Gewin-
nung

[51]

CTC iChip Hydrodynamische Sortierung, inerte Fokussierung
und magnetophoretische CTC-Gewinnung

Option zur Abreicherung ermçglicht eine markerfreie
Isolierung von CTCs

[62]

Gelatine-Nanobeschich-
tung

Eine antikçrperfunktionalisierte Beschichtung ermçg-
licht eine thermische oder mechanosensitive Freiset-
zung der abgefangenen CTCs

Schonender Freisetzungsmechanismus [69]

Aptamer-modifizierte Si-
licium-Nanodr�hte

Aptamer-basierter Einfang von CTCs Schonende Freisetzungsbedingungen (Nukleasen oder
Antisense-DNA-Str�nge) ermçglichen die Gewinnung
lebensf�higer Zellen. Die Stabilit�t der Aptamere wird
im Blut beeintr�chtigt

[67]

EpCAM-funktionalisiertes
Graphenoxid

Einfangen und Kultivieren von CTCs auf einer Gra-
phenoxid-Oberfl�che

Die Zellen kçnnen direkt in der Apparatur kultiviert
werden

[72]

Sortierchip fír CTC-Sub-
populationen

Apparatur, die CTC-Subpopulationen mit unter-
schiedlichen Oberfl�chen-Expressionsprofilen in dis-
krete mikrofluidische Zonen sortiert

Ermçglicht die Profilierung der CTC-Heterogenit�t [83]

Cluster-Chip CTC-Cluster (2–30 Zellen) werden mit gegabelten
Fallen mit niedriger Scherbelastung gewonnen

Markerfreier Ansatz, der eine schonende Freisetzung
der Zellen ermçglicht

[88]

Integrierter Chip fír Ein-
fang und elektrochemi-
schen Nachweis

Integrierter Ablauf von CTC-Einfang, Lyse und mRNA-
Analyse etwa innerhalb einer Stunde

Die Integration von Zelleinfang und -analyse verringert
den Aufwand der Probenaufarbeitung und damit ver-
bundene Artefakte

[98]

mHall-Chip Der mHall-Nachweis ermçglicht die parallele Analyse
mehrerer Marker, die mit unterschiedlichen magneti-
schen Nanopartikeln beladen sind

Es werden Profile mehrerer Marker erstellt. Der Nach-
weis kann fír Zellen mit extrem schwachen Biomarkern
(z. B. Stammzellen) wegen der niedrigen magnetischen
Suszeptibilit�t ungeeignet sein

[99,100]

Nanoflares Fluoreszierende Nanopartikel-Sonden dringen in die
Zellen ein und binden an eine mRNA-Zielsequenz.
Danach wird ein Fluorophor freigesetzt.

Der erste genbasierte Ansatz zur Charakterisierung le-
bender Tumorzellen aus dem Blut. Die Analyse mit
Durchflusszytometrie kann grçßere Zellpopulationen
erfordern

[101]

Multiwell-Invasionschip
(MI-Chip)

Apparatur, die dreidimensionale Tumorzellmigration
auf eine chemotaktische Substanz hin misst

Man erh�lt eine ph�notypische Information. Wurde fír
Zelllinien demonstriert, noch nicht fír CTCs

[103]

In-vivo-CTC-Detektor EpCAM-funktionalisierter Seldinger-Fíhrungsdraht
wird intravençs zum CTC-Nachweis eingefíhrt

Die In-vivo-Analyse ermçglicht eine Echtzeitbeobach-
tung von CTCs. CTCs werden nicht besch�digt, wie dies
bei einer typischen Aufarbeitung von Blut vorkommen
kann

[108]

[a] ISET = Isolation by size of epithelial tumor cells.
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Auch Nanomaterialien kçnnen die Empfindlichkeit fîr
das Einfangen von CTCs weiter erhçhen. Ein NanoVelcro-
Chip auf Basis eines Feldes von Siliciumnadeln im Nano-
maßstab, die mit Antikçrpern gegen CTC-Oberfl�chenmar-
ker beschichtet sind, hat sich als optimale Umgebung erwie-
sen, um die Adh�sion von CTCs an das F�ngersubstrat zu
fçrdern (Abbildung 2C).[36–38] Andere Nanomaterialien wie
leitf�hige Polymer-Nanopunkte[39] und elektrogesponnene
TiO2-Nanofasern[40] wurden ebenfalls getestet und fîr das
Einfangen von CTCs optimiert; außerdem wurde die opti-
male nanoskalige Rauhigkeit fîr eine effiziente Zellbindung
bestimmt.

2.2. Trennung von CTCs nach der Grçße

Einer der ersten Ans�tze, der als Alternative zur immun-
magnetischen Gewinnung von CTCs aufkam, nutzte den
Grçßenunterschied, der zwischen Tumorzellen und den nor-
malen Blutzellen besteht. Einige Tumorzellen haben einen
grçßeren Durchmesser als normale Erythrozyten und Leu-
kozyten, woraus sich die Mçglichkeit ableitet, sie durch eine
hochpr�zise Filtration zu isolieren. Frîhe Arbeiten mit sieb-
�hnlichen Materialien wiesen darauf hin, dass Tumorzellen
aus dem Blut abgetrennt werden kçnnten.[41] Wenig sp�ter
wurden mikrostrukturierte Filter mit pr�ziser eingestellten
Eigenschaften hergestellt (Abbildung 2D,E).[42]

Polycarbonatmembranen, die mit einem Ionenstrahl ge-
�tzt werden kçnnen, um Bereiche mit gleichm�ßigen Poren-
grçßen herzustellen, boten ein ideales Ausgangsmaterial, um
die Leistungsf�higkeit der CTC-Gewinnung basierend auf der
Zellgrçße zu optimieren.[43–45] Eine als ISET (isolation by size

of epithelial tumor cells) bezeichnete Technik[44, 46] wurde auf
dieser Materialbasis entwickelt, und sie ermçglichte eine sehr
empfindliche Z�hlung von CTCs aus Patientenproben. Au-
ßerdem erwies sie sich als kompatibel mit einer genetischen
Analyse der CTCs entweder durch Polymerasekettenreaktion
(PCR) oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Der
Ansatz wurde dann allm�hlich auf eine grçßere Spanne von
CTC-Zellgrçßen ausgedehnt, indem Kîgelchen verwendet
wurden, die spezifisch an die Tumorzellen binden und deren
Durchmesser vergrçßern. Diese Variante h�ngt aber von der
Verfîgbarkeit von Zelloberfl�chenmarkern ab.[47] Nach dem
Einfangschritt wurden die Kîgelchen durch Licht abgetrennt,
um die Stçrungen bei der Bildanalyse der CTCs zu mini-
mieren.

Andere Isolierungsmethoden auf Basis von Grçßen-
unterschieden verfolgen eine mikrofluidische Trennung an-
stelle einer Filtration.[48, 49] Eine Plattform wurde beschrieben,
welche die CTCs durch Fokussierung und Einfangen in Mi-
krowirbeln gewinnt und damit gute Sensitivit�t und Spezifit�t
erzielt; die Reinheit der Zellpopulation liegt nahe bei 95%
bei moderater Einfangeffizienz. Die Durchsatzzeiten sind
kurz, die Aufarbeitung einer 7.5 mL-Probe dauert nur etwa
20 Minuten. Mit dieser Methode ist also eine schnelle Iso-
lierung sehr reiner CTC-Proben mçglich.

Nach Grçße auftrennende Systeme haben den einzigar-
tigen Vorteil, dass ohne Markierung lebensf�hige CTCs fîr
eine anschließende Analyse gewonnen werden kçnnen. Die-
ser Ansatz kann jedoch keine perfekte Trennung erzielen,
weil ein Teil der CTCs kleiner oder so groß ist wie Leuko-
zyten.[47] Die Gîte dieser Unterscheidung hat Einfluss auf die
Reinheit der angereicherten Zellpopulation.

Abbildung 2. Fortschrittliche CTC-Isolierungstechniken mit verbesserter Empfindlichkeit. A) Rasterelektronenmikroskopisches Bild einer einzelnen
Krebszelle eines nicht-kleinzelligen Brochialkarzinoms, die an einer antikçrperfunktionalisierten Mikros�ule gefangen wurde.[27] B) MagSweeper,
ein st�bchenfçrmiges Instrument, mit dem magnetisch markierte CTCs aus klinischen Proben gesammelt werden.[33] C) Antikçrperbeschichtete
Silicium-Nanostempel (SiNPs), die die Wechselwirkungen zwischen CTCs und einem Substrat begínstigen.[37] D,E) REM-Aufnahmen von Prostata-
krebszellen, die auf einem porçsen Parylen-Membranfilter zuríckgehalten wurden.[42] F) Mikrofluidikchip, der Mehrkanal-Durchflussfraktionierung
(MOFF) und Dielektrophorese (DEP) zum Einfangen zirkulierender Tumorzellen nutzt. Dieses System erlaubt die kontinuierliche Abtrennung von
CTCs von Leukozyten mit hohem Durchsatz durch Anlegen externer DEP-Kr�fte.[51] Abdruck in ver�nderter Form nach Lit. [27,33,37,42,51].
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2.3. Dielektrische Abtrennung von CTCs

Tumorzellen kçnnen auch durch Dielektrophorese (DEP)
aus dem Blut abgetrennt werden.[50,51] Dieser markerfreie
Ansatz nutzt die intrinsischen dielektrischen Unterschiede
zwischen den Zelltypen. Dielektrische Zellvermessung ergibt
die Gesamtkapazit�t und -leitf�higkeit der Plasmamembran
mithilfe alternierender Feldgradienten. Die Gesamtkapazit�t
kann ausgenutzt werden, um Tumorzellen von Leukozyten zu
trennen.

CTCs kçnnen durch dielektrophoretische Feldfluss-
Fraktionierung (depFFF) isoliert werden, bei der DEP-
Kr�fte mit einer Strçmung kombiniert werden, um eine Probe
unterschiedlicher Partikeltypen zu trennen. Nach dem Ein-
fangen kçnnen lebensf�hige Tumorzellen fîr die Kultivierung
oder molekularbiologische Analysen gewonnen werden. Mit
DepFFF lassen sich bis zu 90 % der Tumorzellen zurîckge-
winnen, die zuvor dem Blut zugegeben wurden.[50,51] Tumor-
zellen werden vom Blut abtrennt, wenn die angelegte DEP-
Frequenz bei 60 kHz liegt; die Zellen lassen sich dann durch
eine Verschiebung der Frequenz auf 15 kHz in Fraktionen
aufkonzentrieren.

Die Multikanal-Flussfraktionierung (MOFF) wurde mit
DEP kombiniert, um Brustkrebszellen aus dem Blut zu iso-
lieren. Eine hydrodynamische Sortierung in inerten Mikro-
fluidik-Chips wurde durch Multikanalstrukturen erzielt
(Abbildung 2F).[51] Die Kombination aus hydrodynamischer
Sortierung mit DEP ergibt extrem hohe Trennungseffizien-
zen.

Eine andere Anwendung der DEP induziert dielektro-
phoretische Kr�fte durch den Einsatz von Licht; sie wird zur
Isolierung von CTCs in einer mikrofluidischen Umgebung
mit laminarer Strçmung eingesetzt.[52] Die Tumorzellen wur-
den mit einer Reinheit von bis zu 82 % von Leukozyten ab-
getrennt.

Das Verfahren hat aber auch seine Grenzen, weil die
Leitf�higkeiten von Zytoplasma und Membran dazu neigen,
sich w�hrend der Trennoperation zu ver�ndern. Die Dauer
der Trennungsl�ufe kçnnen jedoch optimiert werden, um
diese Ver�nderungen zu minimieren und Zell-Zell-Wechsel-
wirkungen zu verringern.

3. Mehr als nur Erfassen und Z�hlen: Apparaturen
und Materialien der n�chsten Generation

Die Methoden, die im vorigen Abschnitt beschrieben
wurden, erçffneten die Mçglichkeit, CTCs mit verbesserter
Sensitivit�t und Effizienz zu isolieren und zu untersuchen; mit
ihnen wurde auch gezeigt, dass es eines Tages vielleicht
mçglich sein wird, eine Blutprobe als flîssige Biopsie zu be-
nutzen, aus der sich auf molekularer Ebene die Tumor-
eigenschaften ableiten lassen. In den letzten Jahren ist aber
auch deutlich geworden, dass neue technische Mçglichkeiten
und Entwicklungen nçtig sind, um aus dieser Vision Realit�t
werden lassen. Neue Untersuchungen haben ergeben, dass
ein einzelner Patient viele verschiedene Typen von CTCs in
seinem Blut haben kann und dass nur eine Untergruppe da-
von einen metastatischen Ph�notyp hat.[53–55] Außerdem ist

wegen der Heterogenit�t der CTCs ein Einfangen der Zellen
mit einer Auswahl an Markern notwendig, oder man nutzt
markerfreie Ans�tze, mit denen man zwischen ph�notypisch
unterschiedlichen Krebszellen unterscheiden kann. Die Ge-
winnung und Kultivierung der CTCs nach dem Isolierungs-
schritt ist entscheidend, da man sie dann auf Empfindlichkeit
gegenîber Therapeutika und auf das metastatische Potenzial
weiter analysieren kann.[56] Man versucht, Apparaturen zu
entwickeln, die CTCs nicht nur isolieren, sondern auch ihre
molekularen Eigenschaften in situ charakterisieren kçnnen,
um so mehr îber die Zellen zu erfahren. Darîber hinaus ist
auch die In-vivo-Analyse von CTCs ein wichtiges Ziel.

3.1. Markerfreie Isolierung von CTCs

Der „heilige Gral“ der CTC-Isolierung ist die Gewinnung
der Zellen ohne spezifische Marker. W�hrend neue Techno-
logien auf vielf�ltige Marker zugreifen[53, 57,58] und Multivalenz
fîr ein hochspezifisches Einfangen von Zellen forcieren,[58–60]

kçnnen nach markerfreier Isolierung CTCs mit noch uncha-
rakterisiertem Ph�notyp analysiert werden. Markerfreie Iso-
lierung vermeidet einen Selektionsdruck, der vom Einfangen
von Zellen basierend auf spezifischen Oberfl�chenmarkern
herrîhrt.

Ein aktueller Durchbruch bei der markerfreien Isolierung
von CTCs wurde durch eine Abreicherungsstrategie und ei-
nen inerten Konzentrierungschip, auch iChip genannt, er-
reicht.[61, 62] Eine erste hydrodynamische Sortierkammer
trennt Erythrozyten und Blutpl�ttchen basierend auf Grç-
ßenunterschieden von CTCs und Leukozyten ab (Abbil-
dung 3). Dann wird die Probe mit antikçrperbeschichteten

Magnetpartikeln inkubiert, die entweder an Leukozyten oder
an CTCs binden; diese Zellen werden dann in einer großen
Fraktion abgetrennt. Werden die Leukozyten mit Magnet-
partikeln abgefangen, kçnnen die CTCs ohne einen spezifi-
schen Marker fîr ihre Identifizierung isoliert werden. Dieser
Ansatz wurde zur Isolierung von CTCs von Patientinnen mit
einem dreifach negativen Brustkrebs benutzt, der eine Her-
ausforderung fîr den EpCAM-basierten Zelleinfang dar-
stellt, da die CTCs haupts�chlich mesenchymale Marker ex-
primieren. Daneben wurde das Prinzip des iChips auf andere
schwierige CTC-Typen ausgeweitet, darunter CTCs aus Me-

Abbildung 3. Der CTC-iChip enth�lt verschiedene Zonen, die durch
grçßenabh�ngige Ablenkung, inerte Fokussierung und Magnetopho-
rese Leukozyten von CTCs trennen.[62] Abdruck in ver�nderter Form
nach Lit. [62].
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lanomen und Pankreastumoren. Ein Nachteil dieser Methode
ist der relativ hohe Anteil an kontaminierenden Leukozyten
verglichen mit typischen Mengen bei positiven Selektions-
verfahren.

Markerfreie Ans�tze zur Gewinnung von CTCs sind
leistungsf�hige Werkzeuge, die die Untersuchung heteroge-
ner Populationen von Tumorzellen ermçglichen und die
vielleicht eine wichtige Rolle spielen, wenn bestimmt werden
soll, welche Zellen einen invasiven Ph�notyp haben. Ein
Hauptziel ist, die Stringenz der CTC-Reinigung mit einem
Werkzeug dieses Typs zu erhçhen, denn dies wird die Cha-
rakterisierung von diverseren CTCs ohne Stçrung durch ge-
sunde Blutzellen erleichtern.

3.2. Abfangen und Freisetzen von CTCs

Die ersten Methoden, die fîr die CTC-Analyse entwickelt
wurden, sollten die Identifizierung dieser Zellen durch Im-
munf�rbung erleichtern; der Einsatz destruktiver Charakte-
risierungsverfahren wurde jedoch schnell als Nachteil er-
kannt, der die nachfolgende Analyse von Genetik und Pro-
teomik dieser Zellen einschr�nkt. Die Freisetzung lebensf�-
higer Zellen ermçglicht weitere Analysen wie quantitative
PCR, Genomsequenzierung und Xenograft-Untersuchun-
gen,[54, 63, 64] die fîr das umfassende Verst�ndnis von Krebs-
metastasen von großer Bedeutung sind. Dies hat die Suche
nach sanften Bedingungen, unter denen man die empfindli-
chen CTCs von den F�ngersystemen ablçsen kann, beflîgelt.
W�hrend der letzten Jahre wurde eine Reihe von Systemen
entwickelt, die die effiziente Gewinnung von Tumorzellen
nach der Einfangreaktion erlauben. Die Ablçsung erfolgt
îber chemische[65] und enzymatische Mechanismen,[66, 67] îber
Selbstorganisation,[68] mechanosensitiv[69] oder thermisch[70,71]

(Abbildung 4). Dabei wurde ein hoher Grad an Lebensf�-
higkeit der Tumorzellen bei gleichzeitig geringer Kontami-
nation durch andere Zellen erreicht. Diese neue Mçglichkeit
wird unser Verst�ndnis der biologischen Eigenschaften von
CTCs und ihrer medizinischen Bedeutung verbessern.

Das Ablçsen lebensf�higer Tumorzellen nach einer anti-
kçrperbasierten Isolierung ist eine Herausforderung wegen
der hohen Affinit�t der Antikçrper zu den Oberfl�chen-
Antigenen. Der Verdau der Zelloberfl�chen-Antigene wurde
als eine Mçglichkeit verfolgt, um die Antikçrper/Antigen-
Komplexe aufzulçsen, doch war dieses Verfahrens sehr inef-
fizient.[31] Neuere Arbeiten an alternativen Methoden befas-
sen sich unter anderem mit labilen Metallionen-Brîcken
zwischen Nanopartikeln und Antikçrpern, die mit EDTA
gelçst werden kçnnen,[65] und Nanobeschichtungen auf Ge-
latine-Basis, die beim Erw�rmen auf îber 30 88C denaturiert
werden.[69] Der zweite Ansatz kann auch verwendet werden,
um einzelne CTCs mechanisch freizusetzen. Eine weitere auf
thermische Einflîsse reagierende Technik wird durch immo-
bilisierte Polymerbîrsten mçglich, die den anh�ngenden
Antikçrper bei niedrigen Temperaturen internalisieren,[70,71]

ein Effekt, mit dem man CTCs ablçsen kann, indem man ein
entsprechend modifiziertes Substrat abkîhlt. So lassen sich
CTCs aus Patientenproben isolieren und die tumorrelevanten
Mutationen durch Sequenzierung ermitteln.

Mit Aptameren anstelle von Antikçrpern als bindenden
Agenzien wird ein alternativer Ansatz mçglich, der ver-
schiedene Optionen fîr die Freisetzung lebender Zellen bie-
tet. Aptamere, die in großen DNA-Netzwerken[66] oder auf
Silicium-Nanodr�hten (SiNWs)[67] immobilisiert sind, werden
zum Einfangen von Zellen verwendet. Die Freisetzung der
Zellen gelingt durch Nukleasebehandlung. Mit aptamermo-
difizierten Nanodr�hten gelang eine Einfangrate von 95%
und eine Gewinnung von 94 % bei Lungenkrebszellen.[67]

Alternativ l�sst sich die Freisetzung der Zellen auch mit einer
Nukleins�uresequenz bewerkstelligen, die komplement�r zu
der des F�ngeraptamers ist.[68] Aptamerbasierte Verfahren
erlauben eine Zellfreisetzung unter schonenden Bedingun-
gen, die die Gewinnung lebensf�higer Zellen erleichtert.

Abbildung 4. Mechanismen der CTC-Freisetzung. A) Chemische Ablç-
sung von CTCs. Magnetische Kígelchen werden durch schichtweise
Ablagerung in Gegenwart von Ca2+ mit Alginat beschichtet, und Ep-
CAM-spezifische Antikçrper werden an der Alginatschicht durch Bio-
tin/Streptavidin-Bindung fixiert. Die Zugabe von EDTA (I) fíhrt zur
Herauslçsung der Ca2+-Ionen, wodurch die Wechselwirkung zwischen
den Zellen und den beschichteten Kígelchen aufgelçst und die Zellen
freigesetzt werden.[65] B) Enzymatische und selbstorganisationsbasierte
Ablçsung von CTCs. CTCs werden mit aptamerbeschichteten magneti-
schen Kígelchen eingefangen und dann entweder mit Nukleasen (II),
die die Aptamere spalten, oder mit einem zum Aptamer komplement�-
ren Strang (III), der die Zellen zur Dissoziation aus dem Zell/Aptamer-
Komplex zwingt, abgelçst.[66–68] C) Mechanosensitive und thermische
Ablçsung von CTCs. CTCs werden auf einer antikçrperfunktionalisier-
ten Gelatine-Oberfl�che gefangen. Die Freisetzung erfolgt entweder
mechanisch (IV) oder durch Denaturierung der Gelatine-Nanobe-
schichtung durch Anheben der Temperatur auf íber 30 88C (V).[69]
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Diese Methoden sind allerdings noch nicht in Vollblut ge-
testet worden, vor allem, weil dort die Aptamere durch na-
tîrlich vorkommende Nukleasen abgebaut werden.

3.3. Verfahren zur Kultivierung und Vermehrung von CTCs

Die Isolierung und Gewinnung von CTCs ermçglicht die
Anwendung von Einzelzell-Verfahren, mit denen wichtige
Informationen gewonnen werden kçnnen. Die spezifischen
Faktoren, aufgrund derer CTCs sekund�re Tumoren bilden,
sind aber noch nicht identifiziert, sodass Kultur-Testverfahren
fîr die weitere Charakterisierung unumg�nglich sind. Die
ph�notypische Analyse des metastatischen Potenzials oder
der Chemosensitivit�t erfordert, dass lebensf�hige Zellen am
Leben gehalten und kultiviert werden. Dazu bençtigt man
eine Umgebung, die Zellwachstum und -teilung begînstigt.
Mithilfe von Kulturen aus prim�ren CTCs konnte die Sensi-
tivit�t von Patienten gegenîber Therapeutika verfolgt wer-
den;[56] außerdem kçnnen Subpopulationen von CTCs[54,55]

besser auf ihr metastatisches Potenzial untersucht werden.
Eine Reihe von Apparaturen und Materialien sind fîr die

Kultivierung von CTCs vielversprechend. Eine aktuelle Un-
tersuchung einer Immunaffinit�ts-F�ngervorrichtung auf
Graphenoxidbasis[72] zeigte, dass Tumorzellen nach dem
Einfangen direkt auf der Oxidoberfl�che kultiviert werden
konnten. Auch mit magnetischen Nanopartikeln[73] lassen sich
lebende Zellen expandieren. Mikrofluidik-Chips mit einge-
betteten Mikrostrukturen fîr das immunologische Einfangen
von Zellen[74] oder mit Kompartimenten zum Fangen von
Zellen mit antikçrpermodifizierten magnetischen Nanopar-
tikeln[75] sind ebenfalls fîr die Kultivierung nach Zellisolie-
rung effizient nutzbar. Mit letztgenannter Anordnung wurden
auch CTCs im Mausmodell eines Brusttumors verfolgt. Dies
ist nur mit wenigen Apparaturen mçglich, weil von dieser Art
Tiermodell nur sehr kleine Proben erhalten werden kçnnen.

3.4. Identifizierung von CTC-Subpopulationen und Visualisierung
ihrer Heterogenit�t

Tumore sind intrinsisch heterogen und enthalten Zellen,
die aufgrund unterschiedlicher Einflîsse durch Mikroumge-
bung und Therapeutika divergente Ph�notypen besitzen.[76,77]

Zellen, die vom Tumor abgelçst werden und in den Blut-
kreislauf eintreten, werden weitere abweichende Eigen-
schaften entwickeln, wenn sie im Kreislauf bleiben; ver-
schiedene Untersuchungen haben heterogene Transkripti-
onshçhen und Expressionen von Oberfl�chenmarkern in
CTCs nachgewiesen.[34, 78] Der �bergang von Epithel zu
Mesenchym (epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) ist
eine Gruppe zellul�rer Ver�nderungen, die ablaufen, wenn
Tumorzellen sich von ihrem epithelialen Ursprung wegent-
wickeln und dabei die grçßere Plastizit�t erwerben, die fîr die
Metastase nçtig ist.[79] EMT ist daher eine Quelle der dyna-
mischen Heterogenit�t von CTCs. Die Identifizierung spezi-
fischer Subpopulationen von CTCs mit markantem metasta-
tischem Potenzial verdeutlicht außerdem, dass diese Zellen
nicht als ph�notypisch identisch mit den Zellen aus den je-

weiligen soliden Tumoren angesehen werden dîrfen (Abbil-
dung 5A).[80] Die morphologische Heterogenit�t kann auch
Hinweis auf das metastatische Potenzial sein, das auf Ver�n-
derungen in prometastatischen Signalwegen der Zelle beruht.
Kîrzlich wurde gezeigt, dass die Anzahl von CTCs mit sehr
kleinen Zellkernen bei Prostatakrebspatienten mit viszeralen
Metastasen erhçht ist.[81]

Quellen dynamischer und statischer Heterogenit�t stellen
eine Herausforderung fîr die Gewinnung und Charakteri-
sierung von CTCs dar. Mit Mikroapparaturen zur Trennung

Abbildung 5. In den CTCs eines Patienten kçnnen ph�notypisch unter-
scheidbare Subpopulationen vorkommen. A) Spezifische humane
Brustkrebs-CTCs kçnnen in M�usen Metastasen hervorrufen. Aus Pati-
enten kçnnen EpCAM+- und EpCAM¢-CTCs isoliert werden, wobei die-
se Zellen unterschiedlich ausgepr�gtes metastatisches Potenzial besit-
zen.[86] B–D) Mikrofluidischer Ansatz zur Isolierung von Subpopulatio-
nen von CTCs. B) CTCs aus Vollblut werden mit magnetischen Nano-
partikeln, die mit anti-EpCam-Antikçrpern beschichtet sind, markiert.
Sie werden dann in einem Mikrofluidikchip gefangen, der X-fçrmige
Mikrohindernisse enth�lt, die lokale Regionen mit niedrigem Durch-
fluss erzeugen.[83] C) Der Chip sortiert die Zellen in vier Zonen entspre-
chend der Expressionshçhe von EpCAM auf der Oberfl�che. Zellen mit
hoher EpCAM-Expression werden in Zone 1 gefangen, w�hrend Zellen
mit niedriger EpCAM-Expression in Zone 4 gelangen.[83] D) Einsatz des
Chips zur Isolierung von Subpopulationen. Die CTC-Subpopulationen
konnten mit diesem Ansatz bei menschlichen Patienten und bei tu-
mortragenden Tieren sichtbar gemacht werden.[84] Abdruck in ver�n-
derter Form nach Lit. [83,84,86].
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von Zell-Zell-Wechselwirkungen wurden kultivierte Zellen
bei ihrem Eintritt in verschiedene EMT-Phasen untersucht;[82]

Zellen unterschiedlicher Phasen zeigten unterschiedliche
Empfindlichkeiten gegenîber Chemotherapeutika. Dieser
Ansatz wurde jedoch noch nicht an Patienten-CTCs erprobt.
Mit fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS) wurden
CTC-Subpopulationen aus Patientenproben aufgetrennt.[54,55]

Dies gelingt jedoch nicht mit allen Subpopulationen und er-
fordert große Blutproben, die in klinischen Routineuntersu-
chungen oder durch CTC-Kulturen nur schwer zu erhalten
sind. Daneben wurden Mikrofluidik-Chips eingesetzt, um
eine große Fraktion von CTCs zu erhalten, die dann auf
Einzelzellbasis charakterisiert werden konnten.[53] Keine
dieser Methoden l�sst sich jedoch fîr Hochdurchsatz-Unter-
suchungen von CTC-Heterogenit�ten in Patienten einsetzen.

Ein aktueller Fortschritt bei der Trennung von CTC-
Subpopulationen wurde mit einem Mikrofluidik-Chip erzielt,
der verschiedene Zonen besitzt, in denen selektiv Zellen mit
unterschiedlicher Expressionshçhe eines Oberfl�chenanti-
gens eingefangen werden (Abbildung 5B,C).[83–85] CTCs, die
mit magnetischen und mit anti-EpCAM-Antikçrpern be-
schichteten Nanopartikeln markiert sind, kçnnen entspre-
chend der Menge an einem Oberfl�chenantigen sortiert
werden, von dem bekannt ist, dass es w�hrend der EMT ab-
nimmt. Das Einfangen der Zellen mit Nanopartikeln funk-
tioniert wegen der großen Zahl von Bindungsereignissen, die
an der Oberfl�che mçglich sind, gut; im konkreten Fall stellt
allerdings die geringe magnetische Suszeptibilit�t der Partikel
eine Hîrde dar. Daher wurden in den Chips X-fçrmige Mi-
krostrukturen erzeugt, durch die Regionen niedrigen Flusses
entstehen (Abbildung 5 B). Die verschiedenen Zonen inner-
halb des Chips haben abnehmende lineare Flussgeschwin-
digkeiten, anhand derer CTCs mit hoher EpCAM-Expression
von solchen mit niedriger EpCAM-Expression abgetrennt
werden kçnnen (Abbildung 5C). Mit diesem Ansatz lassen
sich niedrige Zahlen von Tumorzellen mit ausgezeichneter
Sensitivit�t aus dem Blut gewinnen; außerdem wurde der
Nachweis gefîhrt, dass Krebszellen mit wechselnder Ex-
pressionshçhe von EpCAM effizient getrennt werden.[83] Die
Analyse von Proben von Prostatakrebspatienten ergab, dass
diese Anordnung verwendet werden kann, um die Hetero-
genit�t in CTCs effektiv zu profilieren, indem man mehrere
unterschiedliche Marker nutzt, und dass der Grad der EMT in
CTCs von Patienten damit aufgekl�rt werden kann. Mit die-
sem Chip kann man auch CTCs in Tiermodellen von Krebs
verfolgen und so eine Mçglichkeit erçffnen, um die Dynamik
der EMT besser zu verstehen (Abbildung 5D).[84, 86]

Als Alternative zu Ereignissen, die durch einzelne Zellen
hervorgerufen werden, kçnnen CTCs auch in Form von
Zellhaufen, die aus dem Tumor wegbrechen und als Cluster
wandern, zu Metastasen fîhren. Bei Zellclustern vermutet
man, dass sie Metastasen initiieren, wenn sie in Kapillaren
steckenbleiben.[87] Technologien wie der Cluster-Chip[88] und
Gelatine-Nanocoating-Substrate[69] fangen bei 30 % der
Brustkrebspatientinnen CTC-Cluster ein. Diese sind hetero-
gen und enthalten aktiv proliferierende und ruhende Zellen.
Es werden weitere Arbeiten nçtig sein, um die klinische Si-
gnifikanz dieser Ans�tze und die Rolle der CTC-Heteroge-
nit�t bei der Tumorprogression aufzukl�ren.

3.5. Integrierte molekulare Analyse von CTCs

Die Profilierung molekularer CTC-Biomarker ist ein
kritischer Schritt, um den klinischen Einsatz der CTC-Ana-
lyse voranzutreiben. Dabei w�re es sicher ideal, das CTC-
„Invasom“ – also die Gesamtheit aller Biomarker, aus denen
man mçgliche invasive Eigenschaften, die zu Metastasen
fîhren kçnnen, ablesen kann – zu charakterisieren.[89] Eine
Reihe von Untersuchungen befassten sich mit der Sequen-
zierung von Patienten-CTCs und ergaben, dass charakteris-
tische Mutationen, die im Prim�rtumor vorlagen, auch in den
zirkulierenden Zellen nachgewiesen werden konnten.[64,90–92]

Der Inhalt des CTC-Invasoms bleibt jedoch unbekannt. CTCs
sind inh�rent zerbrechliche Zellen, was ihre Analyse er-
schwert, weil es schwierig ist zu beurteilen, ob Zellen Ver-
�nderungen in ihrem molekularen Profil durchlaufen, wenn
sie zwischen den F�ngervorrichtungen und den Analysege-
r�ten transferiert werden. Um kleine Unterschiede zwischen
invasiven und gutartigeren CTCs aufzudecken, muss man die
Umgebungsbedingungen streng kontrollieren. Es ist daher
attraktiv, in die Apparatur Funktionen zu integrieren, die eine
Charakterisierung der CTCs ohne umfangreiche Manipula-
tion der isolierten Zellen ermçglichen.

Elektrochemische Sensoren sind fîr solche integrierten
Apparaturen interessant, weil sie sich einfach in Mikroflui-
dik-Chips einbauen lassen und weil sie fîr Multiplexanalysen
individuell funktionalisiert und adressiert werden kçnnen.
Impedanzsensoren wurden fîr die CTC-Identifizierung be-
nutzt,[31, 93] und Voltammetriesensoren sind spezifisch zur
Identifizierung von Krebszellen geeignet.[94–97] Jîngst wurde
gezeigt, wie die Aufarbeitung von Vollblut, die Gewinnung
von CTCs, die Zelllyse und die Analyse der mRNA-Expres-
sion mit einem Chip-basierten elektrochemischen Detektor
ablaufen kann (Abbildung 6A).[98] Der gesamte Prozess
wurde auf einem einzigen integrierten Chip durchgefîhrt und
war innerhalb von 30 Minuten abgeschlossen. Diese kurze
Verweildauer ist von großem Vorteil, weil sie hilft, die Ei-
genschaften der CTCs zu erhalten und Stçrungen durch die
Probenbehandlung in engen Grenzen h�lt.

Chip-basierte Mikro-Hall-Detektoren (mHD) kçnnen
ebenfalls eingesetzt werden, um CTCs von Patientenproben
direkt zu profilieren.[99,100] Antikçrper-beladene magnetische
Nanopartikel werden mit dem CTC-haltigen Vollblut inku-
biert und in einem Mikrofluidikchip, der den mHall-Detektor
enth�lt, weiterbehandelt (Abbildung 6B). Die Zellen werden
einem magnetischen Feld ausgesetzt und nehmen ein ma-
gnetisches Moment an, das proportional zur Zahl der Nano-
partikel auf der Zelloberfl�che ist. Unterschiedliche Marker
kçnnen mit unterschiedlichen Nanopartikeln, die verschie-
dene Magnetisierungseigenschaften besitzen, gleichzeitig
analysiert werden. Dieser Ansatz hat sich als wirkungsvolles
Verfahren erwiesen, um CTCs in klinischen Proben mit we-
sentlich hçherer Sensitivit�t als mit CellSearch zu identifi-
zieren; er wurde verwendet, um CTCs in einem Maus-
Xenograftmodell zu verfolgen.

Eine neue Klasse von Nanopartikel-basierten Sonden
verfolgt eine alternative Strategie, um Biomarker in intakten
CTCs zu analysieren.[101] NanoFlares werden hergestellt, in-
dem man Goldnanopartikel mit Thiol-derivatisierten Oligo-
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nukleotiden funktionalisierte, die zu einer zu untersuchenden
mRNA-Sequenz komplement�r sind. Ein synthetisches
Komplement mit einem angeh�ngten Fluorophor wird mit
der immobilisierten Sequenz hybridisiert. Die Emission die-
ser Sequenz wird durch die N�he der Goldoberfl�che unter-
drîckt (Abbildung 6C). Die NanoFlares dringen leicht in die
Zellen ein, und wenn die Ziel-mRNA vorhanden ist, wird das
fluoreszierende Oligonukleotid freigesetzt und erzeugt ein
Signal, mit dem die Zellen als Funktion der mRNA-Expres-
sion aufgespîrt werden kçnnen. Der Ansatz wurde bei einer
CTC-Analyse mit NanoFlares angewendet, die spezifisch
waren fîr die mesenchymalen Marker Twist, Vimentin und
Fibronectin und den epithelialen Marker E-Cadherin. Bei der

Analyse eines metastasierenden Brustkrebses einer Patientin
wurde eine spezifische Subpopulation von Zellen durch
Durchflusszytometrie visualisiert. Dieser Ansatz zeigt einen
erheblichen Fortschritt, denn er erfordert keine F�nger-
schritte fîr die CTC-Analyse und hat das Potenzial, CTCs mit
einem spezifischen molekularen Ph�notyp zu identifizieren.

3.6. In-situ-Ph�notypanalyse von CTCs

W�hrend die Entwicklung integrierter Chips die Unter-
suchung bekannter CTC-Biomarker erleichtert, bleibt die
ganze Gruppe der Metastasen-initiierenden Faktoren un-
charakterisiert. Daher sind Methoden, die zellul�re Ph�no-
typen registrieren, wertvolle Informationsquellen, und sie
entwickeln sich parallel zu den Biomarkertests weiter. Mo-
bilit�t ist ein entscheidender Aspekt zellul�ren Verhaltens,
von dem man glaubt, dass er zur Aggressivit�t von Tumor-
zellen beitr�gt. Dieses Verhalten scheint von Zelldichte und
lokaler Umgebung abzuh�ngen, was die Einzelzell-Ans�tze
besonders vorteilhaft macht.

Neuerliche Fortschritte in diesem Gebiet umfassen die
Entwicklung von Mikrofluidikchips, mit denen man die Mi-
gration eines spezifischen mesenchymalen Ph�notyps von
Zellen mit Einzelzell-Auflçsung messen kann.[102] Mit einem
Feld von îber 3000 miniaturisierten Kammern kçnnen Mi-
grationsmuster und Geschwindigkeiten von Einzelzellen
verfolgt werden (Abbildung 7 A). Kultivierte Zellen, die be-
handelt waren, um EMT zu induzieren, hatten einen aggres-
siveren Migrationsph�notyp, und Zellen mit signifikanter
Wirkstoffresistenz wiesen die hçchsten Geschwindigkeiten
auf. Eine 3D-Version des Mikrofluidikchips ermçglicht auch,
dieses Verhalten als Funktion der Zelldichte zu untersuchen
(Abbildung 7B).[103] Ans�tze, die Mikromaschinen an
Krebszellen andocken, kçnnten auch andere Wege aufzeigen,
um die Zellmigration zu analysieren.[104,105] Diese Arten von
Ph�notypanalysen sind noch nicht auf Patienten-CTCs an-
gewendet worden, vor allem wegen der Schwierigkeiten, die
Lebensf�higkeit der Zellen zu erhalten. Die kontinuierlichen
Fortschritte bei diesen Methoden zusammen mit der mole-
kularen Profilierung sollten aber helfen, die Faktoren aufzu-
kl�ren, die die Invasivit�t von CTCs verst�rken.

3.7. In-vivo-CTC-Analyse

W�hrend die Ex-vivo-Analyse von CTCs umfangreiche
Informationen îber die Menge dieser Zellen in verschiede-
nen Patienten und die molekularen Profile blutst�mmiger
Tumorzellen lieferte, wîrde die Mçglichkeit, CTCs in vivo zu
beobachten, einen direkten Zugang zu den Messwerten in
Echtzeit erçffnen.

Diese Art von Messung stellt eine gewaltige Herausfor-
derung dar, denn große Mengen anderer Zellen im Hinter-
grund und die Dynamik blutst�mmiger Zellen verkompli-
zieren die Analyse. Dennoch haben verschiedene Ans�tze
vielversprechende Fortschritte zu einem In-vivo-CTC-Moni-
toring erbracht.

Abbildung 6. Systeme fír eine integrierte molekulare Analyse von
CTCs. A) An magnetische Nanopartikel gebundene CTCs werden im
Mikrofluidikchip eingefangen, dort lysiert und mit nanostrukturierten
Mikroelektroden auf mRNA-Expression analysiert.[98] B) Der mHall-Chip
kann CTCs nachweisen, die mit verschiedenen Arten magnetischer Na-
nopartikel markiert sind, von denen jedes auf einen anderen Biomar-
ker anspricht. Die magnetischen Momente der Zellen werden dann in
mikrostrukturierten Hall-Sensoren in einem r�umlich ver�nderlichen
Feld (b1, b2, b3) gemessen.[99] C) NanoFlares bestehen aus einem Mo-
nolayer aus Antisense-DNA (Erkennungssequenz), der an die Oberfl�-
che eines sph�rischen Goldnanopartikels adsorbiert ist. Eine fluores-
zierende Reportersequenz (sie enth�lt den Fluorophor Cy5) wird an die
Erkennungssequenz hybridisiert. Bindet die Ziel-mRNA an die komple-
ment�re F�ngersequenz, wird die Reportersequenz verdr�ngt und er-
zeugt ein Fluoreszenzsignal.[101] Abdruck in ver�nderter Form nach
Lit. [98,99,101].
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Eine Lçsungsmçglichkeit fîr dieses Problem besteht in
der Injektion fluoreszierender Liganden, die spezifisch
Krebszellen binden, und in der Verwendung von Techniken
wie der Durchflusszytometrie, um die Zellen in Blutgef�ßen
zu registrieren (Abbildung 8A).[106] Mit dieser Methode
wurden CTCs in Echtzeit in einem Mausmodell fîr metasta-
sierenden Krebs verfolgt. Interessanterweise konnten CTCs
Wochen, bevor die Metastasen beobachtet wurden, nachge-
wiesen werden; dies weist auf die hohe Empfindlichkeit die-
ses Ansatzes hin. Die Haupteinschr�nkung dieser Methode
ist, dass kein signifikantes Eindringen in das Gewebe erreicht
werden kann, und es ist nicht klar, ob die erzeugten Signale
ausreichend fîr die Anwendung am Menschen sind.

Eine photoakustische Methode mit viel tieferer Gewe-
bepenetration (ca. 3 cm) wurde ebenso fîr die CTC-Analyse
in vivo angewendet.[107] Dabei wurde versucht, CTCs in
Blutgef�ßen mit magnetischen Nanopartikeln zu konzen-
trieren; die Spezifit�t der CTC-Identifikation sollte durch
einen Zwei-Farb-Ansatz erhçht werden (Abbildung 8B). Die
Mçglichkeit, die CTCs in vivo magnetisch zu konzentrieren,
wurde in doppelter Absicht vorgeschlagen, denn nach der
Quantifizierung kçnnte das lokale Einfangen von Zellen fîr
eine nicht-invasive Laserablation verst�rkt werden.

Eine neue Methode zum Einfangen von CTCs in vivo
nutzt einen EpCAM-funktionalisierten Seldinger-Fîhrungs-
draht aus rostfreiem Stahl (FSMW, functionalized stainless
steel medical wire), der eine halbe Stunde lang in die Vene
eines Patienten geschoben wird (Abbildung 8C,D).[108] Mit
dem Draht wurden CTCs von 24 Brust- oder Lungenkarzi-

nompatienten gefangen und im Anschluss durch Immun-
fluoreszenz analysiert.

Interessanterweise hat auch die Google X Life Sciences-
Gruppe die Herausforderung der In-vivo-CTC-Analyse an-
genommen.[109] W�hrend nur wenige Details îber die Versu-
che bekannt sind, wurde ein Interesse an Nanopartikeln, die
die Entwicklung eines „Frîhwarnsystems“ gegen Krebs er-
mçglichen wîrden, verçffentlicht.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Analyse von Tumorzellen, die in den Kreislauf ein-
treten, kann letztendlich die nicht-invasive Charakterisierung
und Profilierung der Tumoren in Echtzeit ermçglichen,
w�hrend die Behandlung l�uft oder ein Rîckfall diagnosti-
ziert wird. Die Seltenheit und heterogene Biologie dieser
Zellen stellen hohe Hîrden fîr die Isolierung, Identifizierung
und Charakterisierung dar. In den 1990er und 2000er Jahren
tauchten die ersten Ans�tze auf, die eine empfindliche Aus-
z�hlung von CTCs in Patientenproben erlaubten. Trotz zahl-
reicher Untersuchungen, die das CTC-Vorkommen als
Funktion der Tumorprogression analysierten, fanden diese
Zellen nicht ihren Weg in die klinische Schulmedizin als be-
deutsame Biomarker, die allgemein mit der Krankheit in
Verbindung gebracht werden konnten.

Die neuen Apparaturen und Materialien, die in letzter
Zeit eingefîhrt wurden, sind wertvolle Hilfsmittel, mit denen
mehr Information aus diesen Zellen verfîgbar gemacht wer-

Abbildung 7. In-situ-Ph�notypanalyse von CTCs. A) Der M-Chip wird verwendet, um die Migration von mesenchymartigen Zellen zu bestimmen.
Dazu werden die Zellen auf die Basismembran an einem Ende des Chips ausplattiert. Sie wandern entlang von Mikrokan�len auf ein chemotakti-
sches Reagens (blau) zu. Die Migrationsstrecke ist abh�ngig von der Zahl der Zellen pro Kammer (Zelldichte).[102] B) Im MI-Chip l�uft ein 3D-
Zellmigrationstest ab. Die Zellen werden auf ein Kollagengel im Inneren der Miniaturkammern platziert. N�hrstoffe werden auf die Kollagen-
schicht aufgebracht. Die Zellen bewegen sich auf die N�hrstoffe (z. B. fetales K�lberserum) zu und werden mithilfe von grín fluoreszierendem
Protein (GFP) verfolgt.[103] Abdruck in ver�nderter Form nach Lit. [102,103].
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den kann, sodass ihr Ph�notyp und die klinische Relevanz
besser eingesch�tzt werden kçnnen. Neue Systeme zur Ge-
winnung und genomischen Charakterisierung von Zellen
haben die Vorstellung gest�rkt, dass CTCs die flîssige Biop-
sie eines Tumors darstellen. Integrierte Mikrofluidikchips und
neue Nanomaterialien lassen eine Analyse von CTCs in situ
zu, womit sichergestellt werden soll, dass die gewonnenen
genomischen und proteomischen Informationen tats�chlich
die wahren Charakteristika der Zellen widerspiegeln und
keine Artefakte sind, die durch die Probenbehandlung ent-
standen sind. Die Entwicklung neuer analytischer Verfahren,
die ein Verfolgen von CTCs in vivo ermçglichen, ist ein
wichtiges Ziel, das eine Analyse unter physiologisch rele-
vanten Bedingungen erlauben wîrde. Kontinuierliche Fort-
schritte in all diesen Bereichen sollten unser Verst�ndnis der
Mechanismen der Tumormetastasierung vertiefen, das fîr die
Bek�mpfung dieser Erkrankung von so grundlegender Be-
deutung ist.
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