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modifiziert nach: Polasik et al., Geburtshilfe Frauenheilkd. 2017 Dec;77(12):1291-1298.

CTCs und ctDNA und ihre potenzielle 
Verwendung

Expressionsanalysen

Mutationsanalysen



CTC- Isolierung und CTC Banking
- Wie geht das?-



CTC- Isolierung und CTC Banking



CTC-Isolierung, -Banking und 
molekulargenetische Charakterisierung

Micromanipulation

95%

Recovery rate CTCs

WGA

CL CTC

Schneck H,.., Neubauer H. Mol Oncol. 2013

• Mutationsanalyse (z. B. PIK3CA, ESR-1)

• single cell genome profiling

CTC Banking

Single CTCs
Pooled CTCs
20 - 50 -100

CTC Einzelzellisolation und Banking



Etablierung einer CTC-Probenbank  zur 
Ermöglichung translationaler Projekte

Asperger H et al. DKTK-Meeting 2018 

Aktuell Probendaten 

von ca. 2700 Proben 

gespeichert



Translationale Studien

Update zu den CTC-Studien



DETECT III

Multizentrische, prospektiv randomisierte Phase III Studie zum Vergleich einer 

antineoplastischen Therapie allein versus einer antineoplastischen Therapie plus Lapatinib

bei Patientinnen mit initial HER2-negativem metastasiertem Brustkrebs und HER2-

positiven zirkulierenden Tumorzellen

Primärer Endpunkt: CTC-Clearence



De Gregorio et al., JCO Precision Oncology 2017 DOI: 10.1200/PO.17.00023Poster presentation at 38th Annual SABCS, 2015, available at https://www.sabcs.org/ 

→ Diskordanz des HER2 
Status in 18,8% der 
Patientinnen

→ Assoziation zum HR-Status 
und zur Histologie des 
Primärtumors

→ Der klinische Nutzen einer 
HER2 gerichteten Therapie 
steht noch aus

Diskordanz zwischen Primärtumor und CTCs 
bezüglich HER2 -Status



Trafo-Kongress 2018



CTC-Analyse am Beispiel einer Index Patientin mit 
metastasiertem Mammakarzinom – eine Falldarstellung

AI + Denosumab Epirubicin 
Weekly

Palbociclib / 
Fulvestrant Paclitaxel 

weekly

Everolimus / 
Tamoxifen

Unpublished data

→ Index Patientinnen ermöglichen es, die ganze Breite an zur Verfügung
stehender Methoden anzuwenden um den speziellen Fall detailliert
analysieren zu können. Dies kann dazu beitragen, den klinischen Nutzen
von CTCs zu ergründen.



→ Index Patientinnen ermöglichen es, die ganze Breite an zur Verfügung
stehender Methoden anzuwenden um den speziellen Fall detailliert
analysieren zu können. Dies kann dazu beitragen, den klinischen Nutzen
von CTCs zu ergründen.

Unpublished data

CTC-Analyse am Beispiel einer Index Patientin mit metastasiertem 
Mammakarzinom – weitergehende Charakterisierung der CTCs

Nachweis von 
Apoptose

Bestimmung des 
HER2-Status



DETECT IV

Für Patientinnen mit HER2 – negativem metastasiertem Mammakarzinom und   HER2 

– negativen zirkulierenden Tumorzellen

DETECT IVa: Patientinnen mit hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom

erhalten Everolimus bzw. Ribociclib plus eine endokrine Therapie

DETECT IVb: Patientinnen mit triple-negativem oder mit hormonrezeptor-

positivem Mammakarzinom und Indikation zur Chemotherapie werden mit Eribulin 

behandelt

Rationale: Analyse des prädiktiven Werts von CTCs für verschiedene 

Therapieinterventionen mit dem Ziel einer weiter personalisierten 

Tumortherapie
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Mechanismen endokrinen Resistenz



PI3K: Vier unterschiedliche Klasse-1-Isoformen

Andre F, Global Breast Cancer Summit, 2015

• Die alpha Isoform ist die dominante PI3K im Mammakarzinom.

• PIK3CA-Mutationen sind in 25-40% aller Mammakarzinome nachweisbar;
– insbesondere HR+ und/ oder Her2+.



SOLAR-1: randomisierte Phase-III-Studie

André F et al., ESMO, 2018



Primärer Endpunkt: lokales Assessment von PFS in der 
PIK3CA-mutierten Kohorte

André F et al., ESMO, 2018

Verlängerung des Progressionsfreien Intervalls bei PIKCA-Mutation 
von 5,7 auf 11 Monate (HR 0,65) 



Lokal erhobenes PFS nach Mutationsstatus in
Tumor & Plasma

Bestimmung der Mutation im Plasma (ctDNA) sagt Wirksamkeit voraus: 
„Liquid Biopsy“ scheint möglich

Juric D et al. SABCS 2018 GS3_8



Lampignano et al., Int J Mol Sci. 2017 Aug 31;18(9). pii: E1885 and Schömer, unpublished data.

Molekulargenetische Charakterisierung von 
CTCs – PIK3CA Mutationsstatus

Sanger Sequencing SNaPshot

Number of patients analysed 19 65

Number of samples analysed 93 81

Number of mutations 14 19

Number of patients with PIK3CA mutations 5 (26,3%) 13 (20%)

Number of samples with PIK3CA mutations 14 (15,1%) 15 (18,5%)

Number of Exon 9 E545K 9 11

Number of Exon 20 H1047R and H1047L 5 8



© AGO e. V.
in der DGGG e.V. 

sowie 

in der DKG e.V.

Guidelines Breast

Version 2018.1D

www.ago-online.de

Therapierelevante genomische Faktoren beim 
Mammakarzinom („actionable“)

Faktor* Outcome LoE2009 CTS AGO

Aus Studien beim Mammakarzinom

▪ sPI3K Mutation Anti-HER-Therapie-Effektivität I B -**
▪ sESR1 Mutation Antihormon-Effektivität II B +/-**
▪ sHER2 Mutation Anti-HER2-Therapie-Effektivität II B +/-**
▪ sBRCA1/2 oder gBRCA1/2 Platin-Effektivität II B +/-**
▪ sBRCA1/2 oder gBRCA1/2 Chemotherapie-Effektivität II B +/-**
▪ sBRCA1/2 oder gBRCA1/2 PARP-Inhibitor-Effektivität I A +**

Aus Studien bei anderen Karzinomen

▪ Companion Diagnostics Mutations bei Thera-
pien für andere Karzinome (z.B. BRAF, FGFR1, …)

Effektivität verschiedener 
Medikamente

IV D +/-**

▪ Large Panel Gene Analysis
(e.g. FoundationOne, GPS Cancer, NeoSelect, 
Molecular Health Guide, Lokale „hand selected„ 
Panels) 

Effektivität verschiedener 
Medikamente, Prognose

III C +/-**

*    Bestimmungmethode somatischer Veränderungen nicht bewertet. Prinzipiell möglich aus Tumorfrischmaterial, 

Paraffin-Gewebe, zirkulierenden Nukleinsäuren 

** Teilnahme an Studien oder strukturierten Programmen empfohlen / s=somatisch / g = Keimbahn



ESR-1 Mutationen als Hinweis für endokrine Resistenz

→ Aktivierende ESR1-Mutationen scheinen eine essentielle Rolle bei der 
Entstehung endokriner Resistenz zu haben (Robinson et al., Nat Genet. 2013 Dec;45(12):1446-51.)



Metaanalyse SoFEA und EFECT

Turner N et al., SABCS 2018, PD 2-04

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjkzI2ut4zfAhUKj1kKHb-oB-AQjRx6BAgBEAU&url=https://www.researchgate.net/figure/Fig-22-Combination-therapy-trials-SOFEA-and-FACT-Key-TTP-time-to-progression_fig17_41434611&psig=AOvVaw1mSySaWKyYJIH2B-8EFHtJ&ust=1544227899604886


Turner N et al., SABCS 2018, PD 2-04



CTC Anreicherung mit CellSearch
CTC Isolation mit CellCelector

anschließend Whole Genome Amplification

Amplikon-basierte ESR1 Sequenzierung im Rahmen von DETECT IVa

Exons

Ampliko
ns

ESR1

Identifikation von Punktmutationen, bislang CTCs von 46 Patientinnen analysiert

#
1

2

3

4

5

6

7

8



• 46 met Luminal BC Patients

• 1 - 8 CTCs per patient

• Exclusion of germline

variants

• 13 von 46 Pat. haben CTCs 

mit ESR1-Mutationen 28%

Franken et al. in preparation

ESR1 Sequencing of CTCs



ERα Expression on Mutated CTCs

Franken et al. in preparation

➢ 21.4 to 100 % of CTCs show nucleated ERα staining



Presence of ESR1 Mutations Correlates with Therapy

EDT: Estrogen Deprivation Therapy

Franken et al. in preparation

➢ ESR1 mutations only detected in patients, who received estrogen 
deprivation therapy (p-value: 0.0476)



PT 2. PT Rec
Met (before 

AI)
CTCs Met (after AI)

Patient 1 WT L408S/Y537C

Patient 2 WT WT Y537C

Patient 3 WT D538G
D538G 

(42.5%)

Patient 11 WT D538G

Patient 21 K252R

Patient 25 WT L507F

Patient 27 WT WT E380Q

Patient 28 WT D426E

Patient 32 WT N348S

Patient 37 WT WT E380Q

Patient 39 WT Y537N
Y537N 

(65.0%)

Patient 46 WT WT L541Q

Analysis of Tumor Tissue

Franken et al. in preparation

➢ No ESR1 mutations detected in biopsies taken before CTC analysis



DETECT IV

Für Patientinnen mit HER2 – negativem metastasiertem Mammakarzinom und   HER2 

– negativen zirkulierenden Tumorzellen

DETECT IVa: Patientinnen mit hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom

erhalten Everolimus plus eine endokrine Therapie

DETECT IVb: Patientinnen mit triple-negativem oder mit hormonrezeptor-

positivem Mammakarzinom und Indikation zur Chemotherapie werden mit Eribulin 

behandelt

Rationale: Analyse des prädiktiven Werts von CTCs für verschiedene 

Therapieinterventionen mit dem Ziel einer weiter personalisierten 

Tumortherapie



Androgenrezeptor – ein innovatives Target bei TNP?

- 77% der Mammakarzinome exprimieren Androgenrezeptor1

- ~16% der triple-negativen Mammakarzinome sind AR+

- Subklassifikation: Androgenrezeptorpositive Signatur2

- AR+ TNBC positive Korrelation mit DFS3

1Collins et al., 2011; 2Wang et al., Oncotarget. 2016;7(29):46482-46491; 3 Agoff, AmJClinPathol. 2003;120(5):725-31.



Workflow to detect AR expression in CTCs



DAPI CK

AR CD45

DAPI CK

AR CD45

DAPI CK

AR CD45

Heterogeneity of AR expression in different 

CTCs of one sample

Magnification: 40x

Unterschiedliche 
Androgenrezeptorexpression

bei einer Patientin



AR Expression in CTCs

Melissa Neubacher, Labor Düsseldorf, unpublished data

DAPI Cytokerati
n

AR CD45

75 Proben

49,3% der Proben 
CTC positiv (37/75)

59,5% dieser Proben 
CTCs AR negativ (22/37)

40,5% dieser Proben              
≥ 1 CTC AR positiv (15/37)

46,7% dieser Proben 
heterogen: CTCs AR 
positiv und negativ (7/15)

53,3% dieser Proben 
homogen: alle CTCs 
AR positiv (8/15)

• Expression des AR in CTCs konnte erfolgreich
nachgewiesen werden

• Pilotstudie mit Androgenrezeptorblockade

Magnification: 63x





DETECT V/CHEVENDO: Multizentrische, prospektiv randomisierte Studie zum Vergleich der 

Kombination einer dualen HER2-Blockade (Trastuzumab/Pertuzumab) plus endokriner 

Therapie mit der Kombination einer dualen HER2-Blockade plus Chemotherapie bei 

Patientinnen mit hormonrezeptor-positivem, HER2-positivem metastasiertem Mammakarzinom

Primäres Studienziel:

Evaluation und Vergleich von Sicherheit/Verträglichkeit 

zwischen den Behandlungsarmen



DETECT V/CHEVENDO – Translationales Projekt

Entwicklung eines auf der Expression von bestimmten Markern auf den CTCs 
basierenden „Endocrine Responsiveness Score“ (ERS)

→Möglicher Indikator für das Ansprechen auf eine endokrine Therapie



Optimierung des Nachweises von HER2 und ER über Immunfluoreszenz

negativ

schwache Färbung

moderate Färbung

starke Färbung

positiv

negativ



CTC-Positivität und Heterogenität der Expression 
von HER2 und ER

→21/31 der initial CTC-pos Patientinnen waren nach sechs
Wochen CTC-neg

Unpublished data



CTC-Positivität und Heterogenität der Expression 
von HER2 und ER

HER2-positive CTCs
nahezu komplett verschwunden

ER-Expression weniger heterogen



SABCS 2018 & DGGG 2018& Update Senologie



Senologie 2019



Vielen Dank für Ihre 

Aufmerksamkeit!


