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Marker-unabhangige Analyse von im Blut
zirkulierenden Tumorzellen in einem miniaturi-
sierten und modularen Hydrosystem (MATCH)

Die Herausforderung

Im Verlauf einer Krebserkrankung kon-
nen sich sogenannte zirkulierende Tu-
morzellen (circulating tumor cells, CTCs)
aus dem Primartumor oder den Metasta-
sen l6sen und im Korper ausbreiten. Die
Analyse der CTCs kann entscheidende
Informationen Uber die Prognose oder
das Therapieansprechen liefern. Voraus-
setzung hierflir ist ein Verfahren, das
Zielzellen aus einer grofRen und hetero-
genen Zellpopulation aussortiert und sie
anschlieBenden Analysen zufiihrt. Die
spezifische Detektion einzelner Zelltypen
innerhalb heterogener Zellpopulationen
wird Ublicherweise durch fluoreszenz-
oder immunaffinitatsbasierte Verfahren
oder eine Kombination aus beiden reali-
siert. Hierfiir werden biomolekulare Ziel-
strukturen durch hochspezifische Mole-
kile fir die Detektion markiert. Die hier-
fir verwendeten chemischen Kits verur-
sachen jedoch Stress fir die Zellen oder
zerstoren sie und machen sie damit fir
weitere Analysen unbrauchbar. Andere
Verfahren zur spezifischen Detektion er-
lauben dagegen keine absolute Quantifi-
zierung auf Einzelzellebene, sondern nur
indirekte Aussagen Uber die Prasenz be-

stimmter Zellpopulationen. So gestattet
zum Beispiel das etablierte Verfahren
der magnetisch aktivierten Zell-Sortie-
rung (MACS; magnetic-activated cell sor-
ting) keine Zellsortierung fir eine an-
schlieBende Kultivierung und das eben-
falls etablierte Parsortix®-System ermog-
licht keinen Nachweis von CTCs.

Die Innovationsidee

Ziel war die Entwicklung eines Systems
zur Marker-unabhéngigen und zersto-
rungsfreien CTC-Analyse, die das gesam-
te Spektrum der CTCs erfasst. Hierfir
sollten die Zielzellen auf Basis morpholo-
gischer und physiologischer Merkmale
aus einer heterogenen Population mit-
tels mikrofluidischer Dielektrophorese
aufkonzentriert und anschlieRend mit-
tels Marker- und zerstérungsfreier Ra-
man-Spektroskopie eindeutig identifi-
ziert werden. Im Vergleich zu den getes-
teten Konkurrenzsystemen MACS und
Parsortix® sollten mindestens 90 % oder
mehr der eingesetzten CTCs in den Mo-
dellproben wiedergefunden und klassifi-
ziert werden. Die Funktionalitat des Sys-
tems sollte in einer klinischen Anwen-
derumgebung evaluiert werden.
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Das Programm "Industrielle Ge-

meinschaftsforschung" (IGF) ...

... fordert Studien zur industriellen Mach-
barkeit von Innovationsideen und be-
schleunigt so Technologietrends. Dazu
arbeiten Wissenschaft, Industrie und
Politik zusammen:

0 Das BMWE fordert vorwettbewerbliche,
innovationsorientierte Forschung mit
dem IGF-Programm.

1 Industrie und Wissenschaftler entwi-
ckeln Innovationsideen und geben
Projektimpulse.

2 IGF-Forschungsvereinigungen, wie die
F.0.M., finden Forschungspartner.

3 Wissenschaftler von je 1-3 Forschungs-
einrichtungen schreiben Forderantrage.

4 Industrieunternehmen beraten bei der
Entwicklung der Antrage.

5 Die Forschungsvereinigungen optimie-
ren die Qualitdt der Vorhaben und der
Antrage und reichen die Antrage ein.

6 Ehrenamtliche Experten aus Industrie
und Wissenschaft begutachten und
bewerten die Antrage ganzjahrig.

7 Das BMWE finanziert die Forschungs-
kosten bis max. 275/525/750 T EUR.

8 Die Industrie teilt sich die Administra-
tionskosten.

9 Die Wissenschaftler der Forschungsein-
richtungen fiihren die Forschung durch.

10 Die Forschungsvereinigungen stellen
mithilfe von je 10-20 Unternehmen pro-
jektbegleitender Industrieausschiisse
mit mindestens 50 % KMU einen regen
Technologietransfer bis in die Branchen
hinein sicher.

11 Die Industrie sorgt durch Bekundung
ihrer Interessen fir die Praxisrelevanz
der Forschung, steuert Industrieexperti-
se bei und validiert die Ergebnisse.

Gemeinsam starken wir die Innovations-
kraft des Mittelstands und den Fachkraf-
tenachwuchs in Deutschland.

Fir eine ausfiihrlichere Fassung des Ab-
schlussberichts wenden Sie sich bitte an:
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Die Ergebnisse

Trotz des sehr geringen Wirkungsquer-
schnitts der Raman-Spektroskopie, durch
den eine sehr prazise und akkurate Mes-
sung erforderlich ist, ist es gelungen, ein
kompaktes, empfindliches und modula-
res Raman-System zu entwickeln. Um
eine ausreichend hohe Empfindlichkeit
der Detektion und eine scharfe Abbil-
dung der Zellen zu gewahrleisten, wurde
in das System eine empfindliche Kamera
und ein hochauflésender Monochroma-
tor integriert und ein neuer Autofokus
entwickelt. Die Benutzeroberflache er-
laubt eine manuelle, halb- sowie vollau-
tomatische Steuerung des Systems.

Fir eine bildbasierte Unterscheidung
zwischen CTCs und einkernigen Blutzel-
len des peripheren Blutes (PBMCs), die
eine wichtige Rolle im Immunsystem bei
der Bekdampfung von Infektionen spielen,
mussten die neuronalen Netze mithilfe
von "chemischem Labelling" und anno-
tierter Bilder trainiert werden. Die Mach-
barkeit dieses Verfahrens wurde hier
nachgewiesen und die trainierten Algo-
rithmen in die Steuersoftware integriert.

Die Betriebssoftware und die Benutzer-
oberflache wurden weitgehend 'remote’
entwickelt. Das hierfiir erarbeitete Ver-
fahren kann auch auf beschleunigte und
Ressourcen-sparende Software-Entwick-
lungen zu anderer Hardware und dessen
Wartung tGbertragen werden.

Die geplanten Untersuchungen zur Via-
bilitat, Kultivierbarkeit und molekularen
Charakterisierung von CTCs setzten die
zuverldssige Isolierung einzelner CTCs
aus heterogenen Zellpopulationen mit-
hilfe der dielektrophoretischen Separa-
tion voraus. Mit den hierzu entwickelten
dielektrophoretischen Chips lieen sich
die eingebrachten Zellen zwar innerhalb
des Systems bewegen, die geplante Iso-
lierung liefl sich unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen jedoch
nicht reproduzierbar erreichen.

Der direkte Vergleich des hier entwickel-
ten Gesamtsystems mit den beiden eta-
blierten Methoden zur CTC-Identifika-
tion, Parsortix® und Miltenyi-MACS, in
unabhangigen Experimenten ergab, dass
mit den etablierten Methoden durch-
schnittlich 22-24 % der eingebrachten
Tumorzellen zuriickgewonnen werden
konnten und mit dem MATCH-System

etwa 30 %. Selbst im vollautomatischen
Modus konnten gespikte Tumorzellen
ebenfalls zuverlassig identifiziert wer-
den, obwohl auf eine fluoreszenzbasier-
te Markierung im Analyseprozess ver-
zichtet wurde.

Dieses Ergebnis belegt die Funktionsfa-
higkeit und Eignung des Systems zur
markierungsfreien Detektion von frei
zirkulierenden Tumorzellen.

Die Verwertung

KMU-Nutzen

Die Methoden zur Remote-Entwicklung
von miteinander interagierenden Hard-
und Softwarekomponenten lassen sich in
allen Kontexten mit Hardware-Bezug
einsetzen.

Die markerfreie Zellseparation und -klas-
sifizierung durch die MATCH-Plattform
als Gesamtsystem gestatten perspekti-
visch Untersuchungen von Tumorzellen
und anderen Zelltypen. Neben der onko-
logischen Forschung, auch im Bereich
der "Liquid Biopsy", kann das Gesamtsys-
tem als Plattformtechnologie fiir die pra-
klinische Forschung an seltenen Zellen in
der Pharmaindustrie Anwendung finden.

Das MATCH-Gesamtsystem eroffnet We-
ge in andere Felder der medizinischen,
histologischen oder Lebensmittelanaly-
tik. So besteht beispielsweise die Mog-
lichkeit, anstelle separater Zellen Gewe-
beschnitte mit der im Projekt etablierten
Methode markerfrei zu untersuchen.

Auch sich ergebende Dienstleistungs-
moglichkeiten oder einzelne Ergebnis-
komponenten haben Nutzungspotenzial.
Probenanalysen kénnen als Dienstleis-
tung in Kombination mit weiterfiihren-
den Supportleistungen wie Datenanalyse
und Interpretation oder Speicherung
dieser angeboten werden. MATCH kann
somit den Grundstein fur eine End-to-
End Losung im Bereich der CTC-Analyse
legen. Ebenso ist eine Uberfiihrung der
Plattform in andere Anwendungsberei-
che der Detektion seltener Zellen (z. B.
Immunologie, Schwangerschaftsvorsor-
ge, Stammzelltherapie) denkbar.

Umsetzung

Mit verschiedenen Unternehmen des
projektbegleitenden Ausschusses wur-
den nachste Schritte zur Weiterentwick-
lung der Innovation ins Auge gefasst.
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