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Hintergrund:   Wir demonstrieren eine neue diagnostische Methode, die 
Photodiagnostische Infrarot-Spektroskopie (PDIS), die in der Lage ist, zirkulierende 
Tumorcluster und zirkulierende Tumorzellen in vivo in der Blutbahn nachzuweisen.

Methoden:              Die Methode der Photodiagnostischen Infrarot-Spektroskopie basiert 
auf der bevorzugten Aufnahme von Photosensibilisatoren aus einer liposomalen 
Formulierung in zirkulierenden Tumorclustern. Sie nutzt kalibrierte spektroskopische Daten 
für die Analyse des diagnostischen PDIS-Blutscreenings. 

Ergebnisse:    Die photodiagnostische Infrarot-Spektroskopie liefert kalibrierte 
diagnostische Daten über das Vorhandensein oder Fehlen von zirkulierenden Tumorzellen 
und zirkulierenden Tumorclustern im Blutkreislauf. Daher ist die Photodiagnostische 
Infrarot-Spektroskopie geeignet, zirkulierende Tumorzellen im Blut von Krebspatienten zu 
überwachen, insbesondere zirkulierende Tumorcluster mit einer Auflösung von einer Zelle 
und einem Zellcluster pro 6 l Blutvolumen. Die photodiagnostische Infrarotspektroskopie 
hat das Potenzial, die verschiedenen Phänotypen der zirkulierenden Cluster anhand ihrer 
optischen Signatur zu unterscheiden.

Schlussfolgerung:   Die photodiagnostische Infrarotspektroskopie ist eine minimal 
invasive, kalibrierte, diagnostische in vivo Methode, die es ermöglicht, die Ergebnisse von 
Behandlungen solider Tumore und von begleitenden oder nachfolgenden Chemotherapien 
durch den Nachweis zirkulierender Tumorcluster zu bewerten und somit individuelle 
Krebsbehandlungsstrategien zu optimieren.


1. HINTERGRUND


Metastasen sind die Hauptursache für krebsbedingte Todesfälle; die Mechanismen, die 
der metastatischen Ausbreitung zugrunde liegen, sind jedoch nicht vollständig verstanden. 
Es handelt sich um einen komplizierten, mehrstufigen Prozess, der die Ablösung von 
Krebszellen vom Primärtumor, die Intravasion in die Blutbahn, das Überleben von 
Tumorzellen und Tumorclustern in der Blutbahn und schließlich die Extravasation in 
entfernte Organe erfordert [1]. Neben zirkulierenden Tumorzellen scheinen Tumorcluster 
eine Schlüsselrolle im Metastasierungsprozess zu spielen [2]. Bereits 1954 zeigte 
Watanabe, dass diese geclusterten Zellen ein hohes metastatisches Potenzial besitzen 
[3]. Neuere Studien wiesen darauf hin, dass Cluster im Vergleich zu einzelnen 
Tumorzellen unterschiedliche Merkmale aufweisen, einschließlich Phänotyp, 
Genexpressionssignatur und Ausbreitungsmodus. Daher ist es von großer Bedeutung, die 
Rolle und Bedeutung von zirkulierenden Tumorzellclustern bei der Ausbreitung von Krebs 
zu bestimmen. Zirkulierende Tumorzellcluster sind definiert als eine Gruppe von mehr als 
zwei oder drei Tumorzellen mit starken Zell-Zell-Kontakten, die sich im Blutkreislauf und im 
lymphatischen System bewegen. Sie sind selten, aber hochgradig metastatisch. Obwohl 
sie nur 2-5 % aller zirkulierenden Tumorzellen ausmachen, wurde gezeigt, dass Cluster 
etwa 50 % der Brustkrebsmetastasen bilden, und ihr metastatisches Potenzial wurde auf 
das 23-50-fache desjenigen von Einzelzellen geschätzt [4]. Zirkulierende Tumorzellcluster 
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stellen ein Konglomerat aus Tumorzellen und anderen Zelltypen wie Thrombozyten, 
Immunzellen und krebsassoziierten Fibroblasten dar. Es scheint, dass Tumorcluster 
epithelial-mesenchymale Hybride sind und daher eine enorme Plastizität besitzen [5]. 
Diese Zusammensetzung sorgt für eine lokale Mikroumgebung, von der man annimmt, 
dass sie Tumorcluster vor dem Tod in der Zirkulation schützt, indem sie Scherstress und 
Immunangriffe minimiert und die Kolonisation erleichtert [6]. Au et al. haben gezeigt, dass 
Cluster tatsächlich kapillargroße Gefäße durchqueren können [7]. Es scheint, dass 
Tumorzellcluster bei einer Verengung eine schnelle Reorganisation durchlaufen und eine 
kettenartige Struktur bilden, die den hydrodynamischen Widerstand reduziert und es ihnen 
ermöglicht, ein kleines Gefäß zu durchqueren. Als Konsequenz bewegen sich die 
Tumorcluster-Ketten bevorzugt parallel orientiert zur Gefäßachse, um den geringsten 
hydrodynamischen Widerstand aufrechtzuerhalten.  Es konnte gezeigt werden, dass diese 
Reorganisation reversibel ist, da sich die Cluster nach Verlassen der Verengung wieder in 
ihre typische Organisation zurückordnen. Aceto et al. [4] haben gezeigt, dass das invasive 
Potenzial von Tumorclustern höher ist als das von einzelnen Tumorzellen. Cheung et al. 
kamen zu ähnlichen Ergebnissen und schätzten, dass etwa 97 % der Metastasen aus 
Clustern entstehen [8]. Andere Daten legten nahe, dass intravaskuläre Aggregation und 
Proliferation als mögliche Quellen von Tumorclustern aufgrund der ungünstigen 
Bedingungen im Blutkreislauf ausgeschlossen werden können [9]. Erst kürzlich zeigten 
Gkountela et al. [10], dass - im starken Gegensatz zu zirkulierenden Tumorzellen - das 
Muster der Transkriptionsfaktoren in Tumorclustern Ähnlichkeiten zu embryonalen 
Stammzellen aufweist, verbunden mit einer erhöhten Proliferation.  Allerdings sind einige 
Clusterprozesse hinsichtlich ihrer Genese, ihres Transits und ihrer Ansiedlung sowie über 
den genauen zellulären und molekularen Mechanismus noch unbekannt. Nichtsdestotrotz 
weisen die bisherigen klinischen Daten auf den prognostischen Wert der CTC-Cluster-
Analyse bei der Vorhersage von Therapieresistenz und Überlebenschancen bei 
Krebspatienten hin. (16)

Tumorcluster sind von besonderer diagnostischer Bedeutung, da sie nur dann auftreten, 
wenn ein Primärtumor vorhanden ist. Tumorcluster können somit als Indikator für die 
Entstehung und Existenz von Primärtumoren dienen, und umgekehrt können sie auch als 
Indikator für die vollständige oder unvollständige Entfernung von Primärtumoren dienen 
[4], solange noch keine Metastasen gebildet wurden. Krebsmetastasen entstehen 
hauptsächlich aus zirkulierenden Tumorzellverbänden. Die bestehenden Flüssigbiopsie-
Methoden zur Detektion zirkulierender Tumorzellen, wie z. B. Cell Search [12], können 
nicht als Referenz für die Zählung von Tumorclustern verwendet werden, da sie deren 
morphologischen und molekularen Status nicht erhalten und nur für Epithelzellen sensitiv 
sind. Die Clearance-Raten der markierten Cluster und einzelner CTCs aus der Blutbahn 
wurden in Mausexperimenten mittels in vivo-Durchflusszytometrie ermittelt [7]. Eine 
photoakustische in vivo-Methode zur Detektion zirkulierender Melanom-Tumorzellcluster 
ist in (15) beschrieben. 

Es gibt keine Goldstandard-Methode zur Detektion von Tumorclustern, die einen Vergleich 
der Ergebnisse verschiedener Methoden ermöglicht. Daher besteht ein dringender Bedarf 
an einer standardisierten Methode zur Isolierung und Detektion von zirkulierenden 
Tumorclustern [2]. Die photodiagnostische Infrarotspektroskopie (PDIS) basiert auf der 
photodynamischen Physik, die erstmals 1933 von Jablonski entdeckt und beschrieben 
wurde [11]. Die photodynamische Anregung ist ein physikalisches Prinzip, das im 
Jablonski-Diagramm erklärt wird. Das wichtigste Merkmal eines photodynamischen 
Prozesses im Allgemeinen und bei liposomalem Indocyaningrün (ICG) als 
Photosensibilisator im Besonderen ist die gleichzeitige Emission von Fluoreszenz- und 
Phosphoreszenzstrahlung. Dies ist eine Art "Fingerabdruck" und beweist zweifelsfrei den 
photodynamischen Ursprung der Signale. Bei spektroskopischen Peak-Analysen können 
daher Photonenpeaks, die von der Umgebung erzeugt werden, eindeutig von 
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Photonenpeaks, die durch einen photodynamischen Prozess erzeugt werden, 
unterschieden werden. Die interne Umwandlung von Photonenenergie in Wärme kann 
vernachlässigt werden, sie hat keinen Einfluss auf die detektierte Signatur der Signale. Die 
Wärmemenge ist aufgrund der niedrigen Anregungsenergien von etwa 10 mW/cm2 und 
der geringen Konzentration von ICG sehr gering.  Wir haben ICG als spezifische 
liposomale Formulierung verwendet, die eine Absorptionswellenlänge von 785 nm, eine 
Fluoreszenzwellenlänge von 830 nm und eine Phosphoreszenzwellenlänge von 940 nm 
hat, wie von Bäumler et al [13] berichtet. Der Vorteil von liposomalem ICG im Vergleich zu 
normalem ICG, das in der Angiographie verwendet wird, ist die wesentlich höhere 
Lebensdauer von liposomalem ICG in Blut und Gewebe ( ~ 36 h) im Vergleich zu 
normalem ICG (~ 10 min) . Normales ICG bindet nach intravenöser Injektion innerhalb von 
1-2 sec fast vollständig (98%) an Serumproteine, daher ist eine Anreicherung in 
peripherem Gewebe oder Organen oder gar Tumoren praktisch ausgeschlossen. 


 2. Materialien und Methoden 


Methoden zur in vivo Detektion von zirkulierenden Tumorclustern existieren nicht. 
Aufgrund der Nichtexistenz an evidenzbasierten Referenzverfahren und Standards 
bezüglich der in vivo Tumorcluster-Detektion haben wir die PDIS kalibriert.


 


Abbildung 1: Durchflusskalibrierungsapparat für zirkulierende Tumorzellen und Cluster. 


Ein faseroptischer Detektor befindet sich in einem flexiblen Silikonschlauch mit einem 
Durchmesser von 4 mm und einer Länge von 40 cm, der eine mittelgroße Vene darstellt. 
Der faseroptische Detektor ist mit dem hochauflösenden Spektrometer gekoppelt. Die 
gesamte Baugruppe befindet sich in einer Reinraumbox, die für die Messungen bei einer 
konstanten Temperatur von 37 °C gehalten wird und während der Messung im Dunkeln 
steht. Das obere Reservoir mit einem Volumen von 500 ml Zellnahrungslösung enthält 
einen Anschluss für die Injektion der Krebszellen und einen Anschluss für die 
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Durchführung des Lichtleiters. Am Boden des oberen Reservoirs ist ein flexibler 
Silikonschlauch angeordnet, der das obere und das untere Zellnahrungsreservoir 
miteinander verbindet. Die Zellnahrungslösung fließt in dem flexiblen Silikonschlauch vom 
oberen zum unteren Reservoir. Über ein Ventil am unteren Reservoir wird die 
Fließgeschwindigkeit eingestellt; in allen Experimenten wurde die Fließgeschwindigkeit 
konstant auf 10 cm/s gehalten. Am Ende des faseroptischen Detektors befindet sich eine 
externe Laserquelle, die bei 785 nm emittiert, um ein infrarotes Lichtfeld innerhalb der 
Siliziumröhre zu erzeugen. Fließt eine ICG-inkubierte Tumorzelle oder ein Tumorcluster 
durch das Lichtfeld, wird Fluoreszenzstrahlung bei 830 nm und Phosphoreszenzstrahlung 
emittiert und über den Lichtwellenleiter zum Spektrometer geleitet. Nach 4 h Inkubation in 
15 µM ICG-Lösung wurden die Zellen, die in einer 6-Well-Gewebekulturplatte in einer 
Konzentration von 10 Zellen/Well ausplattiert waren, in das obere Nährstoffreservoir 
injiziert. Die ICG-Aufnahme von MDA-231-Krebszellclustern wurde durch hämatologische 
Untersuchungen mittels Confocal Scanning Laser Microscopy (CSLM) untersucht. CLSM-
Bilder wurden mit einem VisiScope (Visitron Systems, Deutschland) aufgenommen. 
Liposomales ICG wurde von der Burg-Apotheke, Königstein, Deutschland, bezogen; das 
Spektroskopiegerät war ein C9505CB mit einem Detektionsbereich von 400 nm bis 1100 
nm, hergestellt von Hamamatsu Ltd, Hamamatsu, Japan. Der Laserkatheter wurde von 
der Webermedical GmbH (Lauenförde, Deutschland) bezogen; die numerische Apertur 
betrug 0,3. Die aufgenommenen Spektren wurden statistisch hinsichtlich der Peak-
Emissionswellenlänge (nm), der Peak-"Full Width at Half Maximum" (FWHM)-Breite (s), 
der Peak-Intensität (Counts) und des Peak-Ursprungs (gleichzeitige Fluoreszenz- und 
Phosphoreszenz-Emission) ausgewertet.


3. Ergebnisse


3.1 ICG-Aufnahme

Abbildung 2 veranschaulicht die Aufnahme von liposomalem ICG nach 4 h in 15 µM 
Lösungskonzentration. Das liposomale ICG akkumulierte sich im Inneren der MDA-231 
Brustkrebszelle, gekennzeichnet durch die rote Farbe. Die Zellkerne waren nicht betroffen.


 Abbildung 2: CLSM-Bild, das die ICG-Aufnahme von MDA-231-Brustkrebszellen zeigt, die 
für 4 h mit einer liposomalen ICG-Konzentration von 15 μM inkubiert wurden. Die Zellen 
wurden mit DAPI-Färbung gegengefärbt.
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Die Infusionskonzentration von liposomalem ICG betrug immer 15 µM. Im Gegensatz dazu 
zeigten humane Leukozyten, die einer 15 µM ICG-Lösung ausgesetzt wurden, keine 
Photosensibilisator-Akkumulation [14]. Abbildung 2 zeigt deutlich, dass liposomales ICG in 
Brusttumorzellen und Clustern bei diagnostischen Konzentrationen von 15 µM akkumuliert 
wurde. Die Voraussetzung für eine photodiagnostische Anregung der Brustkrebszellen, 
aber auch für eine Diagnostik zur Therapie, ist also angesichts dieser Ergebnisse erfüllt. 
Unsere hämatologischen Untersuchungen mit normalen menschlichen Leukozytenzellen 
haben gezeigt, dass diese Zellen bei Konzentrationen von 15 µM kein liposomales ICG 
anreichern. 14] Es gibt also zwei Komponenten im Blutkreislauf, die 830 nm Fluoreszenz 
emittieren: 

Zum einen das infundierte liposomale ICG, das zu 98 % an Plasmaproteine wie Albumin 
gebunden ist und einen konstanten,kontinuierlichen Fluoreszenzstrahlungshintergrund 
bildet. Auf der anderen Seite gibt es die in geringer Zahl zirkulierenden Brusttumorzellen 
und Tumorcluster, die das liposomale ICG angereichert haben und bei Anregung diskrete 
Fluoreszenzsignale liefern. So ist es möglich, beim PDIS-Blutscreening den 
kontinuierlichen Hintergrund von den diskreten Tumorcluster-Peaks eindeutig zu 
unterscheiden. Vor dem Start des PDIS-Blutscreenings wird innerhalb von 10-3 s eine 
"Referenz"-Lichtintensität gemessen. Dieses Referenzspektrum wird permanent von 
jedem "Verum"-Spektrum (alle 10-3 s) subtrahiert, das während des Screening-Zyklus von 
10 3 s Dauer gemessen wird. Dadurch werden nur die zusätzlichen Fluoreszenz- und 
Phosphoreszenzpeaks von Tumorzellen und Clustern oberhalb des Rauschens erfasst.


 3.2 Kalibrierungsspektren

Abbildung 3 zeigt die kalibrierten Fluoreszenzpeaks einer einzelnen MDA-231-
Brustkrebszelle (A), einer einzelnen Tumorclusterwolke, bestehend aus sieben MDA-231-
Zellen (B), und einer Brustkrebsclusterkette, bestehend aus drei MDA-231-Zellen (C) 
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Abbildung 3 Kalibrierte Fluoreszenzpeaks einer einzelnen MDA-231-Brustkrebszelle (A), 
einer einzelnen Tumorclusterwolke, bestehend aus 7 MDA 231-Zellen (B) und einer 
Brustkrebsclusterkette, bestehend aus drei MDA 231-Zellen (C) 


Die Kalibrierungsvorgänge wurden in einer dunklen Umgebung durchgeführt. Die CTC-
Cluster wurden extern durch Zugabe von Plakoglobin zur Tumorzellsuspension 
vorbereitet. Nach dem Passieren des Laserspots wurden die einzelnen Cluster durch 
einen Mikrokavitäten-Array-Filter herausgefiltert und mittels CSLM untersucht, um die 
Clustermorphologie und die entsprechende Clusterfluoreszenz zu korrelieren. Beim 
Passieren des 785-nm-Lasers emittierten die ICG-inkubierten Krebszellen 830-nm-
Fluoreszenzpeaks, die über einen optischen Laserkatheter zum Spektrometer geleitet 
wurden. Die hier verwendeten DMEM-Nährlösungen waren optisch inert. Die 
spektroskopische Hintergrundstrahlung wurde mit einer speziellen Subtraktionssoftware, 
wie oben beschrieben, kompensiert, so dass die Ausgangsintensität immer in der Nähe 
des Null-Fluoreszenz-Intensitätswertes lag. Der Vorteil ist, dass nur die von den bewegten 
Tumorclustern emittierten Photonen oberhalb des spektralen Rauschens dargestellt 
werden. Die Strömungsgeschwindigkeit wurde konstant bei 10 cm/s gehalten, was nahe 
an der Blutflussgeschwindigkeit in der peripheren Vena Basilica liegt, die bei klinischen 
PDIS-Untersuchungen immer verwendet wurde. 

Abbildung 3 (A) zeigt, dass, solange sich die bewegte Brustkrebszelle außerhalb des 
Lichtfeldes befindet, nur kleine Intensitätsschwankungen (statistisches Rauschen) in der 
Nähe der Null-Intensitätslinie aufgezeichnet werden. Befindet sich die Krebszelle direkt 
vor dem Lichtleiterfenster, steigt die Intensität der Fluoreszenz steil von Null auf ein 
Maximum von etwa 2300 Counts an. Wenn die Krebszelle das Lichtfeld verlässt, nimmt 
die Intensität I f(d) exponentiell ab, entsprechend der Formel 1/d² (mit d = Abstand).

Die FWHM des Peaks beträgt etwa 0,5 s +/- 0,2 s, entsprechend der 
Strömungsgeschwindigkeit von 10 cm/s. Von einem bewegten Objekt muss man 
entsprechend dem Abstandsgesetz einen exponentiellen Abfall der Fluoreszenzintensität 
erwarten, wenn das Objekt das Lichtfeld verlässt. Genau das bestätigt der Peak in 
Abbildung 3 (A). Als Ergebnis erhalten wir einen kalibrierten Peak-Parametersatz für eine

einzelne bewegte MDA-231-Zelle, der als Referenz die optische Signatur einer einzelnen 
Brustkrebszelle darstellt: 


Emissionswellenlänge: λF = 830 nm, λP = 940 nm 

Peak-Breite: FWHM = 0,5 +/- 0,2 s 

Peak-Intensität: ~ 2500 Zählungen +/- 200 Zählungen 

Peakform: exponentieller Intensitätsabfall

Peakursprung: t (PeakF) = t (PeakP)= photodiagnostischer Ursprung


C
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Es muss darauf hingewiesen werden, dass in allen 120 Kalibrierungsexperimenten nahezu 
konstante Peak-Intensitäten für alle MDA 231-Zellen gemessen wurden. Offensichtlich ist 
die liposomale ICG-Aufnahme von Brustkrebszellen relativ stabil und unterscheidet sich 
nicht signifikant im Blut und in den Kalibrierungsexperimenten. Wir fanden nie Peak-
Intensitäten einzelner Brustkrebszellen oberhalb der Grenzen, die im Peak-Parametersatz 
angegeben sind. 

Der PDIS-Kalibrierungspeak einer bewegten Tumorclusterwolke aus sieben MDA-231-
Zellen in Abbildung 3 (B) zeigt einen Peak, dessen Parameter sind:


Emissionswellenlänge: λF = 830 nm, λP = 940 nm 

Peak-Breite: FWHM = 0,5 +/- 0,2 s 

Peak-Intensität: ~ 20000 Zählungen +/- 200 Zählungen 

Peakform: exponentieller Intensitätsabfall 

Peakursprung: t (PeakF) = t (PeakP)= photodiagnostischer Ursprung


Der einzige Unterschied im Parametersatz des Peaks in Abbildung 3 (A) ist die Peak-
Intensität, die das 7-8-fache der Peak-Intensität der Einzelzelle beträgt. In separaten 
Experimenten haben wir festgestellt, dass die Fluoreszenzintensität von der Menge an 
ICG abhängt, was ein lineares Verhalten zeigt. Daher können wir die Anzahl der in einer 
Tumor-Cluster-Wolke enthaltenen Zellen abschätzen.

Der PDIS-Kalibrierungspeak einer sich bewegenden Tumorcluster-Kette aus drei 
MDA-231-Zellen in Abbildung 3 (C) zeigt drei scharfe aufeinanderfolgende Peaks, die 
darauf hindeuten, dass der Cluster eine kettenartige Ausrichtung parallel zum Lichtleiter 
hatte, während er das Lichtleiterfenster passierte. Dies erklärt die Peakverteilung von drei 
eng aufeinanderfolgenden Peaks. Der Fluoreszenzpeak repräsentiert eine Überlagerung 
von drei gebundenen zirkulierenden Tumorzellen mit exponentiellem Intensitätsabfall und 
einer Peak-FWHM von ca. 1,6 s, was dem Dreifachen der FWHM einer einzelnen Zelle 
entspricht. Hätte die Clusterkette eine Orientierung senkrecht zur optischen Faser, würde 
das Peak-Signal als Tumor-Cluster-Wolke erscheinen, was von ähnlicher klinischer 
Bedeutung ist. Der Parametersatz der Clusterkette, die parallel zur optischen Faser 
verläuft, ist:


Emissionswellenlänge: λF = 830 nm, λP = 940 nm 

Peak-Breite: FWHM = 1,6 +/- 0,2 s 

Peak-Intensität: ~ 2000 Zählungen +/- 200 Zählungen 

Peakform: exponentieller Intensitätsabfall 

Peakursprung: t (PeakF) = t (PeakP) = photodiagnostischer Ursprung


Die Ergebnisse der Kalibrierungsexperimente sind in Tabelle 1 zusammengefasst 


 

average of 120 

MDA 231 tumor 
cells

average of 120

MDA-231 tumor 
cluster clouds

average of 120

MDA-231 tumor 
cluster chains

Statistical 
significance

Emission 
wavelength/nm

830 nm ± 4 nm 830 nm ± 4 nm 830 nm ± 4 nm p < 0.001

Peak FWHM /s 0,55 s ± 0.2 0,74 s ± 0.2 1,63 s ± 0,2 p < 0.01

Peak intensity/
counts

2480 ± 200 20000 ± 200 2100 ± 200 p < 0.01
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Tabelle 1. Statistische Analysen der Kalibrierung der Brustkrebszellen.


Die beiden Phänotypen der Tumorcluster lassen sich durch ihre Peak-Breite (FWHM) und 
ihre Peak-Intensitäten im Vergleich zur kalibrierten optischen Referenzsignatur einer 
einzelnen Tumorzelle unterscheiden. Es ist darauf hinzuweisen, dass der Phänotyp der 
Tumorcluster nicht stabil ist; er kann sich von Wolke zu Kette und umgekehrt umkehren 
[7]. Dennoch ist die klinische Relevanz nicht von der Clustermorphologie abhängig. Wenn 
ein Tumorcluster, eine Kette oder eine Wolke in der Blutbahn nachgewiesen wird, muss 
ein solider Tumor im Körper vorhanden sein, und es besteht ein erhebliches Risiko für die 
Bildung von Metastasen. 


3.3 Nachweis von zirkulierenden Tumorclustern 


Nach der Infusion von 15 mg liposomalem ICG in 100 ml 0,9 % NaCl wurde der optische 
Laserkatheter in eine Armvene (Vena Basilica) gelegt und das PDIS-Screening durch 
Aktivierung des 20 mW, 785 nm extravaskulären Lasers, der über dem Glasfaserfenster 
positioniert war, gestartet. Das PDIS-Spektrum wurde über 1000 s gemessen, wobei 
davon ausgegangen wurde, dass in dieser Zeit das gesamte Blutvolumen die Messstelle 
passiert hat.  Das PDIS-Blutscreening einer Patientin mit einem nicht-metastasierten 
Karzinom der linken Brust im Stadium 2 ist in Abbildung 4 dargestellt. 

Abbildung 4: PDIS-Blutscreening-Spektrum einer Patientin mit einem nicht-metastasierten 
Karzinom der linken Brust im Stadium 2, gemessen 4 Stunden nach der ICG-Infusion.  


Die Peak-Analyse wurde durchgeführt, indem die Peak-Intensität und Peak-Fläche jedes 
Peaks in der Abbildung im Vergleich mit der kalibrierten optischen Signatur einer einzelnen 
Tumorzelle bestimmt wurde. Die roten, nach unten gerichteten Pfeile zeigen Peaks, die mit 
den Parametern der Einzelzelle übereinstimmen und auf zirkulierende Tumorzellen 
hinweisen. Die anderen Peaks zeigen Tumorcluster an, wobei die Zahlen die Anzahl der 
im Cluster enthaltenen Zellen darstellen. Die klinische Bedeutung des PDIS-Screenings 
liegt darin, dass zweifelsfrei gezeigt werden kann (Sensitivität = 98,5%,Spezifität =100 %) , 
ob sich Tumorcluster in der Blutbahn des Patienten befinden, die sofort durch PDT oder 
Chemotherapie zerstört werden müssen, bevor sie Metastasen bilden.
 Abbildung 5. Ausschnittus dem Fluoreszenz- und korrespondierenden Phosphoreszenz-
Blutscreening der nicht-metastasierten Mammakarzinom-Patientin aus Abbildung 4. 


average of 120 

MDA 231 tumor 
cells

average of 120

MDA-231 tumor 
cluster clouds

average of 120

MDA-231 tumor 
cluster chains

Statistical 
significance

Emission 
wavelength/nm

830 nm ± 4 nm 830 nm ± 4 nm 830 nm ± 4 nm p < 0.001

Peak FWHM /s 0,55 s ± 0.2 0,74 s ± 0.2 1,63 s ± 0,2 p < 0.01

Peak intensity/
counts

2480 ± 200 20000 ± 200 2100 ± 200 p < 0.01

Peak decay exponential exponential exponential p < 0.001

Peak origin photodiagnostic  
t(PeakF) = t (PeakP)

photodiagnostic  
t(PeakF) = t 
(PeakP)

photodiagnostic  
t(PeakF) = t 
(PeakP)

p < 0.001
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Die ausgeschnittenen Spektren zwischen 0 und 300 s verdeutlichen das gleichzeitige 
Auftreten von Fluoreszenz- und Phosphoreszenzpeaks, was den photodynamischen 
Ursprung der Peaks belegt. Die gepunktete Linie stellt eine zirkulierende Tumorzelle dar, 
während die anderen Linien mit Peaks von Tumorclustern korrelieren. Die 
Anregungswellenlänge betrug 785 nm; die Laserleistung lag bei etwa 20mW. Der 
faseroptische Detektor wurde in der Vena basilica platziert


Alle Peaks in Abbildung 5 sind photodynamischen Ursprungs; der entsprechende 
Phosphoreszenz-Peak tritt jeweils genau zur gleichen Zeit auf. Dieser größte Peak zeigt 
auch deutlich einen exponentiellen Intensitätsabfall. Wir können schlussfolgern, dass das 
Blutscreening-Spektrum der Mammakarzinom-Patientin aus Abbildung 4 definitiv die 
Existenz von zirkulierenden Tumorzellen und zirkulierenden Tumorclustern in der Blutbahn 
zeigt. Um diese Cluster zu zerstören, wurde eine photodynamische Therapie mit 

0
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liposomalem ICG durchgeführt. Die photooxidative Abtötung von Tumorzellen durch ICG 
wurde von Bäumler et.al. berichtet [13]. Nach LED-Bestrahlung einer Vene mit einem 
externen 785-nm-Infrarot-LED-Strahlungskopf von 40 mW Leistung und 30 J/cm2 wurden 
die zirkulierenden Tumorzellen und Tumorcluster photooxidativ abgetötet, und die 
abschließende PDIS-Diagnose von Abbildung 6 zeigte nur Rauschen, ohne Spitzen-
Signale von zirkulierenden Tumorzellen oder Tumorclustern.


 Abbildung 6: PDIS-Spektrum der Brustkrebspatientin aus Abbildung 4 nach 
photooxidativer Zerstörung der zirkulierenden Tumorcluster durch Photodynamische 
Therapie mit liposomalem ICG als Photosensibilisator. 


Das Spektrum enthält keine Peaks von zirkulierenden Tumorclustern .

Die Abnahme der Fluoreszenzintensität während des Messzyklus ist hauptsächlich auf die 
photodynamische Zerstörung von Tumorzellen und -clustern zurückzuführen, wodurch die 
ICG-Konzentration im Blut sinkt. Der Einfluss von Bleicheffekten wurde in separaten 
Experimenten ermittelt, die Intensitätsabnahmen des liposomalen ICG während des 
Screening-Zyklus aufgrund von Bleicheffekten in der Größenordnung von 3% zeigten. 


4. Diskussion


Die von Aceto et al. [4] berichtete diskontinuierliche Emission von CTC-Clustern steht in 
Übereinstimmung mit dem in Abbildung 4 dargestellten PDIS-Screening. Es ist 
offensichtlich, dass der Primärtumor die Brustkrebs-Cluster diskontinuierlich emittiert. 

Die statistische Analyse von 185 Patientinnen mit nicht-metastasiertem Brustkrebs nach 
ICG-Infusion ergab eine Sensitivität von ca. 98 % für die Detektion von zirkulierenden 
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Tumorclustern. In diesem Fall können "positive" falsche oder "negative" falsche 
Ergebnisse praktisch ausgeschlossen werden. Es ist darauf hinzuweisen, dass die PDIS-
Diagnose nicht zwischen den zirkulierenden Tumorclustern verschiedener Primärtumoren 
unterscheidet und daher nicht zur Identifizierung der Art des Primärtumors verwendet 
werden kann. Sie kann aber dazu verwendet werden, das Vorhandensein eines 
Primärtumors im Organismus zu erkennen. Unabhängig von der Art des soliden Tumors ist 
die primäre diagnostische Information von PDIS:  

Gibt es CTC-Cluster in der Blutbahn oder nicht? 

Die PDIS-Screening-Daten enthalten präzise, kalibrierte diagnostische Informationen über 
das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein der gefährlichen Tumorcluster in der 
Blutbahn. Als Konsequenz erlaubt das PDIS-Screening, die klinische Wirksamkeit jeder 
Tumoroperation, Strahlentherapie, Chemotherapie, photodynamischen Therapie und 
anderer Krebsbehandlungen zu bestimmen. Wenn sich bereits Metastasen gebildet 
haben, senden sie ebenfalls Tumorzellcluster aus, die mit PDIS detektiert werden können. 
In diesem Fall kann die PDIS-gesteuerte Blutreinigung helfen, die Ausbreitung der 
Metastasen im Organismus zu reduzieren.


Obwohl hier nur am Brustkrebs demonstriert, kann die PDIS-Diagnostik für alle soliden 
Tumorarten durchgeführt werden, vorausgesetzt, es liegen flusskalibrierte Daten vor. 
PDIS-Daten ermöglichen es Klinikern, die angewandte individuelle Therapiestrategie zu 
bestätigen oder zu ändern und die Entwicklung einer Resistenz gegen Chemotherapeutika 
zu erkennen.

Bei gesunden Personen ohne Tumor detektiert PDIS  keine   zirkulierenden Tumorcluster-
Peaks, die Spezifität ist 100 %, ähnlich wie bei Cell Search Methode [12]. Bei 28 
Messungen an Gesunden haben wir im Blut der Probanden nie Tumorcluster 
nachgewiesen. Die Untersuchungen von Aceto et al. [4] und Cheung et al. [8] haben 
gezeigt, dass zirkulierende Tumorcluster immer in Tumoren gebildet werden und nicht in 
Gefäßen durch Aggregation entstehen können. Daher scheinen Tumorcluster geeignete 
Indikatoren oder Vorläufer für das Vorhandensein eines primären, soliden Tumors zu sein, 
und umgekehrt geeignete Indikatoren für die vollständige oder unvollständige Zerstörung 
von Primärtumoren. Wenn nach Brustkrebsbehandlungen wie Operation oder 
Chemotherapie Tumorcluster in der Blutbahn auftauchen, ist der Primärtumor nicht 
vollständig entfernt worden. Mit PDIS können Ärzte die Auflösung von zirkulierenden 
Tumorclustern kontrollieren und das Vorhandensein von Tumorclustern im Blut genau 
überwachen. Der Einsatz des PDIS-Blutscreenings nach Abschluss der Chemotherapie 
ermöglicht es, den Patienten eine sichere Information über ihren Status zu geben und 
damit psychologischen Stress, Angst und Unsicherheit zu reduzieren, die allesamt Folgen 
des derzeitigen "wait and hope"-Prinzips sind. 

Liposomales ICG ist sicher und nebenwirkungsfrei; wir haben innerhalb der 36-stündigen 
Verweildauer im Blut keine Nebenwirkungen beobachtet. Die infundierte liposomale ICG-
Konzentration betrug 0,3 mg pro 1 kg Körpermasse.  Das Verfahren ist einfach 
durchzuführen, da die Infusion des liposomalen ICG den einzigen Behandlungsschritt 
darstellt und minimalinvasiv ist. Das die Emission von Tumorzellclustern aus dem 
Primärtumor zeitlich diskontinuierlich erfolgt und vom Aktivitätsstatus des Tumors abhängt, 
müssen bei negativem Screening (keine Clusterpeaks) mindestens 3 weitere Screenings 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten  durchgeführt werden, um eine statistisch gesicherte 
Aussage zu bekommen. Weitere Flusskalibrierungen der PDIS-Spektren für verschiedene 
Krebsarten und verschiedene zugelassene Photosensibilisatoren wie Photofrin sind 
notwendig und werden in naher Zukunft durchgeführt.
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5. Schlussfolgerung

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass wir die diagnostische PDIS-Blut-Screening-
Methode entwickelt und kalibriert haben. PDIS liefert kalibrierte diagnostische Daten über 
das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von zirkulierenden Tumorclustern, die in 
Kombination mit anderen diagnostischen Informationen eine schnelle und einfache 
Abschätzung des Erfolges von angewandten Krebstherapien ermöglichen. Das PDIS-
Verfahren stellt eine neue diagnostische Methode dar, um die wichtigsten Transportwege 
für die Fernmetastasenbildung im Hinblick auf zirkulierende Tumorzellcluster zu 
überwachen und zu kontrollieren: den Blutkreislauf und das lymphatische System. Ein 
PDIS-Blutscreening kann innerhalb von 45 min durchgeführt und ausgewertet werden. Die 
PDIS-Diagnostik ermöglicht es, die Ergebnisse von Operationen und Chemotherapien zu 
überprüfen und Behandlungsstrategien zur Auflösung von zirkulierenden Tumorclustern 
gezielt einzusetzen, um das Blut von Krebspatienten frei von Tumorclustern und -zellen zu 
halten und damit die Metastasenbildung zu verhindern und das Gesamtüberleben zu 
verbessern. 

 


Zusätzliche Informationen

Korrespondierender Autor: Detlef Schikora, detlef.schikora@uni-paderborn de

Ethische Genehmigung und Einverständnis zur Teilnahme

Alle an Patienten durchgeführten PDIS-Diagnosen wurden eingeleitet, nachdem jeder 
Patient sein schriftliches Einverständnis gegeben hatte. Patienten mit Hirntumoren und 
Leukämie wurden ausgeschlossen, Patienten mit Brustkrebs eines anderen Stadiums 
wurden in die prospektiven Untersuchungen einbezogen, die in zwei deutschen Kliniken 
durchgeführt wurden. Das diagnostische Behandlungsverfahren wurde als NIS gemäß 
AMG § 40 , MPG § 20 und der GCP-Verordnung (GCP-V), von der Landesärztekammer 
Niedersachsen genehmigt. Helsinki-Erklärung: Die Autoren erklären, dass die Diagnostik 
der Patienten unter strikter Berücksichtigung der jüngsten (2012-2013) Revision der 
Deklaration von Helsinki (DoH) des WAMA durchgeführt wurde.
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