Liquid Biopsy — eine
interdisziplinare Aufgabe
Prof. Dr. Barbara Dockhorn-Dworniczak

Hochempfindliche Analyseverfahren
erlauben inzwischen die Untersuchung
einzelner Tumorzellen und zellfreier
DNA aus Blutproben. Diese sogenannte
liquid biopsy gewinnt zunehmend an
Bedeutung, denn sie ist nicht-invasiv
und erlaubt die Detektion tumor-
typischer Genmutationen mit hoher
analytischer Sensitivitét und Spezifitat.

Dies dient vor allem der Therapie-
Uberwachung, erlaubt Riickschlisse
auf die Tumorprogression und kann das
Auftreten eines Rezidivs anzeigen, be-
vor dieses klinisch erkennbar wird. Die
frihzeitige Detektion von Resistenz-
mutationen gibt zudem Hinweise fiir
eine rechtzeitige Therapieumstellung.

Ob Untersuchungen von zellfreier
DNA zum Nachweis okkulter Tumor-
erkrankungen im Rahmen einer Friih-
erkennung herangezogen werden
kdnnen, ist dagegen noch umstritten.
Technisch ist es denkbar, setzt aber die
Etablierung valider und stabiler Biomar-
ker voraus. Hier steht noch viel Arbeit
an, die nicht von uns Pathologen allein
geleistet werden kann.

Die parallele Untersuchung von Ge-
weben aus Primértumoren und Metasta-
sen sowie von Blutproben im Rahmen
der liquid biopsy erfordert noch starkere
Interdisziplinaritét in der Behandlung
onkologischer Patienten, als dies bis-
her der Fall ist. Die Pathologie hat im
Konzertder beteiligten Arzte dann nicht
mehr unbedingt das letzte Wort —wohl
aber weiterhin das erste: Nach der mo-
mentanen Datenlage sind Ergebnisse
aus zirkulierenden Tumorzellen und
zellfreier DNA ohne die Ausgangs-
befunde im priméren Tumor und dessen
Metastasen nicht bewertbar.
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Lange Zeitwurden dieim Blut zirkulierenden Tumorzellen als Aus-
gangspunkt der Metastasierung diagnostisch und therapeutisch
vernachlassigt. Verbesserte Verfahren zur molekularen Charakte-
risierung sollen helfen, die Pathomechanismen der hdamatogenen
Streuung aufzuklaren und gezielte Therapien zu entwickeln.

Der australische Arzt Thomas Ashworth
staunte nicht schlecht, als er 1869 das Blut
aus der Beinvene eines Krebspatienten unter
dem Mikroskop betrachtete. Darin fand er
Zellen mit grofRen Kernen, die mit denen
im Primartumor verwandt zu sein schienen.
Er notierte damals:,,Eines ist sicher, wenn
diese Zellen aus einer existierenden Krebs-
struktur stammen, dann mussen sie einen
Grofteil des Kreislaufs passiert haben, ehe
sie inder Vena saphena des gesunden Beins
ankamen.”

Ashworth ahnte damals bereits, dass
er etwas Wegweisendes entdeckt haben
kénnte — wohlgemerkt zu einer Zeit, als
viele Arzte Krebs noch fiir einen eigenstén-
digen Parasiten hielten. Er schrieb, die von
ihm entdeckten Zellen kénnten ,,Licht auf
die Entstehung multipler Tumoren in ein
und derselben Person werfen“.

Mit seiner Vermutung hatte er Recht.
Wir wissen heute, dass zirkulierende
Tumorzellen (CTC = circulating tumour
cells) in Blut und Lymphe tatséchlich der
Ausgangspunkt jener Metastasen sind, an
denen 90 Prozentaller Krebspatienten ster-
ben. Und wir miissen umso erstaunter fest-
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stellen, dass die Medizin trotz dringenden
Bedarfs auch 150 Jahre nach Ashworths
Entdeckung noch kaum in der Lage ist,
CTC sicher zu quantifizieren, molekular-
biologisch zu charakterisieren und gezielt
zu bekdmpfen.

Einwichtiger Grund firr die Diskrepanz
zwischen medizinischem Wollen und Kén-
nen liegt in der verschwindend geringen
Zahlvon Tumorzellen: Eineeinzige CTC
pro Milliliter wird bereits als prognostisch
unguinstiges Zeichen gewertet, und die zir-
kuliert im Blut gemeinsam mit Millionen
weiler und Milliarden roter Blutzellen.

Zwei Wege zum selben Ziel
AlsRichtwert bei einem metastasierenden
Karzinom schétzt man das Verhaltnis von
CTC zu allen anderen kernhaltigen Zellen
im peripheren Blut auf 1:10° bis 1:107.
Wie aber soll man ein ,,schwarzes Schaf*
in einer Herde von bis zu zehn Millionen
finden? Man kann sich dem Problem auf
zwei grundsétzlich verschiedenen Wegen
néhern: Der eine ist die Anreicherung der
gesuchten Tumorzellen (siehe Tabelle), der
andere die Entfernung der unerwiinsch-
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ten Blutzellen, etwa durch Ausféllung von
Leuko- und Erythrozyten (RossetteSep-
Test). Beide Wege fiihren zum selben
Ziel, ndmlich den CTC-Anteil so weit zu
erhdhen, dass er nicht im Grundrauschen
der Nachweisverfahren wie zum Beispiel
der Durchflusszytometrie untergeht. Aller-
dings schwanken die Ausbeuten der ver-
schiedenen Techniken zwischen etwa 10
und 90 Prozent, sodass die Interpretation
quantitativer Resultate mit Vorsicht und
Sachkenntnis erfolgen muss.

Gute Anregungen flir eine kritische Be-
wertung auch seit langem etablierter Tests
findensich in einem aktuellen Review von
Millner etal. [1]. Bereits 2004 erteilte die

Food and Drug Administration (FDA) zum
ersten Mal einem CTC-Test (CellSearch)
zur Zellzdhlung und Verlaufsvorhersage
bei metastasierendem Brustkrebs die Zu-
lassung. 2007/2008 wurde diese auch auf
Darm- und Prostatakrebs ausgeweitet.

Ob die medizinische Aussage den Selbst-
zahler-Preis von derzeit 460 € rechtfertigt,
missenArztund Patient(in) allerdings sorg-
faltigabwagen: Wennin einer 7,5-mL-Pro-
be funf oder mehr Tumorzellen gefunden
werden, verringert sich das progressions-
freie Intervall beim metastasierenden Mam-
ma-CA im Mittel von 7,0 auf 2,7 Monate
und die Gesamtiiberlebenszeit von 18 auf
10 Monate [1].

Kostenerstattung

Die gesetzliche Krankenversicherung
Ubernimmt die Kosten fiir die CTC-Analyse
nicht, aber im Rahmen von Studien isteine
Erstattung maoglich. Allein zum Mamma-
karzinom laufen am Nationalen Centrum
flr Tumorerkrankungen Heidelberg (NCT)
derzeit 13 klinische Evaluationen von zirku-
lierenden und disseminierten Tumorzellen
aus Blut und Knochenmark (CTC, DTC),
um den Nutzen fir die Diagnostik und The-
rapieoptimierung zu prufen.

TITELTHEMA

Das Anreicherungsverfahren von Cell-
Search und anderen etablierten Kits basiert
auf der immunologischen Erkennung des
Oberflachenmarkers EpCAM (epithelial
cell adhesion molecule), kombiniert mit
einer Antikdrpermixtur gegen intrazellu-
lare Cytokeratine (CK 8, 18 und 19). Fur
Karzinomzellen ist dieser Cocktail gegen
epitheliale Marker prinzipiell geeignet, aber
die Sache hateinen Haken: Umdensicheren
Hafen des Muttergewebes verlassen undim
zirkulierenden Blut Uiberleben zu kénnen,
miissen CTC n&mlich neue molekulare
Eigenschaften erwerben.

Bei dieser epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) kommtes zu bedeutenden
Anderungen der Genexpression und Zell-
morphologie: Die vonden Anreicherungs-
verfahren erkannten Adh&sionsmolekiile
und Keratine nehmen ab und andere Marker,
etwa Vimentin und Matrixmetalloproteasen
steigen an. Durch die Umwandlung des
Phéanotypen kénnen folglich potenziell in-
teressante CTC Uibersehen werden.

Abhilfe schaffen Methoden, die zusétz-
lich EMT-typische Marker erfassen oder
physikalische Tumorzelleigenschaften wie
GroRe, Dichte, Plastizitat und elektrische
Polarisierbarkeit nutzen. GroRRe Hoffnungen

Kommerzielle Verfahren zur Anreicherung zirkulierender Tumorzellen

Tumorzellen aus EDTA-BIut zu gewinnen und zu analysieren,
ist eine anspruchsvolle Aufgabe, die bislang noch nicht zum
Standardangebot der Labordiagnostik gehort. Mit wachsen-
dem Wissen Uber die Metastasenentstehung kénnte sich dies
allerdings in den n&chsten Jahren &ndern.

Welche Techniken sich auf Dauer durchsetzen, ist noch nicht
absehbar; jedes Trennprinzip hat Vor- und Nachteile. Die Ta-
belle fuhrt einige im Markt erhéltliche Produkte auf, die nach
haufig eingesetzten Trennprinzipien arbeiten. Eine ausfthr-
liche Ubersicht ist in Vorbereitung.

e —~ s Name Hersteller Prinzip Internet
mmmi‘j.jmm AdnaTest Adnagen magnetgekoppelte Antikérper | adnagen.com
¢ * ¢ CellSearch | Veridex magnetgekoppelte Antikdrper | cellsearchctc.com
S = a (i]})"O ” ISET Rar<.aCeII.s . GroBenseparation mit.F.i.Iter rare.cell.':?.com
) o IsoFlux Fluxion Biosciences | magnetgekoppelte Antikérper | fluxionbio.com
Sefe Dare  Mdkepitoig MACS Miltenyi Biotec magnetgekoppelte Antikdrper | miltenyibiotec.com
Héufig eingesetzte Trennprinzipien OncoQuick [ Greiner Bio-One | Dichtegradient mit Filter greinerbioone.com

(nach Pantel, Brakenhoff, Brandt, Nature Reviews Cancer 2008; 8:329-340).
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setzt man auf Mikrofluidik-Chips, die im
Durchflussverfahren (continuous flow) be-
trieben werden und verschiedene an- und
abreichernde Trennverfahren kombinieren.
Mit ihnen lassen sich hohe Ausbeuten in-
takter Tumorzellenerzielen, die dann einer
weiteren biochemischen und pharmakolo-
gischen Charakterisierung zuganglich sind.

Spannende Fragestellungen
Auchwenndie CTC-Isolierung nocheine
grol3e Herausforderung darstellt, winken als
Lohn fir die Mihe wesentlich spannendere
Fragestellungen als die oben erwéhnten,
rein statistischen Aussagen zum meist de-
primierenden Outcome metastasierender
Karzinome. Entscheidend ist ja letztlich,
ob es Uiber die molekulare Charakterisie-
rung gelingt, den verhéngnisvollen Prozess
der hdmatogenen Streuung zu verhindern.
Lange — womdoglich zu lange — kon-
zentrierten sich die meisten Forschungs-
anstrengungen auf die Bek&mpfung von
Primartumoren, doch angesichts von tiber

epithelial-
mesenchymale
Transition (EMT)
und Intravasation

,

200.000 Menschen, die allein in Deutsch-
land j&hrlich an den Folgen der Metastasie-
rung und keineswegs an ihrer eigentlichen
Krebsgeschwulst sterben, muss man sich
fragen, ob der Kampf an den richtigen
Fronten geflhrt wurde. Die Prozesse der
Krebsentstehung sind zwar inzwischen
recht gut verstanden, aber bei der Bio-
chemie der Metastasierung gibt es noch
viele Fragezeichen. Dank der Fortschritte
bei der CTC-Isolierung und -Charakteri-
sierung scheinen sich die Wissenslicken
aber allméhlich zu schlieRen.

Offenbar fordert Sauerstoffmangel im
Primartumor die Auswanderungsbereit-
schafteinzelner Zellen. Schon 2004 konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung des
Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF) ein
Ausloser der verminderten Zelladhésionist.

Zudem macht die oben beschriebene
endothelial-mesenchymale Transition die
»Auswanderer* aggressiver und versetzt sie
in die Lage, die extrazellulare Matrix ihrer
unmittelbaren Umgebung aufzul6sen und

Metastase

S -

a Krebszelle 0 Krebsstammzelle @3 Zelle nach EMT

Vereinfachte Darstellung der hdmatogenen Metastasierung, adaptiert nach [2]. Vor dem Verlassen des

Tumorzellverbands dndern einige Krebszellen ihren Phdnotypen von epithelial”in ,mesenchymal”

(EMT). Nach Uberwindung der Epithelbarriere (Intravasation) gelangen sie iiber die tumoreigene

GefadBversorgung in den Blutkreislauf. Ein GroBteil der zirkulierenden Tumorzellen stirbt ab und wird

phagozytiert. Einige —und zwar méglicherweise solche mit Stammzelleigenschaften — (iberleben

jedoch, verlassen die Blutbahn und bilden in ganz bestimmten Organen Metastasen.
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die endotheliale Barriere der angrenzenden
TumorgeféaRe zu durchbrechen. Die in der
Blutbahn zirkulierenden Tumorzellen sind
allerdings vielen Gefahren, darunter auch
den Angriffen des Immunsystems, ausge-
setzt, sodass 99,9 Prozent innerhalb von 24
Stunden absterben (sog. Anoikis).

\on den (berlebenden 0,1 Prozent hat
nur etwa jede zehnte das Potenzial, die Ge-
falwand in umgekehrter Richtung erneut
zu durchdringen, sich in einen epithelia-
len Krebszelltyp zuriickzuverwandeln und
in fremder Umgebung anzusiedeln. Dass
es trotz dieser verschwindend geringen
Erfolgsrate zu massiver Metastasierung
kommen kann, liegtan der unglaublichen
Zahl von einer Million Tumorzellen pro
Tag, die ein Gramm Krebsgewebe aus-
schiitten kann.

Eine schlechte Nachricht?

Offen bleibt die Frage, welche besonde-
ren Féhigkeiten eine Tumorzelle besitzen
muss, um zu den erfolgreichen 0,01 Prozent
zu gehoren. Seit etwa drei Jahren mehren
sich die Anzeichen, dass zu den mesenchy-
malen Merkmalen auch noch Stammzell-
eigenschaften hinzukommen miissen; diese
konnen entweder von vornherein vorhanden
sein (sog. Tumorstammzellen) oder beim
EMT-Prozess erworben werden.

Fur die Entwickler von CTC-Tests ist
dies eine eher schlechte Nachricht, denn
die ohnehin schon extrem geringe Zahl
»Schwarzer Schafe* in der Herde verrin-
gertsich dadurch womdglich nochmalsum
einige Zehnerpotenzen. 3
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