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M Tumordiagnose aus dem Blut -
Die Moglichkeiten der Liquid Biopsy

In den letzten Jahren hat sich besonders in der
Onkologie der Begriff »Liquid Biopsy« (Fliissig-
biopsie) etabliert. Darunter versteht man die
Analytik von Korperfliissigkeiten zur Friiherken-
nung, Diagnose und Verlaufskontrolle, vielleicht
sogar zur Therapieentscheidung von Tumorer-
krankungen. Im Vordergrund steht die blutba-
sierte Analytik, in erster Linie die Analyse von
zirkulierenden Tumorzellen sowie deren infor-
mationstragende RNA und DNA (»Abb. 1) [1].
Ein besonderer Vorteil in der Onkologie besteht
darin, die Tumorlast nicht-invasiv zu beobachten
und zu kontrollieren, um Resistenzen gegeniiber
der jeweils applizierten Therapie zu entdecken
oder den Patientinnen/Patienten Biopsien in
der metastasierten Situation zu ersparen. Was
bedeutet dies fiir gyndkologische Tumoren,
insbesondere das Mammakarzinom, fiir das die
meisten Studien vorliegen?

Uber 70.000 Frauen erhalten in Deutschland jahr-
lich die Diagnose Brustkrebs, meldet das Robert
Koch-Institut in Berlin [2]. Trotz erfolgreicher
Behandlung in 70-80% der Falle kann es auch
Jahre spdter noch zu einem Riickfall der Erkran-
kung kommen. Ist die Erkrankung einmal meta-
stasiert, kann die Patientin nur noch palliativ
behandelt werden. In jeder Phase der Erkrankung
besteht der Wunsch, die Patientin zielgerichtet
zu behandeln. Doch wo findet man das Ziel?
Bisher wird die Therapieentscheidung aufgrund
pradiktiver Marker (z.B. Hormonrezeptoren, der
Wachstumsfaktor HER2/ERBB2) auf dem Primar-
tumor (Metastase) oder anderer Risikofaktoren
bewertet [3]. Der Primdrtumor steht jedoch fiir
eine Analyse nur zu Beginn der Erkrankung zur
Verfiigung, und die Metastase ist fiir eine Biopsie
oft schwer erreichbar. Tumoren gelten aulerdem
als sehr heterogen, sodass eine Biopsie mogli-
cherweise nur einen Ausschnitt der Erkrankung
abbildet, aggressivere Subklone jedoch nicht
erfasst werden. Die weitere Problematik besteht
darin, dass die Zellen der Metastasen aufgrund
standiger Veranderungen oft kaum noch Ahnlich-
keit mit denen des Primartumors haben. Somit
setzt man auf das Blut als Liquid Biopsy, um
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Einzelne Tumorzellen kénnen sich vom Tumor oder der Metastase [6sen und geben, so wie der Tumor/die Meta-
stase selbst, aktiv oder durch Apoptose/Nekrose ihre »Zellinhalte« in das Blut ab. Neben gesunden Zellen und ihrer
Fragmente beinhaltet das Blut dann Tumorzellen, » Tumor Educated Platelets« (TEP), tumorassoziierte Fragmente, wie

Tumor-DNA, microRNAs und Vesikel (z. B. Exosomen)

wiinschenswerterweise gleich zu Beginn der Er-
krankung Informationen der sogenannten mini-
malen Tumorresterkrankung nach Operation und/
oder Therapie zu erhalten, um diese dann auch
im Verlauf zu kontrollieren und gegebenenfalls
zu therapieren, bevor sich eine Metastasierung
manifestiert. In der metastasierten Situation ist
das Ziel, Resistenzen gegeniiber der gegebenen
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Therapie schnell zu erkennen, um therapeutisch
zu intervenieren. Weiterhin spiegelt das Blut
das Gesamtbild der Erkrankung wider, eine so-
genannte »Real Time Biopsy«, indem es Zellen
vereinigt, die aus unterschiedlichen sekunddren
Organen rezirkuliert sind und die die aktuelle
Heterogenitat der Erkrankung aufzeigen [1, 4].
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M Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) als
Liquid Biopsy — Was wissen wir?

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) sind Zellen, die
sich schon frithzeitig vom Tumor geldst haben
und das Potential haben, tber das Blut in se-
kundare Organe einzuwandern, wo sie iiber Jahre
inaktiv verweilen konnen, um letztendlich spater
im Sekundarorgan oder aber auch nach Rezirku-
lation in einem anderen Organ eine Metastase
zu bilden. Die Publikationen zu CTCs sind in den
letzten 10 Jahren exponentiell gestiegen, sodass
im Rahmen einer Liquid Biopsy hier die meis-
ten Informationen zur Verfligung stehen. Die
Prasenz und Persistenz dieser Zellen sowie ihre
prognostische Bedeutung im Hinblick auf das
verkiirzte progressionsfreie Uberleben (PFS) und
Gesamtiiberleben (0S) konnte bereits in zahlrei-
chen klinischen Studien durch die Analyse meh-
rerer tausend Blutproben von Patientinnen mit
primdrem und metastasiertem Mammakarzinom
eindrucksvoll belegt werden [5]. Auch einige
Charakteristika dieser Zellen sind bereits iden-
tifiziert worden. Neben epithelialen, EpCAM-po-
sitiven CTCs befinden sich in der heterogenen
Population der CTCs auch stammzelldhnliche Zel-
len sowie Zellen, die ihren epithelialen Charakter
verloren haben und sich in mesenchymale Zellen
umgewandelt haben, was man als Epitheliale Me-
senchymale Transition (EMT) bezeichnet [6-9].
Weiterhin zeigen die CTCs im Vergleich zum Pri-
mdrtumor (Metastase) gerade im Hinblick auf die
sogenannten pradiktiven Marker (Hormonrezep-
toren, ERBB2) eine diskordante Expression sowie
Resistenzmarker [9, 10].

Diese bisher vorhandenen Informationen sind
durch unterschiedliche Nachweisverfahren eva-
luiert worden, die alle Vor- und Nachteile beher-
bergen, was eine Standardisierung vermutlich in
der Zukunft erschwert. Da im Allgemeinen 10 ml
Blut fiir die Analyse von CTCs zur Verfiigung ste-
hen und die Frequenz dieser Zellen gerade in der
Primdrsituation sehr gering ist, wurden CTC-An-
reicherungsverfahren entwickelt, um diese Zellen
nach Selektion in erster Linie bildgebend oder
molekularbiologisch zu detektieren. Mittlerweile
gibt es mehr als 40 Methoden, um CTCs im Blut
zu selektieren bzw. anzureichern. Die Tumorzel-
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lanreicherung beriicksichtigt unterschiedliche
Parameter, wie z. B. physikalische Eigenschaften
(GroRe, Dichte, elektrische Ladung, Deformabili-
tat) sowie biologische Eigenschaften (Expression
der Oberflachenproteine) dieser Zellen. Selbst
eine In-vivo-Methode, der GILUPI CellCollec-
tor® Nanodetektor, der es mit einer antikdrper-
beschichteten Brauniile in der Armvene fiir 30
Minuten ermdglicht, mit 1.500 ml Blut eine An-
reicherung der CTCs durchzufiihren, wird momen-
tan ausgetestet. Unter den Nachweisverfahren
hat bisher nur das CellSearch®-System von der
FDA (Food and Drug Administration) im Jahre
2004 eine Zulassung erhalten, jedoch selektiert
dieses System nur epitheliale, EpCAM-positive
Zellen, CTCs in EMT oder andere Eigenschaften
werden nicht erfasst [1, 11, 12]. Immer mehr im
Vormarsch sind sensitive, molekulare Analysen
bis hin zur Einzelzellcharakterisierung. Sie ba-
sieren auf der RNA-Analyse lebender Tumorzellen
und anschlieBender Reverser-Transkriptase-Poly-
merase-Kettenreaktion (RT-PCR) Amplifikation
von tumor- und epithelspezifischen Markern. Be-
sonders durch die Flexibilitdat der Multiplex-Un-
tersuchungen kann eine gréfRere Anzahl von
tumorassoziierten Markern gleichzeitig bestimmt
werden. Die PCR birgt jedoch auch ihre Risiken
und erfordert ein exakt evaluiertes analytisches
Vorgehen, da eine unterschiedliche Anzahl von
Transkripten ebenfalls von anderen Zellen expri-
miert werden kann; insbesondere mitselektierte
Leukozyten stellen hier ein Problem dar [7].

M CTCs als pradiktive Biomarker

ERBB2 auf dem Primdrtumor ist eines der promi-
nentesten Ziele fiir die Anti-ERBB2-Systemthera-
pie. Unabhdngig von der genutzten Nachweisme-
thode konnten viele Arbeitsgruppen jedoch die
Prdasenz ERBB2-positiver CTCs in Patientinnen
mit ERBB2-negativen Primartumoren nachwei-
sen. Interessanterweise zeigt auch die Gruppe
der triple-negativen Patientinnen (primdr und
metastasiert) einen nicht unerheblichen prozen-
tualen Anteil an ERBB2-positiven CTCs, sowohl
vor als auch nach adjuvanter Therapie [13].
Somit konnten vermutlich eine Reihe weiterer
Patientinnen von einer solchen Systemthera-
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pie profitieren. Eine griechische Arbeitsgruppe
konnte schon 2012 eindrucksvoll zeigen, dass
Patientinnen mit chemoresistenten CTCs durch
eine zusatzliche »adjuvante Sekunddrtherapie«
mit Trastuzumab, im Vergleich zur Beobach-
tungskohorte ohne Therapie, ein signifikant
reduziertes Rezidivrisiko und verlangertes PFS
hatten. Weiterhin reduzierte sich die Anzahl
an Patientinnen mit detektierbaren CTCs [14].
Aufgrund dieser vermehrt gezeigten Befunde
iberpriifen nun klinische Studien in Deutsch-
land und Europa sowohl in der Primarsituation
als auch bei metastasierten Patientinnen, ob
der ERBB2-Status auf CTCs als pradiktiver Mar-
ker fiir das Ansprechen auf ERBB2 gerichtete
Therapien gesehen werden kann. So testet die
deutsche, momentan laufende DETECT-III(NC-
T01619111)-Studie den Effekt von Lapatinib in
ERBB2-negativen, aber ERBB2-CTC-positiven,
metastasierten Patientinnen. Ein &dhnliches
Format hatte die 2012 publizierte PESTRIN-
BREAST-Studie mit 7/96 ERBB2-CTC-positiv
gefundenen Patientinnen, diese jedoch ohne
objektives Ansprechen. Ein negatives Fazit
mit nicht geniigend messharen Ansprechraten
wurde ebenfalls fiir die NCT01185509-BREAST-
Studie, Trastuzumab in Kombination mit Vinor-
lebine fiir ERBB2-negative, ERBB2-CTC-positi-
ve metastasierte Patientinnen) gefunden. Die
Rekrutierung der Patientinnen im Rahmen der
CTC-TREAT(NCT01548677)-Studie (Trastuzumab
nach adjuvanter/neoadjuvanter Therapie bei
CTC-Positivitat) zeigte jedoch, dass Trastuzu-
mab nicht in der Lage war, die Detektionsrate
von CTCs zu reduzieren [15]. Einen neuen An-
satz zeigt die noch laufende CirCe-T-DM1-Studie,
die bei metastasierten Patientinnen mit ERBB2
amplifizierten CTCs Trastuzumab in Kombination
mit T-DM1 testet. Erfolgreicher zeigte sich Lapa-
tinib in der Eliminierung EGFR-positiver CTCs so-
wie Zytokeratin-positiver CTCs mit einer Reduk-
tion der CTCs um 77 % bei letzterer Studie [5].

Die aufgefiihrten, interessanten Studienansdt-
ze mit unterschiedlichen Studienergebnissen
beruhen jedoch auf Verwendung unterschiedli-
cher Methoden, von CellSearch® {iber Moleku-
larbiologie bis hin zum Immnoassay, was eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. Mit
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unserem heutigen Wissen iiber CTCs wird eine
Standardisierung der Methodik sicherlich schwer,
eine Kombination aus Methoden vielleicht er-
folgreicher.

Ein anderes Beispiel fiir CTCs als prddiktiver
Marker ist der Ostrogenrezeptor, in hohem MaRe
prasent auf Primartumor und Metastase, sodass
70-80% der Patientinnen endokrin behandelt
werden. Auch hier, dhnlich wie fiir ERBB2 be-
schrieben, ist dieser Rezeptor nur auf wenigen
CTCs prdasent, was einen potentiellen Resis-
tenzmechanismus darstellen kann [9, 16, 17].
Jedoch verdichtet sich die Datenlage, dass die
Analyse zirkulierender DNA hier mehr Aufschluss
geben konnte [18].

Vielfach fiir die Tumorprogression und Resis-
tenzbildung gegen endokrine und gegen ERBB2
gerichtete Therapien beim Mammakarzinom un-
tersucht sind Mutationen im Phosphoinositid-3-
Kinase-Signalweg (PI3K). Die PI3K-Unterein-
heit p110-alpha, codiert durch das Gen PIK3CA,
liegt bei 30% der Mammakarzinome mutiert vor.
PIK3CA-Mutationsanalysen wurden beim Mamma-
karzinom an einzelnen CTCs und CTC-»Pools«
bereits erfolgreich durchgefiihrt, aber auch hier
zeigen klinische Studien spannende Ergebnisse
im Hinblick auf Analysen in der ctDNA (»circu-
lating tumor DNA«, ctDNA) [18].

M Zirkulierende DNA - ein weiterer
Biomarker?

Neben der Tumor-DNA aus CTCs gibt es auch
die sogenannte zellfreie DNA (»cell-free DNA«,
cfDNA). Dazu zahlt die zirkulierende Tumor-(ct)
DNA, aber auch DNA-Fragmente von normalen
Zellen, prasent durch Apoptose, Nekrose, ent-
ziindliche Prozesse oder Immunreaktionen. Tu-
morspezifische Aberrationen, wie Mutationen in
Tumorsuppressorgenen und Onkogenen, Mikrosa-
telliteninstabilitdt und DNA-Methylierung, wur-
den bereits im Blut detektiert und gaben einen
konkreten Hinweis, dass DNA von Tumoren oder
Tumorzellen in die Zirkulation gegeben wird. So-
mit findet man in der onkologischen Situation
eine Mischung aus cfDNA und ctDNA, wobei es
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zundchst nicht moglich ist, den Anteil an ctDNA
zu bestimmen. Dieser Anteil variiert aber auch
abhdngig vom Tumorstadium und der jeweiligen
Tumorentitdt. Wahrend beim fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom in bis zu 100% der Félle ctD-
NA gefunden wird, liegt z. B. bei metastasierten
urologischen Tumorerkrankungen die Ausbeute
bei nur 40%. In der Primdrsituation vieler so-
lider Tumoren ist die Nachweisrate wesentlich
geringer. Diskutiert wird auch immer wieder die
Herkunft der DNA. Einerseits wird spekuliert,
dass cfDNA passiv durch Apoptose oder Nekrose
in das Blut abgegeben wird und entsprechend
dem Anteil an Tumor/Tumorzellen ctDNA frei-
gesetzt wird. Andere Vermutungen legen nahe,
dass CTCs ihre DNA absondern oder aber cfDNA
von Makrophagen, die ctDNA von nekrotischen
Tumorzellen aufgenommen haben, in das Blut
sezerniert wird. Hier ergibt sich schon die erste
Problematik. Es ist schwer zu verstehen, warum
gerade die genetische Information von abgestor-
benen Zellen geeignet sein soll, den weiteren
Verlauf der Erkrankung einzuschatzen oder Infor-
mationen lber Resistenzen zu erhalten [19-21].

Bei der Analyse der ctDNA ist jedoch nicht unbe-
dingt die nachweisbare Menge relevant, sondern
der Anteil verdnderter, mutierter ctDNA. Wie
schon fiir CTCs beschrieben, ist auch hier eine
prdzise Analytik notwendig, um keine falsch-po-
sitiven Ergebnisse zu erhalten. DNA hat im Blut
eine Halbwertszeit von 1-2 Stunden, ist also
schnell fragmentiert, sodass die Praanalytik eine
entscheidende Rolle spielt. Entscheidend sind
schon die Abnahmerdhrchen, um eine Adsorption
der cfDNA an Plastikoberflachen zu verhindern.
Je langer eine Blutprobe unbearbeitet ist, desto
mehr Zellen zerfallen und setzen ihre genomische
DNA frei, was die Isolation der ctDNA erschwert.
Fiir die Analyse der ctDNA empfehlen die meis-
ten Arbeitsgruppen die Isolation aus Plasma,
obwohl der Anteil an ctDNA im Serum 2-24x
hoher ist. Grund fiir die Bevorzugung von Plasma
sind die Kontamination mit anderen Zellen bei
der Gerinnung unter Verwendung von Serum und
die geringere Konzentration von Wildtyp-DNA
im Plasma, was gerade fiir die nachfolgenden
molekularbiologischen Analysen entscheidend
ist. Fiir die Selektion der ctDNA aus Plasma ist
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auch eine Reihe von Isolationsmethoden be-
schrieben, wobei es auch hier keine Standard-
methode gibt. Um dann die winzigen Abschnitte
des mutierten Erbmaterials von Tumorzellen im
Blut nachzuweisen, sind eine Reihe sensitiver
Verfahren etabliert worden. Dabei werden Ein-
zelereignisse gemessen, die verstdrkt werden
miissen, was durch digitale PCR-Verfahren, wie
der sogenannten BEAMing-PCR (beads, emulsi-
on, amplification, magnetics), eine Kombination
von digitaler PCR und Durchflusszytometrie, der
ddPCR (digital droplet) oder der DNA-Sequenzie-
rung durch NGS (Next Generation Sequencing)
erreicht wird. Theoretisch sind diese Verfahren in
der Lage, Mutationen mit Frequenzen unter 1%
nachzuweisen, was sich jedoch praktisch hdufig
als schwierig herausstellt [22].

M Zirkulierende DNA - Klinische
Erfahrungen beim Mammakarzinom

Generell unterscheiden wir den sogenannten »un-
targeted approach« vom »targeted approach«.
Ersterer wurde schon in der Primdrsituation
des Mammakarzinoms im Hinblick auf den pra-
diktiven Wert der ctDNA-Analyse eindrucksvoll
gezeigt. So wurde zundchst der Primdrtumor
biopsiert und sequenziert, um sogenannte »Dri-
ver«-Mutationen zu finden, die dann seriell in
den Plasmaproben vor und nach Therapie sowie
im Verlauf der Erkrankung an der ctDNA unter-
sucht wurden. Interessanterweise korrelierte
nicht die zu Beginn der Erkrankung detektierte
ctDNA mit dem signifikant verkiirzten PFS, son-
dern die nach Therapie und OP gefundene. Am
Beispiel einer Patientin konnte gezeigt werden,
dass tumorgenomische Verdanderungen im Plasma
13 Monate vor radiologischer Verifizierung der
Metastase erkannt wurden [23].

Auch vielfach fiir die Tumorprogression und
Resistenzbildung gegen endokrine und gegen
ERBB2 gerichtete Therapien beim Mammakarzi-
nom untersucht sind Mutationen im PI3K-Signal-
weg, was den sogenannten »targeted approach«
darstellt. Eine kirzlich verdffentlichte Studie
zeigte eindrucksvoll, dass 23 % der Serumproben
von primdren, ER-positiven Mammakarzinompa-
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tientinnen mit PIK3CA-Mutationen ebenfalls
Mutationen in der ctDNA aufwiesen, was ein
signifikanter und unabhéngiger prognostischer
Faktor im Hinblick auf ein Rezidiv war [24]. Der
Nachweis der PIK3CA-Mutationen in der ctDNA
von metastasierten Mammakarzinompatien-
tinnen ist ebenfalls gelungen, und eine Reihe
von Therapeutika ist hier momentan zielgerich-
tet im Einsatz. Ein bekanntes Beispiel ist der
PIK3CA-Inhibitor Buparlisib, getestet in der
Therapie des hormonrezeptorpositiven, HER2/
neu-negativen, lokal fortgeschrittenen oder
metastasierten Mammakarzinoms der BELLE-Stu-
dien (Buparlisib brEast cancer cLinical Evoluti-
on), einer randomisierten, doppelblinden, place-
bokontrollierten Phase-III-Studie mit Buparlisib
in Kombination mit Fulvestrant. Buparlisib ist
in der Lage, alle mutierten PIK3CA-Isoformen
anzugreifen, und Patientinnen mit mutierter
PIK3CA-ctDNA profitierten im Hinblick auf das
verlangerte PFS signifikant von einer Kombina-
tionstherapie im Vergleich zu Fulvestrant alleine
[25, 26].

Aber auch bei den schon bereits erwdhnten pra-
diktiven Markern des Mammakarzinoms gibt es
interessante Ansdtze. Einer ist die Analyse des
Ostrogenrezeptors, auf vielen CTCs nicht expri-
miert. Was kann ctDNA hier leisten? Mutationen
im Ostrogenrezeptor werden bei etwa 20% der
Metastasenbiopsien von Mammakarzinompa-
tientinnen detektiert, und diese Mutationen
fand man auch schon in der ctDNA, wobei der
Nachweis mit der Resistenz gegeniiber der en-
dokrinen Therapie assoziiert war. Somit bietet
das Plasma hier die Moglichkeit, ergdnzend zur
Analyse in Biopsien moglicherweise Mutationen
zu detektieren, die bei einer einzelnen Tumor-
biopsie nicht nachweisbar waren. Eine Reihe von
Studien untersucht momentan die Wertigkeit der
ctDNA als Biomarker zur Therapiestratifizierung
beim friihen, fortgeschrittenen und metastasier-
ten Mammakarzinom [27].

Eine 2012 verdffentlichte Studie mit Ver-
gleichsanalyse von Tumorgewebe und der ctDNA
beim primdren Mammakarzinom zeigte ein-
drucksvoll die Wertigkeit der ctDNA, auch die
sogenannte »tumor cell dormancy« zu verfol-
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gen. Fokale DNA-Amplifikationen von Genen
mit onkologischem Potenzial wurden sowohl
im Gewebe als auch im Plasma detektiert. Inte-
ressanterweise konnte man diese Amplifikatio-
nen noch 12 Jahre nach Erstdiagnose in eini-
gen Plasmaproben finden, was auf eine okkulte
Mikrometastasierung hinweist [28].

M Zirkulierende Vesikel und Thrombozyten -
Weitere Kandidaten auf dem Vormarsch

Neben CTCs und ctDNA werden aber auch an-
dere Komponenten im Plasma als geeignete
Biomarker angesehen, die das Feld insgesamt
nicht nur komplexer, sondern auch komplizier-
ter gestalten. Hierzu gehdren die sogenannten
Exosomen und Ektosomen, membranumbhiillte
Vesikel, die vor allem auch von Tumorzellen
abgeschniirt werden und ein ganzes Potpourrie
an Markern enthalten (Proteine, Lipide, DNAs,
RNAs). Es wird spekuliert, dass diese Vesikel
eine Art Transportsystem zwischen verschiede-
nen Zellen darstellen, um gegebenenfalls ande-
re, auch gesunde Zellen, mit Charakteristika der
Tumorzellen zu bestiicken. Sie werden weiterhin
mit der Metastasierung, Angiogenese und Proli-
feration in Verbindung gebracht. Exosomen sind
in relativ grofRer Menge im Blut vorhanden und
gelten als stabil, wobei methodisch noch einige
Hiirden beziiglich ihrer Isolation zu iiberwinden
sind. Mit ihrer Charakterisierung versucht man,
Oberflachenproteine zu finden, mit deren Hilfe
man die Vesikel dann aus dem Blut selektieren
kann [29]. In einer aktuellen Publikation konnte
unsere Arbeitsgruppe in Kooperation mit dem an
unserer Uniklinik ansdssigen Institut fiir Trans-
fusionsmedizin zeigen, dass die Konzentration
extrazelluldrer Vesikel bei Patientinnen mit lo-
kal fortgeschrittenem Mammakarzinom 40-fach
hoher ist als bei gesunden Probandinnen und
erhohte Konzentrationen nach Abschluss der
neoadjuvanten Therapie signifikant mit einem
verkiirzten 3-Jahres-PFS und OS assoziiert wa-
ren. Interessanterweise korrelierte eine geringe
Konzentration an Vesikeln nach Therapie mit der
Prasenz von CTCs mit Stammzell- oder Resistenz-
charakter, was unterstreicht, dass die gleichzei-
tige Analyse unterschiedlicher Biomarker und
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die Charakterisierung der jeweiligen Analyten
entscheidend ist [30]. In einer unserer aktuel-
len Studien zum metastasierten Mammakarzinom
konnen wir in diesem Zusammenhang belegen,
dass der Informationsgehalt der CTCs mit dem
der Vesikel nur minimal tibereinstimmt [31].

Erstaunlicherweise interagieren auch Thrombo-
zyten mit Tumorzellen, wobei es bei Kontakt-
aufnahme beider Zelltypen zum Austausch von
tumorassoziierten Molekiilen kommt. Diese
Thrombozyten nennt man auch »tumor educated
platelets« (TEP), in etwa: vom Tumor ausgebil-
dete Thrombozyten. Somit kénnen selbst Throm-
bozyten tumorgenetisches Material beinhalten
und zur ndheren Liquid-Biopsy-Analyse hinzu-
gezogen werden [32].

M Fazit

Ja, die Liquid Biopsy wird die Zukunft sein.
Sie ist wesentlich leichter durchfiihrbar als das
Biopsieren von Tumor oder Metastase, was mo-
mentan noch als Standard gilt. Aber auch aus
ethischen und ©konomischen Aspekten wird
sich die Liquid Biopsy als ein fester Bestandteil
in der Diagnostik etablieren. Einerseits werden
Kosten gespart, andererseits konnte zu jedem
gewiinschten Zeitpunkt die Wirkungsweise von
Medikamenten iiberpriift und angepasst wer-
den und jene Patientin in der Primarsituation
identifiziert werden, die ein erhdhtes Rezidivri-
siko hat. Sicherlich muss man die Liquid Biopsy
momentan aber auch erst einmal als Ergdnzung
zur klassischen Gewebeanalyse ansehen, die
histomorphologisch und molekularpathologisch
sichere Ergebnisse fiir die Patientinnen erzielt.
Ihr Nachteil, die mangelnde Reprasentanz der
heterogenen Tumorsituation, kann durch kom-
plementdre Analyse der hoch prasenten Liquid
Biopsy ausgeglichen werden, die die meisten ge-
netischen Informationen von Primartumor und
Metastasen beinhaltet. Eine Reihe von Studien
vergleicht die Markerexpression im Gewebe mit
der in der Liquid Biopsy, wobei bei letzterer Me-
thode momentan die einzelnen Analyten mitei-
nander in ihrer Aussagekraft verglichen werden.
Unser Wissen {iber CTCs unterstreicht, dass die
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Analyse dieser Zellen auf RNA-, DNA- und Prote-
inebene uns helfen wird, den Weg der Meta-
stasierung und die Resistenzentwicklung zu
verstehen. Diese Moglichkeiten zeigen auch den
momentanen Vorteil von CTCs gegeniiber anderen
Biomarkern, besonders der zirkulierenden DNA,
da mit CTCs alle sogenannten »-omic«-Untersu-
chungen durchgefiihrt werden kdnnen (Geno-
mics, Transcriptomics, Proteomics). So bieten
sich gerade CTCs aber auch fiir funktionelle
Untersuchungen an, was durch von Patientin-
nen generierte Zelllinien und Xenograft-Modelle
schon erfolgreich gezeigt werden konnte [1].
Im Rahmen der immer mehr im Fokus stehenden
zielgerichteten Behandlung von Tumorpatientin-
nen bietet sich ctDNA fiir die Analyse von Muta-
tionen an, fiir die bereits zielgerichtete Therapi-
en existieren. Eine Reihe interessanter Proof of
Principle-Studien hat die Aussagekraft der CTCs
schon mit den Ergebnissen der ctDNA verglichen,
wobei diese Aussagen noch in groRen klinischen
Studien validiert werden miissen [33].

Um in der Zukunft durch die Liquid-Biopsy-The-
rapie relevante Entscheidungen zu treffen,
miissen noch viele Aspekte gekldrt und gerade
methodische Hiirden tberwunden werden. In
diesem Zusammenhang spielt die Prdanalytik
eine entscheidende Rolle. Wieviel Zeit darf zwi-
schen Blutentnahme und -analyse vergehen?
Wie werden Proben asserviert, welches Antikoa-
gulanz wird gewdhlt? Kdnnen wir einen Stan-
dard definieren, um Ergebnisse vergleichbar zu
machen? Beziiglich der Analyten stellt sich die
Frage: Welches ist der richtige Analyt, CTCs oder
eher eines ihrer Fragmente oder eine Kombi-
nation aus mehreren Parametern? Welche CTCs
sind maligne, welche haben das Potenzial, in se-
kunddre Organe einzuwandern, wie identifiziert
man gerade in der Primdrsituation ihre geringe
Frequenz? Wie »tief« muss ich sequenzieren, um
auch Mutationsfrequenzen <1% nachzuwei-
sen? Haben diese Mutationen eine Bedeutung?
Generell ist die Frage zu kldren, inwieweit die
ctDNA von toten Zellen tatsdchlich den resis-
tenten Klon widerspiegelt. Nicht zu vergessen,
dass Menschen mit zunehmendem Alter auch
mehr Mutationen in ihren Zellen entwickeln. Die
meisten Mutationen sind hier ohne Bedeutung,

131



da die Zellen vom Korper eliminiert werden und
keine Tumorerkrankung generieren. Im Rahmen
eines Tumorscreenings zur Friiherkennung von
Tumorerkrankungen oder deren Beobachtung im
Verlauf kdnnten derartige Untersuchungen je-
doch falsch-positive Ergebnisse generieren.

Zahlreiche Tests zur Verwendung der Liquid
Biopsy fiir Tumortherapien sind in der Entwick-
lung, wobei sich die gesamte Analytik bisher
noch im Bereich der Forschung befindet und in
Studienansdtzen gewissenhaft validiert werden
sollte. Dabei sind gerade in der metastasierten
Situation Fortschritte gemacht worden, eine He-
rausforderung bleibt die primdre Situation mit
geringer Tumorlast.

M Fazit fiir die Praxis

Die Méglichkeiten einer Liquid Biopsy sind viel-
seitig und nicht alleine auf die Untersuchungen
von Blut beschrankt. In Form der cfDNA-Analyse
und dem Nachweis sowie der Charakterisierung
der CTCs bietet die Liquid Biopsy in Zukunft in
Kombination mit der klassischen Gewebebiopsie
eine komplementdre Moglichkeit, die Behand-
lung von Tumorpatientinnen (Patienten) zu opti-
mieren. Allerdings wird es noch eine Zeit andau-
ern, bis diese Ansdtze in der Routine Anwendung
finden. Zundchst miissen die Methoden standar-
disiert werden, und auch die momentan noch zu
hohen Kosten sollten sich in einem vertretbaren
Rahmen befinden. Auch wenn noch einige Fra-
gen offen sind, sollte man jedoch nicht zégern,
Patientinnen und Patienten die Mdglichkeit zur
Teilnahme an klinischen Studien anzubieten,
die die Analyse einer Liquid Biopsy im Rahmen
einer zielgerichteten Therapie einbeziehen, um
die Wertigkeit dieser Bestimmungen fiir die Pa-
tientinnen/Patienten zu beurteilen.

M Zusammenfassung
Um eine Tumorerkrankung zu diagnostizieren
und die optimale Therapie zu evaluieren, wer-

den die sogenannten pradiktiven Faktoren einer
Tumorentitdt histopathologisch und molekular-
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pathologisch untersucht. Der Primartumor steht
jedoch fiir eine Analyse nur zu Beginn der Er-
krankung zur Verfiigung, und die Metastase ist
fiir eine Biopsie oft schwer erreichbar. Tumoren
gelten auRerdem als sehr heterogen, sodass eine
Biopsie moglicherweise nur einen Ausschnitt der
Erkrankung abbildet, aggressivere Subklone je-
doch nicht erfasst werden. Somit besteht der
Wunsch, aus einer sogenannten Liquid Biopsy
(Fliissigkeitsbiopsie), insbhesondere aus Blut,
Erkenntnisse {iber das jeweilige Krankheitsbild
zu gewinnen. Nicht nur die Friiherkennung von
Tumoren, sondern auch die Abschatzung des
Metastasierungsrisikos, die Identifizierung the-
rapeutischer Zielstrukturen und Resistenzmecha-
nismen sowie das Tumor-Monitoring soll hier-
mit gewdhrleistet werden. Unter Liquid Biopsy
versteht man die Analyse tumorabgeleiteter
Nukleinsduren im Blut, entweder in Form von
zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) zelluldr ge-
bunden oder frei in Form zellfreier Tumor-DNA,
oder aber auch in Form sehr kleiner Vesikel (Exo-
somen).

Bevor diese Art der Diagnostik in die Klinik Einzug
halt, miissen jedoch noch methodische Hiirden
iberwunden werden, inshesondere die Standardi-
sierung der unterschiedlichen Testsysteme, da ge-
rade in der Primdrsituation CTCs und Tumor-DNA
nur in kleinsten Mengen vorkommen, was eine
groRe Herausforderung an die Methodik darstellt.
Auch wenn die Integration von CTCs und zirku-
lierender DNA in klinische Studien, insbesondere
beim Mammakarzinom, schon stattgefunden hat,
sind noch viele Interventionsstudien mit hohen
Patientenzahlen notwendig, um die Liquid Biopsy
fiir die personalisierte Medizin zu nutzen.

Kasimir-Bauer S:
Circulating tumor cells and what they release:
Are liquid biopsies the future?

Summary: Cancer patients are usually treated
according to the so-called predictive markers on
their primary tumors. However, these markers can
change during the molecular evolution of distant
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metastases, finally leading to death. Primary
tumor tissue is only available at the time of first
diagnosis and metastatic tissue is often difficult
to obtain. Even if accessible, a single tumor
biopsy is mostly a single snapshot in time and
does not always mirror the characteristics of the
disease, mostly due to the known heterogeneity
of individual lesions. In this regard, the use of
biological fluids such as blood as a minimally
invasive method to obtain cell and nucleic
acid biomarkers would be an ideal »surrogate
tissue« to identify and monitor prognostic and
predictive factors that will help in selecting the
optimal therapeutic strategy for each individual
patient. The analysis of circulating tumor cells
(CTCs) or their products, e.g. circulating DNA,
microRNAs as well as extracellular vesicles, has
been discussed to reflect all subclones present at
a certain time point of the disease which allows
rapid and repeated sampling and sequential
monitoring of treatment response and disease
progression, enabling for earlier intervention
and treatment management in the follow-up
of disease evolution. However, the analysis
of blood-based biomarkers for routine clinical
use is still facing serious challenges since
standardised methods with regard to specificity
and sensitivity are lacking. Although CTCs and
circulating DNA have already been implemented
in clinical studies, especially breast cancer,
further studies including high patient numbers
are needed to implement liquid biopsy into
personalised medicine.

Keywords: liquid biopsy — circulating tumor cells
— circulating DNA — extracellular vesicles
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