- 14 || SCHWERPUNKT: IMMUNONKOLOGIE

Zirkulierende Tumorzellen: Multikulturell, manipulativ
und haufig in Begleitung - Gibt es neue Perspektiven?

S. Kasimir-Bauer

Immer mehr Menschen leben mit der Diagnose Krebs, wobei Brust-und Prostatakrebs dominieren.
Durch verbesserte Behandlungsmethoden steigt auch die Rate an Personen, die die Erkrankung tber-
leben. Ein Drittel der Betroffenen lebt weiter mit der Erkrankung oder hat ein erhdhtes Risiko, einen
Ruckfall zu erleiden und zu versterben. Gesucht werden Biomarker — bevorzugt im Blut — um die Er-
krankung besser zu verstehen, zu beobachten, friiher einzugreifen und eine sogenannte personali-
sierte Therapie durchfihren zu kénnen. Im Fokus stehen hier einzelne Tumorzellen, die im Blut zirku-
lieren, aber auch ihr genetischer Inhalt wird zunehmend untersucht, um diese Fragestellungen zu kla-
ren. Im Zeitalter der Immuntherapien wird auch die Interaktion der Tumorzellen mit Zellen des
Immunsystems bericksichtigt. Ein komplexes Geschehen, das therapeutisches Handeln zunehmend er-
schwert und im Folgenden naher beleuchtet werden soll.

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs):
Ein signifikant prognostischer
Marker fiir einen ungiinstigen
Krankheitsverlauf

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs)
sind Zellen, die sich schon frihzeitig
von soliden Tumoren lésen und das
Potential haben, tGber dasBlutin se-
kundédre Organe einzuwandern,
bevorzugt das Knochenmark, wo
sie als disseminierte Tumorzellen
(DTCs) bezeichnet werden. Aber
l[angst nicht alle Zellen haben einen
malignen Charakter und verursa-
chen eine Metastasierung. Die meis-
ten Studien sind bisher beim Mam-
makarzinom (Brustkrebs) durchge-
fuhrt worden, interessant deshalb,
weil DTCs hier Uber Jahre inaktivim
Korper verweilen kénnen, um letzt-
endlich spater im Sekundéarorgan
eine Metastase zu bilden [1]. Die
Publikationen zu CTCs sind in den
letzten Jahren exponentiell gestie-
gen, so dass eine Reihe von Eigen-
schaften dieser Zellen bereits iden-
tifiziert wurden. Diese bisher vor-
handenen Informationen sind
durch eine Vielzahl unterschiedli-
cher Nachweisverfahren evaluiert
worden, die alle Vor- und Nachteile
beherbergen und eine Standardi-
sierung vermutlich erschweren, je-
doch inhaltlich vergleichbare Er-

gebnisse gezeigt haben. Obwohl
die Prasenz und Persistenz der CTCs
sowie ihre prognostische Bedeu-
tung im Hinblick auf das verklrzte
progressionsfreie Uberleben (PFS)
und GesamtUberleben (OS) bereits
in zahlreichen klinischen Studien
durch die Analyse mehrerer tau-
send Patientinnen und Patienten in
unterschiedlichen Tumorentitaten
eindrucksvoll belegt wurden, ha-
ben gerade die CTCs den Einzug in
die klinische Routine in den meisten
Entitdten noch nicht geschafft [2].
Die Grinde dafur sind vielschichtig
und sollen im Folgenden naher be-
leuchtet werden.

CTCs: Multikulturell, manipula-
tiv und haufig in Begleitung

Die enorme Heterogenitat der CTCs
ist sicherlich ein Grund, warum es so
schwierig ist, sie zu erfassen, zu eli-
minieren und somitin den klinischen
Alltag zu integrieren. Neben epithe-
lialen, EpCAM-positiven CTCs, befin-
den sich in der Population der CTCs
auch Stammzell-ahnliche Zellen, die
sich immer wieder selbst erneuern
kénnen und nicht durch Chemo-
oder Radiotherapie eliminiert wer-
den. Einige CTCs verlieren ihren epi-
thelialen Charakter und wandeln
sich in mesenchymale Zellen um, was

man als Epitheliale-Mesenchymale-
Transition (EMT) bezeichnet, wobei
beide Populationen auch gleichzei-
tig prasent sein kénnen [1]. Weiter-
hin zeigen die CTCs im Vergleich
zum Primartumor (Metastase) ande-
re Charakteristika. Beim Mamma-
karzinom ist gerade im Hinblick auf
die sogenannten pradiktiven Mar-
ker (Hormonrezeptor [HR], Wachs-
tumsfaktorrezeptor [HER2]), die die
Therapie bestimmen, eine diskor-
dante Expression beschrieben wor-
den [3]. Auch weisen einige CTCs
beim Mamma-und Ovarialkarzinom
schon zu Beginn der Erkrankung Re-
sistenzmarker auf, so dass bei einem
Rezidiv der Erkrankung oder unter
Therapie Tumorzellen mit verander-
ten Eigenschaften das Tumorge-
schehen dominieren und daher die
gegebene Therapie nicht erfolg-
reich greifen kann [4, 5].

Gerade beim Mammakarzinom kann
es nach 10-20 Jahren zum Rezidiv
der Erkrankung kommen, wofur
man eine friihe Disseminierung der
Tumorzellen in sekundéare Organe
wie das Knochenmark verantwort-
lichgemacht hat. Lange hat mansich
gefragt, wie Tumorzellen es schaf-
fen, so lange in einem fur sie frem-
den Gewebe zuschlafen. Mittlerwei-
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Abb. 1: Die Wege der Tumorzellen. Ein(e) Tumor (Metastase) ist sehr heterogen und besteht nicht nur aus unterschiedlichen Tumor-
zellen, sondern wird auch durch Zellen des Immunsystems infiltriert, die das Tumorgeschehen mitbestimmen. Einzelne Tumorzellen
kénnen sich vom Tumor oder der Metastase I6sen und in die Blutbahn gelangen, wo sie als Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) be-
zeichnet werden (1). Einige CTCs bilden anschlieBend ein Duett (2), oder auch Zellverbédnde mit Inmunzellen, gerne Neutrophilen
(3), um dann singulér in ein sekundares Organ als DTC (4), wie das Knochenmark, einzuwandern (,,Dynamic Touch and Go"). Ein
Mechanismus, um in Ruhe zu schlafen, ist die Manipulation von Osteoblasten (knochenaufbauende Zellen) (5). So wie der Tumor/
die Metastase selbst, geben CTCs auch aktiv oder durch Apoptose/Nekrose ihre ,Zellinhalte” in das Blut ab. Dazu zéhlen die zirku-
lierende Tumor-DNA (ctDNA), microRNAs, in Vesikeln verpacktes Tumormaterial, aber auch Liganden (sPD-L1/2) von Tumor- und
Immunzellen, die prognostisch bedeutsam sein kénnen. Neben gesunden Zellen und ihrer Fragmente beinhaltet das Blut auch Zel-
len des Immunsystem, die das Tumorgeschehen beeinflussen, wie , Tumor Educated Platelets” (TEP). Abklirzungen: sPD-1: Soluble

Programmed Cell Death Protein 1; sPD-L1: Soluble Programmed Cell Death Protein Ligand-1 (modif. nach medicalgraphics.de).

le konnten einige Fragen beantwor-
tet werden. Es beginnt schon im
Tumor selbst, dass Tumorzellen sich
ein sogenanntes ,Schlupfloch” (Tu-
mor Microenvironment of Metasta-
sis [TMEM)]) schaffen, indem sie sich
mit im Tumor befindlichen Fresszel-
len (Makrophagen) und GefaBzellen
verbinden, um den Gewebever-
band zu verlassen, was beim Mam-
makarzinom mit einem erhéhten Ri-
siko der Fernmetastasierung assozi-
iert war [6]. Ein dhnliches Verhalten
wurde aktuell unter dem Titel ,Tu-
mor-Physik: Krebszellen verflussigen

sich und quetschen sich durchs Ge-
webe” durch den Leipziger Physiker
Prof. Dr. Kas in Kooperation mit der
Universitatsfrauenklinik in Leipzig
unter der Leitung von Frau Prof. Dr.
Aktas publiziert. Die Autoren fan-
den in Tumorproben Areale mit be-
weglichen Zellen sowie stabile, fest-
stoffartige Regionen ohne Zellbe-
wegung. Aus Sicht des Physikers
sollten sich Zellen nicht in einer dich-
ten Tumormasse bewegen kénnen,
doch die Farbung menschlicher Tu-
morproben direkt nach der Opera-
tion mit einem Fluoreszenzfarbstoff

belegte eindrucksvoll, wie sich Zel-
len und ihre Kerne buchstablich
durch das Gewebe quetschten, in-
demsie sich stark deformierten [7].

Eine Zusammenfassung der unter-
schiedlichen Tumorzellwanderungen
zeigt » Abbildung 1. Einmal im Se-
kundéarorgan wie dem Knochen-
mark angekommen, nehmen DTCs
»ErziehungsmaBnahmen” vor, um
im fremden (mesenchymalen) Um-
feld zu schlafen. Dabei manipulieren
sie in erster Linie die sie umgeben-
den knochenaufbauenden Zellen
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(Osteoblasten), die dann in der Fach-
sprache , Educated Osteoblasts” (er-
zogene/gebildete Osteoblasten) ge-
nannt werden und keinen schadi-
genden Einfluss auf die Tumorzellen
mehr austben [8]. Seit einigen Jah-
ren verdichten sich die Hinweise,
dass CTCs selten alleine in der Blut-
bahn zirkulieren, sondern durch
weiBe Blutzellen (WBC) unterstitzt
werden. Eine besondere Rolle spie-
len hier die Neutrophilen, Monozy-
ten und Makrophagen [9]. Aufwen-
dige Untersuchungen im Mausmo-
dell und folgend in 70 Blutproben
von Patientinnen mit fortgeschritte-
nem Mammakarzinom belegten,
dass die Mehrzahl der CTCs zwar sin-
gular zirkulierte, sich jedoch ein ge-
ringer Prozentsatz im Verbund mit
weiBBen Blutzellen befand, in erster
Linie den Neutrophilen und nur zu
einem geringen Anteil den Monozy-
ten. Die Prasenz dieser WBC-CTC-
Cluster assoziierten mit einem signi-
fikant kUrzeren PFS verglichen mit
Patientinnen, die singulare CTCs auf-
wiesen [10] Auch beim Nicht-klein-
zelligen Lungenkarzinom (NSCLC)
dominieren die Neutrophilen das
Immungeschehen im peripheren Blut
[11]. Eine andere Hypothese postu-
liert, dass CTCs zunachst den Tumor
singuldr verlassen, jedoch einmal in
der Blutbahn angekommen lhres-
gleichen suchen, Paare bilden und
in sekundare Gewebe einwandern.
Man spricht auch von einem ,,Dyna-
mic Touch and Go”, was in erster Li-
nie bei CTCs mit Stammzellcharakter
beobachtet wurde. Und auch hier
sind es die Cluster, die bei Gber 100
untersuchten Patientinnen mit Mam-
makarzinom mit einem signifikant
verklUrzten OS assoziiert wurden
[12]. Erstaunlicherweise interagie-
ren auch Thrombozyten mit Tumor-
zellen, wobei es bei Kontaktaufnah-
me beider Zelltypen zum Austausch
von tumorassoziierten MolekUlen
kommt. Auch hier greifen ,Erzie-
hungsmaBnahmen”, denn man be-
zeichnet die Thrombozyten dann als
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~Tumor Educated Platelets” (TEP),
in etwa vom Tumor ausgebildete
Thrombozyten. Somit kénnen selbst
Thrombozyten tumorgenetisches
Material beinhalten und zur néahe-
ren Blutanalyse hinzugezogen wer-
den[13].

Wie soll man eine solche Vielfalt an
ungunstigen Charaktereigenschaf-
ten therapieren? Unter dem Titel
,Gain Fat — Lose Metastasis” wurde
im Mausmodell klrzlich eine interes-
sante Hypothese aufgestellt. CTCs in
EMT sind besonders anpassungs-
fahig und daher ein Ansatzpunkt
fur therapeutische MaBnahmen. So
wurden Mausen besonders aggres-
sive, menschliche Mammakarzinom-
tumoren eingepflanzt und die Tiere
mit Trametinib (Proteinkinase-Inhi-
bitor) und Rosiglitazon (Diabetes-
Medikament mit der Eigenschaft der
Redifferenzierung maligner Zellen)
Uber zwei Wochen behandelt. Mam-
makarzinomzellen in EMT entwi-
ckelten sich zu Fettzellen, die sich
nichtim angrenzenden Gewebe aus-
breiteten und somit keine weiteren
Metastasen bildeten [14]. Nicht un-
interessant, aber fur die Klinik natur-
lich noch Zukunftsmusik.

CTCs als therapeutisches Ziel
am Beispiel Mammakarzinom:
Was haben wir gelernt?

Dadie prognostische Bedeutung der
CTCs unumstritten und klar definiert
ist, sind in den letzten Jahren weite-
re Studien konzipiert worden, um
gerade Patientinnen in der Primar-
situation der Erkrankung zielgerich-
tet zu behandeln [2]. Methodisch
dominiert hier das automatisierte
CellSearch System, das von der FDA
(Food and Drug Administration) im
Jahre 2004 fur die numerische Be-
stimmung angereicherter, EpCAM-
positiver (epithelialer) Zellen eine
Zulassung erhielt und im Laufe der
Jahre von ausgewiesenen Arbeits-
gruppen evaluiert wurde. Dabei gilt
eine Patientin in der Primarsituation

als CTC-positiv, wenn =1 CTC in
7.5 ml Blut detektiert werden. Das
System erlaubt neben der Verifizie-
rung einer epithelialen Zelle auch
die Bestimmung eines weiteren
Oberflachenmarkers. Hier ist der
Wachstumsfaktorrezeptor HER2 ei-
nes der prominentesten Ziele, fur
den therapeutische Optionen bei
Positivitat des Primartumors zur Ver-
fligung stehen. Unabhangig von der
genutzten Nachweismethode konn-
tenviele Arbeitsgruppen die Présenz
HER2-positiver CTCs in Patientinnen
mit HER2-negativen Primartumoren
nachweisen, so dass Studiengruppen
in Deutschland und Europa sowohl
in der Primarsituation, als auch bei
metastasierten Patientinnen Uber-
prifen, ob der HER2-Status auf CTCs
als pradiktiver Marker fur das An-
sprechen auf HER2-gerichtete The-
rapien angesehen werden kann [2].
Obwohl kleine Pilotstudien in den
Jahren zuvor gezeigt hatten, dass
Trastuzumab HER2-positive CTCs
und auch DTCs eliminieren kann
[15, 16], waren die Ergebnisse der
Treat-CTC- und NSABP B47-Studie
eher erntichternd [2, 17]. In TREAT-
CTC wurden 1.317 Patientinnen mit
HER2-negativem Mammakarzinom
mit kurativer Absicht eingeschlossen,
wobei 95 Teilnehmerinnen = 1 CTC
per 15 ml Blut nach OP und (neo)ad-
juvanter Chemotherapie aufwiesen.
63 Patientinnen wurden in zwei Stu-
dienarme randomisiert und erhiel-
ten entweder 6 Zyklen Trastuzumab
oder waren im Beobachtungsarm.
Primarer Endpunkt war der prozen-
tuale Anteil an Patientinnen mit per-
sistierenden CTCs =1 per 15ml in
Woche 18. Die Studie wurde jedoch
friihzeitig geschlossen, da 5 Patien-
tinnen im Studienarm noch mindes-
tens eine CTC zu diesem Zeitpunkt
aufwiesen, im Vergleich dazu 4 Pa-
tientinnen im Standardarm und
76 % der Patientinnen hatten HER2-
negative CTCs. Das Ergebnis wurde
mit der mangelnden Effektivitat von
Trastuzumab bei HER2-negativen



Patientinnen erklart, wobei es bei
Studienkonzeption noch unklar war,
ob HER2-negative Patientinnen von
Trastuzumab profitieren koénnten.
Diese Ergebnisse wurden dann auch
durch die Phase-lll-Studie NSABP
B-47/NRG bestatigt, die HER2-nega-
tive Patientinnen (HER2 FISH-negativ
in der Immunohistochemie 1+ oder
2+) inkludierte [18].

Als vielversprechend galten dann
die Studien mit Lapatinib. Die pro-
spektive, multizentrische Phase-II-
Studie CirCe T-DM1 hatte die Frage-
stellung, ob HER2-amplifizierte CTCs
bei HER2-negativen, metastasierten
Mammakarzinom-Patientinnen nach-
weisbar sind und ob diese Patientin-
nen auf die gegebene, spezifische
Anti-HER2-Therapie ansprechen. Die
Studie war letztendlich auch nega-
tiv, da in dieser Gruppe von Patien-
tinnen-CTCs mit einer HER2-Amplifi-
kation nur eine kleine Subgruppe re-

prasentierten [19]. Mit groBer Span-
nung wurden die Ergebnisse der
deutschen DETECT-III (NCT01619111)-
Studie erwartet, die Patientinnen
mit HER2-negativem metastasier-
ten Mammakarzinom, aber HER2-
positiven CTCs in zwei Studienarme
(Standardbehandlung oder Standard
in Kombination mit Lapatinib) ran-
domisierte. Obwohl sich die Elimi-
nierung der CTCs vom Studienstart
bis zur ersten Behandlungsbeobach-
tung nicht signifikant in den beiden
Studienarmen unterschied, war die-
se sogenannte , Clearance Rate” der
CTCs mit einem signifikant langeren
Gesamtuberleben assoziiert. Inte-
ressanterweise hatte die HER2-ge-
richtete Therapie im Vergleich zum
Standardarm einen positiven Effekt
auf das GesamtUberleben. Jedoch
wurden durch die Hinzunahme von
Lapatinib weder die Anzahl an CTCs,
noch die HER2-positiven CTCs ver-
ringert [2].
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Die HER2-positiven CTCs werden
weiter im Fokus bleiben, da beson-
ders Subgruppen, wie triple-nega-
tive Brustkrebspatientinnen (TNBC;
keine Expression von HR und HER2)
profitieren kénnten. In diesem Zu-
sammenhang konnte unsere Arbeits-
gruppe im letzten Jahr publizieren,
dass primare TNBC-Patientinnen
einen nicht unerheblichen, prozen-
tualen Anteil an ERBB2/ERBB3 (co-
dierend fur HER2/3) Uberexprimie-
renden CTCs sowohl vor als auch
nach neoadjuvanter Therapie auf-
wiesen. In einer umfassenden mole-
kularen CTC-Analyse, unter Betrach-
tung von 17 Genen, war die Prasenz
EGFR (Epidermal-Growth-Factor-
Receptor)-pos./ERBB2-pos./ERBB3-
pos. CTCs vor Therapie sowie ERBB2-
pos./ERBB3-pos. CTCs nach Therapie
pradiktiv fur ein signifikant verkdrz-
tes PFS, was in einer univariaten und
multivariaten Analyse fur die Familie
der ERBB-Gene bestatigt wurde [20].
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Ahnliche Ergebnisse wurden auch
von einer griechischen Arbeitsgrup-
pe bestatigt [21]. Somit ware eine
HER2-gerichtete Therapie bei TNBC-
Patientinnen mit persistierenden
HER2 (ERBB2/3)-positiven CTCs ein
moglicher Ansatz.

CTCs: Kénnen wir aus anderen
Tumorentitdten neue therapeu-
tische Ziele fiir das Mammakar-
zinom ableiten?

Sicherlich reprasentieren HER2-posi-
tive CTCs nur einen Teil der hetero-
genen CTC-Population beim Mam-
makarzinom, so dass standig neue
therapeutische Ziele evaluiert wer-
den, die therapeutisch vielleicht bes-
serzu eliminierensind. Gerade in der
bereits genannten Hochrisikogrup-
pe der TNBC-Patientinnen werden
immer wieder neue Ansatze ge-
sucht, um die Prognose dieser Pa-
tientinnen zu verbessern. Im Fokus
steht hier der Androgenrezeptor
(AR), der auch auf Mammakarzi-
nomzellen in unterschiedlichem Ma-
Be exprimiert wird. Beim Prostata-
karzinom hat gerade die CTC-Ana-
lyse dazu beigetragen, pradiktiv das
Ansprechen auf eine antihormo-
nelle Therapie vorherzusagen. Hier
weiB man, dass nicht der AR selbst,
sondern seine Varianten, insbeson-
dere die Variante 7, fur eine Resis-
tenz gegenuber der antihormonel-
len Therapie verantwortlich sind.
Auf der Ebene der CTCs konnte dies
molekularbiologisch eindrucksvoll
belegt werden, so dass Patienten,
die die Variante 7 auf den CTCs ex-
primierten ein signifikant verkrztes
PFS und OS aufwiesen. Die methodi-
sche Erweiterung der CTC-Analyse
hat den CTCs in dieser Tumorentitat
den Einzug in den klinischen Alltag
erméglicht [22, 23]. Ahnliche Unter-
suchungen haben wir in der Grup-
pe der TNBC-Patientinnen durchge-
fuhrt. AbschlieBend wissen wir, dass
eine Anti-AR-Therapie vermutlich
hier nicht erfolgreich sein wird, da
75 % der Patientinnen, die AR-posi-
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Abb. 2: Immuncheckpoint-Inhibitoren.
Immuncheckpoints sind wichtige Kon-
trollpunkte des Immunsystems und be-
finden sich auf T-Zellen, die deren Im-
munantwortsteuern. a) T-Zellen besitzen
Rezeptoren (T-Zellrezeptor; TCR) und so-
genannte Checkpoints (Programmed
Cell Death Protein 1; PD-1), die an Ligan-
den auf Tumorzellen (PD-L1) binden, da
diese bei Tumoren im Tumorgeschehen
hochreguliertsind. b) Durch Bindung von
PD-L1 an PD-1-Rezeptoren auf der Ober-
flache von T-Zellen wird die Aktivitat der
T-Zellen gemindert. ¢) Durch die Gabe
von Checkpointinhibitoren gegen PD-1
(z. B. Pembrolizumab, Nivolumab) oder
PD-L1 (z. B. Atezolizumab, Durvalumab,
Avelumab) wird die Bindung von Rezep-
tor und Ligand gehemmt und es kommt
zu einer erhéhten Aktivitat des Immun-
systems gegen die Tumorzellen.

tive CTCs aufwiesen auch CTCs mit
der Variante 7 beherbergten. Inte-
ressanterweise habensich aber CTCs,
die das prostataspezifische Mem-
branantigen (PSMA) Gberexprimier-
ten, als hochsignifikanter, pradikti-
ver Marker fur ein signifikant ver-
kUrztes PFS erwiesen [24].

In der sich im Vormarsch befind-
lichen immunonkologischen Thera-
pie sind die sogenannten Immun-
checkpoints ein zentraler Ansatz-
punkt, der sich auf T-Zellen befin-
det (Programmed cell death protein
1; PD-1) und die Immunreaktion

steuert (> Abb. 2). Tumorzellen nut-
zen den Mechanismus und inter-
agieren mit diesen Zellen tiber PD-L1
(Programmed cell death protein li-
gand-1), um sie letztendlich zu in-
aktivieren. Zu den bekanntesten In-
hibitoren zahlen Ipilimumab beim
Melanom, Nivolumab beim fortge-
schrittenen Lungenkarzinom und
Atezolizumab beim metastasierten
TNBC [25]. PD-L1 wird vermehrt auf
CTCs bestimmt, um Gewebebestim-
mungen zu ersetzen. Beim NSCLC
wurde eindrucksvoll belegt, dass die
Prasenz und Persistenz PD-L1-positi-
ver CTCs unter Therapie mit Nivolu-
mab mit einem Progress der Erkran-
kung assoziiert war, wobei diese
persistierenden Zellen vermutlich
eine Art Therapie-Escape-Mechanis-
mus darstellen [26, 27]. Beim Mam-
makarzinom gibt es bisher zwei
Studien, die sich mit dieser Thematik
beschaftigt haben. In einer kleinen
Studie mit 16 HR/HER2-negativen
Patientinnen wiesen 11 von 16 Pati-
entinnen PD-L1-exprimierende CTCs
auf[28]. Eine umfangreichere Studie
unter Einschluss von 100 frihen und
98 metastasierten Brustkrebspatien-
tinnen zeigte, dass gerade in der
letzteren Gruppe die Prasenz PD-L1-
exprimierender CTCs ein unabhan-
giger prognostischer Faktor fur ein
erhohtes Rezidivrisiko und ein kur-
zeres OS waren [29].

Aber auch flur Patientinnen mit
HER2-negativen CTCs werden aktu-
ell interessante Studienansatze eva-
luiert. Im Programm der DETECT-
Studiengruppe erhalten HR-positive
Patientinnen mit Indikation einer
antihormonellen Therapie in der
DETECT-IVa-Studie Everolimus (mTOR-
Inhibitor) oder den CDK4/6-Inhibitor
Ribociclib, wobei Patientinnen mit
Indikation einer Chemotherapie oder
HR-negativem Mammakarzinom mit
Eribulin behandelt werden (DETECT
IVb). Dabei werden in translationa-
len Programmen auch PI3K-Muta-
tionen sowie Receptor Activator of



NF-kB (RANK und RANK-Ligand)-Ex-
pressionen auf CTCs bei Patientin-
nen mit Knochenmetastasen unter
Gabe von Denosumab, einem Anti-
RANKL-Medikament, evaluiert [2].

CTCs: Sind ihre Inhalte nicht viel
informativer? Die Bedeutung
der Tumor-DNA und anderer
I6slicher Faktoren

Nachdem viele klinische Studien zu
CTCs eher negativ ausfielen und die
Methoden zur Selektion und Cha-
rakterisierung als oft aufwendig,
wenig standardisiert und teuer be-
schriebenwurden, stehtdie Analyse
ihrer zellularen Inhalte im Fokus.
Zusammengefasst unter dem Be-
griff Liquid Biopsy (FlUssigbiopsie)
versteht man hier neben der Be-
trachtung der CTCs auch die Analy-
se ihrer Komponenten wie Nuklein-
sauren, Proteine — frei oder in Vesi-
keln verpackt. Stark im Vormarsch
und in einigen Bereichen schon in
der Klinik angekommen, ist die Eva-
luierung der zellfreien DNA (cell-
free DNA [cfDNA]), zu der auch die
zirkulierende Tumor-DNA (circula-
ting tumor DNA [ctDNA]) zahlt. Tu-
morspezifische Aberrationen, wie
Mutationen in Tumorsuppressor-
Genen und Onkogenen, Mikrosa-
telliteninstabilitdt und DNA-Methy-
lierung wurden bereits im Blut de-
tektiertund gaben einen konkreten
Hinweis, dass DNA von Tumoren
oder Tumorzellen in die Zirkulation
gegeben wird. Auch wenn vielfach
argumentiert wird, dass die Isola-
tion und Charakterisierung metho-
disch einfacher und kostengunsti-
ger ist, sollte man diese Analysen in
keiner Weise unterschatzen. Eine
prazise, nicht immer kostengunsti-
ge Analytik ist notwendig, umkeine
falsch-positiven Ergebnisse zu ge-
nerieren. DNA hat im Blut eine
Halbwertszeit von 1-2 Stunden, ist
also schnell fragmentiert, so dass
auch die Praanalytik (z. B. Wahl der
Abnahmeréhrchen) eine entschei-
dende Rolle spielt. Weiterhin findet
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man in der onkologischen Situa-
tion eine Mischung aus cfDNA und
ctDNA, wobei es zunachst nicht
moglich ist, den Anteil an ¢tDNA
zu bestimmen, der je nach Tumor-
entitat stark variiert [30].

Jedoch sind heute sensible Metho-
den etabliert worden, die in einigen
Bereichen schon eine Zulassung er-
halten haben. Vielfach fur die Tu-
morprogression und Resistenzbil-
dung gegen endokrine und gegen
ERBB2-gerichtete Therapien beim
Mammakarzinom untersucht sind
Mutationen im Phosphoinositid-3-
Kinase-Signalweges (PI3K). Zugelas-
sen fur diesen Marker sind die Tests
Therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit
(QIAGEN) und der FoundationOne
Liquid CDx-Test (Next Generation
Sequencing, Foundation Medicine).
Auch von der FDA seit 2018 zugelas-
senistder Guardant360® ctDNA-Test
(Guardant Health) zur Therapieent-
scheidung und -Uberwachung fort-
geschrittener solider Tumoren. Da-
bei werden mehr als 70 Gene auf
Punktmutationen, zum Teil Indels
(Insertionen/Deletionen), Amplifika-
tionen und Fusionen untersucht. Zu
ihnen gehoért auch die Analyse von
Mutationen im Ostrogenrezeptor
(ESR1), die in 20 % der Metastasen-
biopsien von Mammakarzinom-Pa-
tientinnen und in der ctDNA detek-
tiert wurden, wobei der Nachweis
mit der Resistenz gegenuber der en-
dokrinen Therapie assoziiert war.
Ein weiterer Test mit FDA-Zulassung
im Jahre 2016 ist der Cobas®-Test
(Roche) zum Nachweis von Mutatio-
nen im EGFR-Gen zur Vorhersage
des Ansprechens auf eine Tyrosin-
kinaseinhibitor-Therapie beim fort-
geschrittenen NSCLC. Klinisch haben
gerade eine Vielzahl an Mamma-
karzinomstudien die Wertigkeit der
ctDNA-Analyse als pradiktiven und
Monitoring-Marker bestatigt. Dazu
zahlen die BELLE-, BOLERO-, MO-
NALEESA- und PALOMA-Studien,
PADA-1 sowie einige weitere, die

durch Nachweis der entsprechenden
PIK3CA-, ESR1- oder EGFR-Mutatio-
nen zeigen konnten, dass Patientin-
nen von den jeweiligen Kombina-
tionstherapien profitierten [31, 32].
Klinisch sicherlich Vorreiter im Be-
reich Mammakarzinom ist die plas-
maMATCH-Studie, die die ctDNA
von Uber 1.000 Patientinnen mit
fortgeschrittenem Mammakarzinom
im Hinblick auf Mutationen (ESR1,
HER2, AKT1) untersuchte, fur die
auch zielgerichtete Medikamente
zur Verflugung stehen (Fulvestrant,
Neratinib und Capivasertib). Die ers-
ten Studienergebnisse deuten da-
rauf hin, dass diese Vorgehensweise
eine zielgerichtete Behandlung er-
moglichen kann [33].

Jenseits der ctDNA: Welche
Analyten miissen wir zusatzlich
beriicksichtigen und welche
Rolle spielen losliche Marker
des Immunsystems?

Neben CTCs und ctDNA werden
aber auch andere Komponenten im
Plasma als geeignete Biomarker an-
gesehen, die das Feld insgesamt
nicht nur komplexer, sondern auch
komplizierter gestalten. Hierzu ge-
hoéren die sogenannten Exosomen
und Ektosomen, membranumhull-
te Vesikel, die vor allem auch von
Tumorzellen abgeschnirt werden
und ein ganzes Potpourri an Mar-
kern enthalten (Proteine, Lipide,
DNA, RNA). Es wird spekuliert, dass
diese Vesikel eine Art Transportsys-
tem zwischen verschiedenen Zellen
darstellen, um gegebenenfalls an-
dere, auch gesunde Zellen, mit Cha-
rakteristika der Tumorzellen zu be-
stlcken. Sie werden weiterhin mit
der Metastasierung, Angiogenese
und Proliferation in Verbindung ge-
bracht[1].

Die Gabe von Immuncheckpoint-In-
hibitoren verstarkt auch die Suche
nach pradiktiven Biomarkern, jen-
seits der CTCs. Die Liganden von
PD-1, PD-L1 und PD-L2 spielen eine



wichtige Rolle in der Tumorumge-
bung und werden als prognostische
Marker fur den Verlauf einer Erkran-
kung diskutiert. Unsere Arbeits-
gruppe hat in Kooperation mit PD
Dr. Vera Rebmann aus dem hiesigen
Institut far Transfusionsmedizin Stu-
dien zu 16slichem (soluble; s) sPD-L1
und sPD-L2 beim Ovarialkarzinom
durchgefihrt. Verglichen mit gesun-
den Spendern waren sPD-L1-Spiegel
zu Beginn der Erkrankung signifi-
kant erhéht und sPD-L2 erniedrigt.
Insbesondere sPD-L2-Spiegel waren
mit der Resistenz gegenlber einer
Platin-basierten Therapie und der
Présenz von CTCs mit Resistenzcha-
rakter assoziiert. Hohe sPD-L1-Spie-
gel wiesen auf ein erheblich ver-
kUrztes 5-Jahres-PFS und -OS hin,
wobei sPD-L1-Spiegel > 6,4 pg/ml
gerade Platin-sensitive Patientinnen
mit reduziertem PFS und OS identifi-
zieren konnten. Stratifizierte man
Platin-resistente Patientinnen ent-
sprechend dieses Cut-off-Wertes, so
gab es keine Unterschiede im Ver-
lauf der Erkrankung [34]. Bei unse-
ren Untersuchungen zum TNBC deu-
ten sich ahnlich spannende Ergeb-
nisse an, die jedoch noch nicht
veroffentlicht sind.
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Zusammenfassung

Die Maoglichkeiten einer Liquid Biopsy sind vielseitig und die klinische
Fragestellung wird vermutlich in Zukunft entscheiden, welcher Analyt
in welcher Tumorentitdt und der gegebenen klinischen Situation sinn-
voll ist. Die Internationalen Liquid Biopsy Gesellschaften arbeiten mit
Hochdruck vereint an dieser Thematik, beginnend mit standardisier-
ten Methoden. In ihrem Fazit sind sich die Gesellschaften aber einig,
dass erst eine Multi-Marker-Analyse (Immunmarker-beinhaltend) das
Gesamtbild der Erkrankung wiederspiegeln kann. Weiterhin mussen
fur die Bewertung der Daten Algorithmen erarbeitet werden, wobei
der kunstlichen Intelligenz eine groBe Rolle zukommen wird. Einen
kleinen Vorgeschmack, welches Ergebnis eine solche Analyse in der
metastasierten Situation des Mammakarzinomsim Therapieverlauf er-
zielen kann, ist in unserer aktuellen Publikation in der Fachzeitschrift
Genome Medicine umfangreich dargestellt. Die gleichzeitige Analyse
der Messenger-RNA (mRNA) und der genomischen DNA (gDNA) der
CTCs sowie der ctDNA oder in Vesikeln verpackter mRNA hat das Fazit,
dass alle Analyten voneinander abhangig sind, jedoch die gDNA der
CTGs in dieser kleinen Pilotgruppe von 26 Patientinnen die groBte In-
formation fur die Patientin enthielt [35]. Diese Ergebnisse weisen vor-
sichtig darauf hin, dass wir auf die CTCs zuklnftig in der Gesamtana-
lyse nicht verzichten kénnen. Sicherlich ist diese Vorgehensweise noch
Zukunftsmusik, da der Aufwand groB3 und die Finanzierung aktuell
noch in keinem vertretbaren Rahmen steht, doch die Entwicklung in
diesem Feld ist enorm und lasst spannende Ergebnisse erhoffen.
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18.

Summary

Circulating tumor cells: multicultural, manipulative and often accom-
panied — Are there new perspectives?
S. Kasimir-Bauer

The use of biological fluids such as blood as a non-invasive cell-and nuc-
leicacid biomarker pool would be anideal ,,surrogate tissue” to identi-
fy and monitor prognostic and predictive factors that will help in selec-
ting the optimal therapeutic strategy for each individual patient. The
International Societies of Liquid Biopsy recommend multi-marker ap-
proaches, including markers that represent the immune system, to get
the complete picture of the disease. Besides standardization of the
methods, we have to define algorithms including arificial intelligence
for interpretation of the data. One example how it could look like is
one of our recently published articles in Genome Medicine where we
demonstrated that each of the analyzed markers (mRNA of CTCs,
gDNA of CTCs, ctDNA and mRNA containing vesicles) in the follow-up
of metastatic breast cancer was dependent on each other with most of
the important information being present in the gDNA of CTCs in this
small pilot study including 26 patients [35]. Consequently, we cannot
replace CTCs by other markers. Although the analysis of blood-based
biomarkers for routine clinical use is too comprehensive and too cost
effective, at the moment, this field is rapidly moving forward and will
deliver exciting results within the next years.

Keywords: circulating tumor cells — circulating DNA - liquid biopsy —
immune checkpoints
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