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Meinen Eltern

und allen weiteren, die mich bei dieser Arbeit unterstiitzt haben.



Referat

Die hohe Letalitdt des Lungenkarzinoms ist maf3geblich auf die ausgepréigte Tendenz zur frithzeitigen
Metastasierung  zuriickzufiihren. Dariiber hinaus sind  Sreening-Methoden, mit denen
Lungenkarzinome und Metastasen in frithen Stadien verldsslich detektiert werden kénnen, noch immer
nicht ausgereift. Es wird davon ausgegangen, dass Metastasen durch zirkulierende Tumorzellen (CTC)
verursacht werden, die sich iiber die Blutzirkulation in anderen Organen als disseminierte Tumorzellen
festsetzen (Pantel und Brakenhoff 2004, S. 448) und sich dort weiter ausbreiten. Schon aus diesem
Grund sind der zunehmende Forschungsbedarf und das wachsende Interesse an CTCs zu erklaren. Der
seit langem offensichtliche Gedanke ist, dass man durch die Untersuchung dieser Zellen eine
verldssliche Aussage iiber den priméren Tumor und die Tendenz zur Metastasierung gewinnen kdnnte.
Das ist deshalb so wichtig, weil von vielen Malignomen mit den gingigen Untersuchungsmethoden
keine minimalinvasive Probe erhoben werden kann: Die histologische Absicherung eines Befundes
erfordert meist die operative Probenentnahme. Zudem ldsst sich dies im Regelfall nicht mehrfach im
Verlauf der Erkrankung durchfiihren, um z.Bsp. einen malignitdtsverddchtigen Befund zu
kontrollieren. Stattdessen konnte eine effektive Technik der CTC-Isolierung dem Patienten belastende
Prozeduren ersparen, sollte es gelingen, diese nur ,ertragreich® genug zu machen. Dieses Ideal der
CTC - Forschung, ndmlich durch die Isolation im Blut zirkulierender Tumorzellen, Informationen auf
den Primértumor zu extrapolieren, wird als ,,liquid biopsy* bezeichnet und ist in vielen Publikationen
vorzufinden. Somit ist das Ziel und die Vorstellung eine hohe Aussagekraft iiber die Erkrankung aus
dem unschwer erhéltlichen Blut zu gewinnen.

Konnen also zirkulierende Tumorzellen bei Lungenkrebspatienten in-vivo nachgewiesen werden,
indem man bei ihnen einen Metalldraht einsetzt, der mit einem bestimmten Oberfléchenprotein
beschichtet ist, dass zirkulierende Tumorzellen mit epithelialem Charakter daran haften? Diese Frage
soll mit dem funktionalisierten strukturierten medizinischen Draht (CANCERO1) beantwortet werden,
indem dieser mehrfach begleitend zur Chemotherapie anwendet wird. Ist eine zeitliche Entwicklung
der Werte erkennbar, konnen mit den ermittelten Werten Zusammenhénge zu Parametern wie dem
histologischem Typ, der TumorgroBe und dem Grad der Metastasierung hergestellt werden, sind

weitere Fragen, mit denen sich die vorliegende Arbeit beschéftigt.

Oerding, Clemens: In-vivo-Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen (CTC) bei
Lungenkrebspatienten mittels des antikdrperbeschichteten Drahtes ,,CANCERO01“, Halle
(Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 55 Seiten, 2017
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1 Einleitung

1.1 Lungenkarzinom

1.1.1  Epidemiologie

Das Lungenkarzinom gehort weltweit zu den hiufigsten Tumorerkrankungen. Mit einer Inzidenz von ca.
88,5/100.000 ménnlichen und 39,6/100.000 weiblichen Neuerkrankten pro Jahr steht es bei Méannern an
zweiter und bei Frauen an dritter Stelle der haufigsten Krebsneuerkrankungen. Lungenkrebs ist die hdufigste
Krebstodesursache bei Méannern und die dritthdufigste bei Frauen (Katalinic 2012), wobei in den letzten drei
Jahrzehnten eine deutliche Verschiebung der globalen Inzidenz von Industrienationen zu
Entwicklungsldndern zu verzeichen war. Eine deutlichere Zunahme der Inzidenz bei Frauen seit den 70er
Jahren des vergangenen Jahrhunderts wird haufig mit dem spiteren Einsetzen des gewohnheitsmifligen
Nikotinkonsums erklért (Dela Cruz et al. 2011). Der globale Héufigkeitsgipfel des Bronchialkarzinoms liegt
heute bei dem 55.-60. Lebensjahr, nur 5% der Patienten sind unter 40 Jahre alt (Herold 2015).

1.1.2  Atiologie

Die Enstehung des Lungenkarzinoms wird zum grofften Teil auf die Exposition von chemischen
Karzinogenen allen voran Nikotinkonsum zuriickgefiihrt (Dela Cruz et al. 2011). Dieser Zusammenhang
wurde erstmals 1964 in einem Bericht der US Public Health Service verdffentlicht worden (Dela Cruz et al.
2011). Dort wurde bereits kalkuliert, dass das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken abhingig von der Menge
des Zigarettenkonsums bis zu 20-fach im Vergleich zu Nichtrauchern erh6ht sein kann. Interessanterweise
wurde in einer 1912 veroffentlichten Studie, eine der ersten zur Diskussion der Obduktionsbefunde von
Lungenkrebs-Patienten, ,,primére maligne Neoplasien der Lunge* als ,,eine der seltensten Arten* (Dela Cruz
et al. 2011) dieser Krankheit beschrieben. Bronchialkrazinome machten zu dieser Zeit nur ca. 0,5 % aller
Krebs-Neuerkrankungen aus (Dela Cruz et al. 2011). Illustrierend ist dabei der Fakt, dass im Jahr 1900 der
durchschnittliche jéhrliche Zigarettenkonsum eines erwachsenen Amerikaners nur 100 Zigaretten und zur
Mitte der 1960er Jahre 4400 Zigaretten betrug. (Dela Cruz et al. 2011). So fanden sich seitdem in zahlreichen
Veroffentlichungen Bestitigungen dieser nunmehr seit Jahrzehnten unumstrittenen These, dass
Zigarettenrauch die Hauptursache fiir Lungenkarzinom-Erkrankungen darstellt (Dela Cruz et al. 2011). Bei
Doll & Peto wird bereits 1981 auf dessen wachsende epidemiologische Bedeutung und auf den eindeutigen
tiologischen Zusammenhang zu Lungenkrebs aufmerksam gemacht.

Die karzinogene Wirkung des Zigarettenrauchs ist maligeblich auf ,Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe (PAHs), aromatische Amine, N-Nitrosamine und andere organische und anorganische
Bestandteile wie Benzen, Vinychlorid, Arsen und Chrom* (Dela Cruz et al. 2011) zuriickzufiihren. Sogar
radioaktive Elemente sind hier zu nennen.

Insbesondere eine Form der Nitrosamine, das 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-Pyridyl)-1-Butanon (NNK) stehe

im Verdacht Adenokarzinome auszulosen und bewirkt iiber eine DNA-Mutation eine Aktivierung des k-ras-
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Onkogens. Dies wurde bei 24% der Adenokarzinomen der Lunge nachgewiesen. (Rodenhuis und Slebos

1992)

Obwohl zahlreiche Hinweise darauf existieren, dass andere Formen des Tabakkonsums z.Bsp, Zigarren und
andere Formen der Verbrennung und Inhalation von Substanzen z.Bsp. Marijuana einen &hnlich schédlichen
Effekt hinsichtlich der Karzinogenese haben, ist die Studienlage deutlich weniger umfénglich und folglich
nicht gut belegt (Dela Cruz et al. 2011).

Nichtraucher

Ein mit ca. 25% nicht unerheblicher Teil der Lungenkrebs-Erkrankungen betreffen lebenslange Nichtraucher
(oder solche, die lebenslang weniger als 100 Zigaretten geraucht haben) (Parkin et al. 2005). Diese Zahl
spiegelt vermutlich die Tatsache wider, dass in weiten Teilen der Erde Tabakkonsum, insbesondere bei
Frauen, eher eine Raritdt ist und gleichzeitig von Tabakrauch unabhéngige Risikofaktoren zur Entstehung
von Lungenkrebs exisitieren.

Insgesamt trat in den letzten Jahrzehnten mit deutlichen geographischen Unterschieden ein
Hiufigkeitsanstieg der Nichtraucher-assoziierten Lungenkrebsfille ein. Es lieBen sich aulerdem dabei zwei
Tendenzen vermuten: (1) Eine hohere Haufigkeit bei Frauen und (2) eine héhere Pravalenz in verschiedenen
Regionen z.Bsp. In Asien (Dela Cruz et al. 2011).

Hinweise auf nicht-Tabakrauch-assoziierte Griinde fiir Lungenkrebs gibt es fiir die Exposition mit Asbest,
Arsen, Beryllium, Cadmium, Chrom, Nickel, Siliziumverbindungen und Dieselkraftstoff-Dampfe (Driscoll
et al. 2005). Darunter zeigt sich Asbest als seit langem bekannte (erstmalige Erwéhnung als pathogenetischer
Stoff 1940) und in den Krankheitsentstehungsprozess auch von pleuralen Manifestationen involvierte Noxe.
Ebenfalls seit langem bekannt ist die krebserregende Wirkung von Radon. In einer amerikanischen Studie
wird der Anteil von Radon-assoziierten Lungenkrebs-Todesféllen bei insgesamt 10 % beschrieben. (Lubin
et.al 1995). Weiterhin existieren Daten {iber ein inverses Verhédltnis zwischen der Beliiftungssituation in
chinesischen Kiichen und der Lungenkrebs-Inzidenz bei weiblichen Nichtrauchern (Jin et.al. 2014, Mu et.al.
2013). Dieser Zusammenhang wird sowohl auf die Exposition mit hocherhitzten Oldimpfen, Kohlen, und
festen Brennstoffen als auch auf passiven Zigarettenrauch auf Grund schlecht beliifteter Réume
zurlickgefiihrt. Es besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Intensitidt und Dauer der Exposition
und dem Lungenkrebsrisiko.

Andere zumeist erregerbedingte vorangegangene Lungenerkrankungen lassen zumindest einen direkten oder
indirekten Einfluss iiber die Auslosung einer Lungenfibrose (wie im Falle des Torque Teno Virus) auf die
Lungenkrebsentstehung vermuten. Hierbei sind HPV, BK-, JC-Viren, Zytomegalieviren, Simian-Virus-40,
und Masernviren zu nennen. (Dela Cruz et al. 2011)

Dariiber hinaus wurden Losungsmittel, Verdiinner, Farben, Schweillgerite, Rul und Abgase als Ausldser von
Lungenkrebs festgestellt (Brenner et al. 2010). Zu den genetischen Determinanten, fiir die zum Teil

Medikamente mit spezialisierten Wirkmechanismen existieren, werden unter anderem Mutationen im EGFR-



Gen (Dela Cruz et al. 2011), KRAS-Gen (Kim et al. 2017), P53-Gen (Vaughan et al. 2017), EML4-ALK-
Fusionsgen (Soda et al. 2007), Her2-Gen (Maziéres et al. 2013), PIC3CA-Gen (Scheffler et al. 2014),
BRAF-Gen (Nguyen-Ngoc et al. 2015), hMSH und verschiedenen P450- und Glutathion-S-Transferase-
Enzymen (Dela Cruz et al. 2011) gezéhlt.

1.1.3 Klassifikation

Man unterteilt das Lungenkarzinom in kleinzellige (SCLC) und nicht-kleinzellige Lungenkarzinome
(NSCLC). Der Anteil von kleinzelligen Lungenkarzinomen liegt bei ca. 13%, wohingegen man das nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom in das Plattenepithelkarzinom (29%), das Adenomkarzinom (27%), das
groBzellige Lungenkarzinom (6%), und das Karzinoid (1%) unterteilt (Wilkerson et al. 2013, S. 485). Die
histologischen Typen weisen ein Geschlechterverhéltnis von

m :w = 3 :1 mit Ausnahme des Adenokarzinoms auf, bei dem ein Verhéltnis von m : w = 1 : 6 besteht. Alle

Sybtypen unterscheiden sich mafgeblich in Therapie, Prognose und Verlauf. Den Ursprung von epithelialem

Lungengewebe haben aber all diese histologischen Formen gemeinsam.

1.1.4 Klinik und Diagnose

Sowohl in Friih- als auch Spétstadien ist das Lungenkarzinom hiufig asymptomatisch. Das klinische Bild
und die zur Verdachtsdiagnose fiihrenden Symptome sind vielféltig und werden von lokal-verdringenden
sowie sekundiren endokrinologischen Symptomen (letzteres eher im Falle von kleinzelligen
Lungenkarzinome) bestimmt. Eine Ubersicht liefert die folgende Tabelle (beziiglich nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen NSCLC): (Aebi 2016):



Lokal tumorbedingt - Husten

- Dyspnoe

- Thoraxschmerzen

- Hamoptysen

- Blutig tingiertes Sputum beim Husten

- Obere Einflussstauung (oberes Vena-cava-
superior-Syndrom

- Dysphagie

- Stridor

- Heiserkeit (Stimmbandparese bei
Infiltration des N. recurrens)

- Armschwiche (Infiltration des Plexus
brachialis)

- Horner-Syndrom (Infiltration des Ganglion
stellatum)

Metastasenbedingt - Knochenschmerzen

- Schwindel/Kopfschmerzen/fokale
neurologische Defizite, Delir
Krampfanfille

- Lympfknotenschwellung (supraklavikulir)

- Ikterus

Allgemein - Gewichtsverlust
- Fieber
- Nachtschweif}
- Schwiche
- Paraneoplastische Syndrome
- autoimmun (Kollagenosen)
- endokrin
- himatologisch einschl. Gerinnung
- kutan, z.Bsp. Dermatomyositis
- metabolisch z.Bsp. SIADH (Schwartz-
Bartter-Syndrom) mit Hyponatridimie
- neurologisch, z.Bsp. Lambert-Eaton-
Syndrom, Anti-Hu-Syndrom
- ossér, z.Bsp. hypertrophe
Osteoarthropathie (Pierre-Marie
Bamberger-Syndrom)
- renal

Quelle: onkopedia.com



Im Falle der oben genannten Symptome erfolgt im Regelfall eine zielgerichtete Diagnostik. Ein Teil
der Diagnosen sind Zufallsbefunde gidnzlich ohne wegweisende klinische Symptome.

Die primdre Diagnostik umfasst eine umfassende Laboranalyse mit Bestimmung von Gerinnungparametern,
Blutbild, Elektrolyten, Nierenparametern, Leberparametern und LDH. Weiterhin ein CT des Thorax mit
Kontrastmittel, ggf. ein MRT, eine Bronchoskopie mit Biospie oder eine transthorakale Biopsie (Aebi 2016).
Nachdem ein Primértumor zytologisch und/oder histologisch nachgeweisen wurde, erfolgt die Feststellung
der Tumorausbreitung und Suche nach eventuellen Metastasen. Eine Ubersicht zum iiblichen Vorgehen

liefert die untenstehende Tabelle (beziiglich nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome NSCLC) (Aebi 2016).

Nach Komplettierung der Diagnostik und des Stagings erfolgt eine Einteilung nach TNM-Klassifikation, zu
der korrespondierend ein Stadium nach UICC bestimmt wird; auf beide soll hier nicht im Detail eingegangen

werden. Die Stadien sind entscheidend fiir die Wahl der Therapie und die Prognose.



ek Bei Pleuraerguss, ggf. Pleurabiopsie und
Thorakoskopie

Sonographie Oberbauch

PET-CT Bei kurativem Therapiekonzept

EUS/EBUS mit Biopsie Bei V.a. mediastinalem Lymphknotenbefall

MRT Schidel Suche nach zerebralen Metastasen

CT-Schidel Alternative zu MRT

Knochenszintigraphie Alternative zu PET-CT

CT Abdomen Alternative zu PET-CT

Mediastinoskopie Alternative zu EBUS/EUS

MRT Ganzkérper Falls PET-CT nicht mdglich, nur bei kurativem
Ansatz

Quelle onkopedia.com



1.1.5 Therapie

Die Therapie des Bronchialkarzinoms ist komplex. Viele Faktoren, darunter histologischer Typ, Stadium,
Begleiterkrankungen, Befallsmuster etc., bestimmen die Wahl der Therapie. Dabei ist insbesondere das
Stadium nach UICC ausschlaggebend, das sich nach der Tumorgréfle, der Invasivitit und der Art der
befallenen Strukturen, den begleitenden Komplikationen, der Lokalisation und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen und der Existenz von Fernmetastasen richtet.

Im Dienste der Ubersichtlichkeit, und um den Rahmen einer Synopsis nicht zu iiberschreiten, konzentriert
sich der folgende Absatz auf die Therape des Nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC).

Die Therapie der Wahl in den frithen Stadien (Stadium I-IIla) ist die chirurgische Entfernung (Vansteenkiste
et al. 2013). Grundsitzlich wird die Entfernung eines kompletten Lungenlappens dem Entfernen eines
Segments vorgezogen. In Abhéngigkeit vom Tumorstadium sollte eine adjuvante Chemotherapie erfolgen (es
wird eine Kombination aus einem Chemotherapeutikum mit Cisplatin empfohlen. Nach aktuellem
Kenntnisstand sollten in diesem Stadium molekulare Analysen keinen Einfluss auf die Wahl des
Chemotherapeutikums haben und es sind bei kurativem Therapieansatz auch keine Targeted-Therapies wie
z.Bsp. Erlotinib oder Crizotinib empfehlenswert). Eine adjuvante bietet gegeniiber einer neoadjuvanten
Chemotherapie einen overall-survival-Vorteil. Ein alternativer radikaler Therapieansatz in frithen Stadien ist
die Stereotaktische Ablative Radiotherapie (SABR). Diese ist bei Patienten mit COPD und hoherem Alter
mit einem niedrigen toxischen Effekt assoziiert. Radiotherapie in intensivierter Form wird bei Tumorgrofen
> 5 cm empfohlen in Blocken mit bis zu téglicher Anwendung. Eine postoperative Radiotherapie briachte bei
komplett-tumorresizierten Patienten keine, bei imkomplett-resizierten jedoch einen Vorteil.

Bei lokal ausgedehnten Lungenkarzinomen (LA-NSCLC) ist grundsétzlich eine Chemotherapie angezeigt,
sollte der Patient dies tolerieren. Am hiufigsten untersucht sind Kombinationen aus einem Platin-basierten
Chemotherapeutikum und einer Bestrahlung. Weitere Ansétze sind Platin-basierte Zwei-Chemotherapeutika-
Regime oder die Gabe von einem Platinbasierten Chemotherapeutikum mit anschlieBender Radiotherapie.
Bei nichtresektablen lokal fortgeschrittenen NSCLC ist sowohl die definitive (der Tumor wird ausschlielich
durch Radiochemotherapie behandelt, eine Operation erfolgt nicht) als auch neoadjuvante
Radiochemotherapie in Verbindung mit einer Operation moglich. (Vansteenkiste et al. 2013)

Im Stadium IV wird grundsétzlich ein palliatives Prozedere festgelegt, sollte es sich nicht lediglich um eine
solitdre Nebennieren-, ZNS- oder pulmonale Metastase handeln. In diesem Falle kommt ein kurativer Ansatz
mit mdglicher Operation in Frage (Aebi et al. 2016) ( Stadium IV betrifft 35-40 % der erstdiagnostizierten
Patienten [Aebi et al. 2016], ca. 70 % weisen ein systemisch oder lokal ausgebreitetes Krankheitsbild bei
Erstdiagnose auf [Molina et al. 2008]). Grundsétzlich stehen verschiedene Chemotherapeutika und im Falle
von EGFR- und Exon 19 und 21-Mutationen sowie ALK- und ROS1-Translokationen gezielte ,, Target-
Therapien zur Verfiigung. (Aebi et al. 2016) Hierfiir existieren bereits umfangreiche Schemata als Leitlinien

zur First-line-therapy und Empfehlungen zur Second-line-therapy (Chan, Hughes 2015).



1.1.6 Prognose

Die Prognose des Lungenkarzinoms variiert stark und wird von dem Tumorstadium bestimmt. Insgesamt
betragen die durchschnittlichen 5-Jahres-Uberlebensraten bei Minnern 16 % und bei Frauen 21 %. Dariiber
hinaus spielen fiir die Prognose das Alter, das Geschlecht, der Allgemeinzustand (z.Bsp durch den
Karnofsky-Index ausgedriickt) und die Ausprigung des Gewichtsverlusts und der systemischen
Entziindungsreaktion des Kdrpers eine Rolle (Simmons et al. 2015).

Die mittlere Uberlebenszeit von Stadium-IV-Patienten wurde in einer europdisch-multizentrischen Studie mit

7,8 Monaten beziffert (Simmons et al. 2015).



1.2 Zirkulierende Tumorzellen (CTC)

1.2.1  Definition CTC

CTCs sind Zellen, die sich aus dem Verband eines Primértumors 16sen, in das Gefd3system wandern und im
Blut (oder moglicherweise Lymphsystem) zirkulieren (s. Abbildung 1). Fiir ihre Entstehung sind Schritte der
metastatischen Kaskade notwendig: ausreichende Proliferation und Angiogenese des Primdrtumors, direkter
Kontakt zum Endothel der Kapillaren und Zirkulation bzw. Embolisierung (Fidler 2002). CTCs stellen eine
sehr kleine Zellpopulation dar. Nur ca. 1/10°-1/10° mononukleérer Zellen des Blutes von Krebspatienten sind
CTCs (Ross et al. 1993). Bei den géngigen ex-vivo Detektionsmethoden werden im Durchschnitt in 7,5 ml
Blut nur 1-10 CTCs gefunden (Xu et al. 2015, S. 10356; Allard et al. 2004, S.5; Riethdorf et al. 2007, S.
922).

1.2.2 Geschichtliches
Zirkulierende Tumorzellen sind seit geraumer Zeit Gegenstand medizinischer Forschung. Bereits im Jahr
1869 fand das Phidnomen FErwdhnung. Thomas Ashworth untersuchte Blutproben eines ausgedehnt
metastasierten Tumorpatienten unter dem Mikroskop mit einer Magentafirbung und sah darin dem
Primédrtumor &hnelnde Zellen. (Ashworth 1869). 1889
duBerte der englische Chirurg Stephen Paget die Hypothese,
dass zur Entstehung von Metastasen das Zusammenspiel
zwischen einem Primértumor (,,seed” = Saat, Samen) und
einem Zielorgan (,,s0il“ = Erde, Boden) notwendig wire.
(Fidler 2002)(seed and soil-Hypothese). Auch heute noch
findet sich die Kernaussage dieser Publikation in den
Erklidrungsansitzen der Metastasen- und CTC-Forschung
wieder.

Die Einfiihrung der Papanicolaou-Farbung im Jahre 1950
brachte groBere Sicherheit in der Diagnostik von CTCs.
Pathologen konnten nach Zentrifugation und Entfernung

von Erythrozyten die iibrigen Zellen auf Papanicolaous

Malignitdtskriterien =~ untersuchen:  Lobulierung  und
VergroBerung der Zellkerne, granuliertes und fragmentiertes
Chromatin (Jin et al. 2014, S. 34). Im Jahre 1959 zeigten die ﬁ’;ﬁgjﬁef (;gggmﬁon CTC, Quelle: Parkinson et.al,
Untersuchungen mittels Dichtegradienten-Zentrifugation von

S.H. Seal, dass CTCs ein hoheres spezifisches Gewicht haben als Leukozyten. Dennoch rdumte er ein, dass
die Schwankungsbreite dieser Werte hoher sein konnte als zundchst angenommen (Jin et al. 2014, S. 34). Zur

Positiv-Selektion diente weiterhin die Farbung und Untersuchung durch einen geiibten Pathologen. Weitere

wichtige Studien besagen, dass CTCs im Gegensatz zu Leukozyten als Cluster organisiert vorkommen



konnen und sich von jenen in Gréfie, Dichte und innerer Struktur unterscheiden (Jin et al. 2014, S. 34f.)
(Allen et al. 1974).

Die These von Talmadge und Wolman 1982, dass eine Metastase nur aus einer einzigen Zelle hervorginge
(Talmadge et al. 1982), unterstiitzt die Theorie, es handle sich um zirkulierende Zellen, die Metastasen
verursachen.

Trotz der langjahrigen wissenschaftlichen Bedeutung hat dennoch erst die grofe Bandbreite an Isolier- und
Charakterisierungsmethoden der letzten Jahre dazu gefiihrt, dass die Untersuchung/Charakterisierung von

CTCs zu einem vielversprechenden Aspekt der Krebsforschung wurden.

1.2.3 Methoden der CTC-Isolierung

Die bisher etablierten Methoden der CTC-Isolierung machen sich verschiedene Eigenschaften der
zirkulierenden Tumorzellen zunutze. Die hauptsidchlich angewandten Methoden lassen sich in drei Gruppen
unterteilen. Dabei soll hier auf das Hauptprinzip des Verfahrens eingegangen werden. Héufig werden
ndmlich verschiedene Methoden miteinander kombiniert um Vorteile der einzelnen Techniken auszunutzen.
So kann man zum Beispiel mit einer Zentrifugationstechnik sehr effizient nicht benétigte Zellen auf ein
Minimum reduzieren, erreicht aber eine geringe Reinheit der Zielzellen. Dafiir lieBe sich z.Bsp. Ein
Antikorper-gekoppeltes positiv-selektierendes Verfahren einsetzen.

Die drei Hauptgruppen sind: Mechanische Methoden, Elektrische Methoden und Immunologisch-

biochemische Methoden.

1.2.3.1 Mechanische Methoden

Dazu gehoren Sortierungen nach der GroBe der Zellen mittels eines Siebes oder dem Dichtegradienten
mittels Zentrifugationsverfahren.

Siebe kommen in verschiedenen Formen wie Poren, Pfeilern oder Verengungen im Lauf eines
mikroskopischen Tubus vor (Jin et al. 2014, S. 36). Dazu zdhlen Technologien wie ISET (RareCells, Paris,
Frankreich) (Vona et al. 2000). ISET und RareCells nutzen vergleichbare Ansdtze, werden aber von
unterschiedlichen Firmen vertrieben und sind daher nicht identisch,

Zentrifugationsverfahren sind z. Bsp. FICOLL (Noblet und Cutts 1967) und Oncoquick (Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland Rosenberg et al. 2002, S. 2). Beim Letzten handelt es sich um Rohrchen, die
durch einen Filter in zwei Kammern unterteilt werden. Nach der Zugabe von Blut und einer Tragerfliissigkeit
werden mittels Zentrifugation die Bestandteile nach Dichtegradient getrennt und anschlieBend entfernt.
Dieses Verfahren wird heute iiblicherweise als Vorbereitung fiir eine weitere Methode genutzt. Der
unspezifische Verlust von Zellen ist kein ausschlieBliches aber vermehrt beobachtetes Problem dieser
Methode (Millner et al. 2013). Die Anwendung nach solchen mechanischen Prinzipien ist auch deshalb
problematisch, weil sie hdufig mit Hilfe von Tumorzelllinien entwickelt werden (Jin et al. 2014, S. 35). Diese
sind im Gegensatz zu realen CTCs grofer und homogener. Aulerdem haben mehrere Studien die Vermutung

aufkommen lassen, dass kultivierte Krebszellen weniger verformbar als Leukozyten und reale CTCs, folglich
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besser zu isolieren sind (Jin et al. 2014, S. 35).
Weiterhin gibt es die Methode der Hydrodynamic Chromatography, die sich im wesentlichen
unterschiedliche Flussgeschwindigkeiten der zu untersuchenden Partikel zu Nutze macht. Ein Vorteil dieser

Methode ist die Moglichkeit groflere Probenmengen in kiirzerer Zeit zu untersuchen (Jin et al. 2014, S. 37).

1.2.3.2 Elektrische Methoden

Dielektrophorese (DEP) ist ein Verfahren, das sich unterschiedliche Zellgroen, Kern- und Zellmorphologien
zu Nutze macht (Jin et al. 2014, S. 38). Auf Grund dieser Eigenschaften ist auch die Tendenz zur
Polarisierung in einem elektrischen Feld unterschiedlich. Je stirker diese ausgeprégt ist desto groBer ist auch
die Tendenz in einer Versuchsanordnung durch das Medium zu einem der Pole zu wandern. Mit dieser
Methode konnen Zellen verschiedenen Phénotyps und physiologischer Stadien voneinander getrennt werden
(Jin et al. 2014, S.38). Allerdings hat das Verfahren in der Praxis der CTC-Forschung gegeniiber
Filtermethoden und Hydrodynamic Chromatography eine untergeordnete Bedeutung, da es an Selektivitét
gegeniiber Leukozyten und Verarbeitungsgeschwindigkeit schlechtere Ergebnisse aufweist (Jin et al. 2014,

S. 38).

1.2.3.3. Immunzytochemische Methoden

Es werden hier immunochemische Oberflicheneingenschaften der Zellen zur Differenzierung genutzt
(Millner et al. 2013). Damit ist eine Antikérperbindung an Oberflachenproteine der zu detektierenden Zellen
gemeint. Es existieren hierfiir verschiedene Systeme, die negativ- oder positiv-selektierend konstruiert
werden konnen, also entweder Antikorper einsetzen um {iberschiissige Zellen zu entfernen oder die
angestrebten Zellen direkt zu isolieren. Die ersten Schritte sind die Entfernung der Erythrozyten oder
Zelldetritus mittels Lyse oder einer mechanischen Methode (z.Bsp. Zentrifugation) und die Behandlung mit
mehreren Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpern bzw. Farbstoffen: Kern-DNA (DAPI) als Beweis fiir
die Existenz einer nukledren Zelle, EpCAM als hiufigsten epithelialen Marker, diverse Zytokeratine
ebenfalls als Hinweis fiir epithelialen Ursprung und CD45+ als Pan-Lymphozytenmarker zur
Negativkontrolle. So basieren diese Methoden zunichst auf der Annahme, dass es sich bei Zellen mit
epithelialem Charakter, die im Blut anzutreffen sind, um CTCs des diagnostizierten Karzinoms handelt.

Zu den beschriebenen Methoden zdhlt das FDA-zugelassene CellSearchTM der Firma Veridex, das eine
immunologische mit einer magnetischen Technik verbindet (Allard et al. 2004). Dabei werden
antikdrperbeschichtete Magnetkiigelchen in eine Blutprobe gegeben, die sich iiber die EpCam- Antikorper an
die Zellen binden und nach Inkubation magnetisch vom Uberstand getrennt werden. Auf diese Weise findet
eine Positiv-Selektion von CTCs statt. Eine immunologisch-magnetisch vermittelte Negativ-Selektion findet
sich bei dem Quadrupole magnetic sorter (Tong et al. 2007, S. 310). Das System dient einer Vorbereitung der
Probe filir die Weiterverarbeitung mittels RT-PCR (wobei diese hier als wichtige eigenstindige
Nachweismethode von CTC-RNA und DNA Erwéhnung finden sollte. Allerdings sind dafiir wie bereits

angedeutet Schritte der Aufreinigung und Konzentrierung nétig, von denen in diesem Kapitel die Rede ist).
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Dabei werden nach Lyse und Entfernung von Erythrozyten an CD45-AK gekoppelte Nanopartikel in eine
Probe gegeben und danach im magnetischen Feld getrennt. Ahnlich immunologisch-magnetisch
funktionieren Systeme wie MagSweeper (Talasaz et al. 2009, S. 1), bei dem ein magnetischer Arm, durch die
Probenfliissigkeit féhrt und darin befindliche Magnetpartikel anzieht. Jene sind je nach Methodik mit einem
Antikorper verbunden. Bei dieser Methode und bei CellSearch handelt es sich wie auch in der vorliegenden
Arbeit um Anti-EpCAM-Antikorper, die mit dem ausschlieBlich epithelialen Zelladhdsionsmolekiil EpCAM
eine Bindung eingehen und somit durch ihren epithelialen Charakter mit CTCs Bindungen eingehen sollen.
Das Prinzip wurde bereits an mehreren Tumorentititen getestet: Mammakarzinom (Cristofanilli et al.),
Prostatakarzinom, Kolorektales Karzinom und Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC) (Millner et al.
2013; Xu et al. 2015, S. 10352; Qian et al. 2015, S. 1).

Selbstverstandlich wird auch versucht CTCs ohne eine der beschriebenen Technologien zu detektieren.
Allerdings erfordert die konventionelle Auswertung und Betrachtung einer Probe unter dem
Fluoreszenzmikroskop nach wie vor einen Zwischenschritt zur Konzentrierung, da sonst ein verldssliches
Auffinden von CTCs nicht méglich wiére. Dafiir dienen hdufig mechanische Techniken wie Filter oder
Zentrifugen (wie oben beschrieben). Um diesen Schritt und den Nachteil des unspezifischen Zellverlusts zu
vermeiden wurde der Scanner FAST (fiber-optic array scanning technology) entwickelt. Dieses System sieht
die schnelle automatische Detektion von fluoreszenzmarkierten CTCs vor. Es wurde bereits eine Studie mit
Mammakarzinom-Patienten durchgefiihrt (Hsieh et al. 2006, S. 1894). FACS (Swennenhuis et al. 2013, S. 0)
(Durchflusszytometrie) ist in der CTC-Forschung ein Selektionssystem, das eingesetzt wird um eine
besonders hohe Reinheit einer bestimmten Zellpopulation zu erreichen (Millner et al. 2013). FISH
(Fluoreszenz-in-situ-Hybridiserung) dient der Detektion von Chromosomenanomalien und basiert ebenfalls
auf der Anwendung von Fluoreszenzfarbstoffen. Das ,,Jkonoscope™ (Ntouroupi et al. 2008, S. 791) ist ein
Scanner, der Fluoreszenzmikroskopie mit der FISH-Methode kombiniert um so bei EpCAM- und
Zytokeratin-positiven Zellen gleichzeitig eine Chromosomenaberration als Malignititszeichen festzustellen.
Die FISH-Verfahren nutzen aber eigens dafiir entwickelte Geréte fiir schnellere Scan-Geschwindigkeit und
somit hoheren Durchsatz.

Wie schon erwihnt ist die positiv-Selektion zirkulierender Tumorzellen mittels Antikdrperbindung gegen
EpCAM ein in mehreren Konstruktionen verwendetes Prinzip. In der vorliegenden Studie wurde ein
medizinisches Gerit verwendet, das erstmals CTCs in-vivo zu detektieren vermag.

Der Draht CANCERO1 hat bereits im Vorfeld in einzelnen Studien Anwendung gefunden. Dabei ist die

Machbarkeit der Detektion von zirkulierenden Tumorzellen nachgewiesen worden. Zuerst zu erwéhnen sei
hier eine deutsch-polnische Studie, die Patienten mit Lungen- und Mammakarzinomen einschloss (Saucedo-
Zeni et al. 2012). Allerdings wurde hier keine Kinetik untersucht, also die Anwendungen im Gegensatz zur
vorliegenden Arbeit nicht beim selben Patienten in einem bestimmten zeitlichen Rahmen wiederholt. Diese

Studie stellte die erste In-Vivo-Anwendung des Drahtes dar.

Eine jlingst von einer Arbeitsgruppe der Universitit Halle veroffentlichte Studie zeigte die erfolgreiche

Isolation bei Prostatakarzinom-Patienten in-vivo und ex-vivo (Theil et al. 2016). Ein weiterer Einsatz des
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Drahtes zeigte die Isolierbarkeit bei pra- bzw. postoperativen Lungenkrebspatienten (Chudak et al. 2016,
S. S104ft)).

Bei Gorges (Gorges et al. 2016) wurde der funktionalisierte Draht ebenfalls im Zusammenhang mit einer
Chemotherapie bei Lungenkarzinom-Patienten angewendet und ein Zusammenhang der CTC-Zahl zu den
Tumorstadien und dem Verlauf einer Erkrankung vermutet, allerdings wurde eine statistische Signifikanz

nicht beobachtet.
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2 Fragestellungen

Koénnen durch die Anwendung des funktionalisierten Drahtes bei Lungenkrebspatienten zirkulierende

Tumorzellen isoliert werden?

Lassen sich Zusammenhénge zu der Tumorentitit, dem Tumorstadium und der Kinetik der Verldufe in dieser

Proof-of-Principle-Studie herstellen?

Wie lassen sich die Ergebnisse in den Kontext vorangegangener Studien zu anderen Tumorentitidten und

Methoden der CTC-Isolierung einordnen?

Welche Vorschldge zu Methodik oder Studiendesign lassen sich fiir weiterfilhrende Studien formulieren?

Welche Ergebnisse geben Anlass fiir genauere Betrachtungen?
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3 Material und Methodik

3.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende Studie wurde der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Martin-Luther-
Universitiat Halle-Wittenberg vor Beginn der Untersuchungen im Dezember 2012 vorgelegt. Nach
ausfiihrlicher Beratung wurden keine Einwédnde gegen die Durchfithrung erhoben. Jeder Patient
stimmte schriftlich der Teilnahme an der Studie zu.

Es wurden insgesamt 24 Patienten der Klinik fiir Innere Medizin I, Schwerpunkt Pneumologie des
Universitétsklinikums Halle eingeschlossen, wobei fiir die konkreten statistischen Betrachtungen
letztlich Daten von 17 Patienten verwendet wurden (die weiteren konnten auf Grund vorzeitigen
Abbruchs der Studie, Wohnortwechsel, nicht auswertbarem Basiswert etc. nicht weiter betrachtet
werden). Zeitgleich wurde eine Ex-vivo-Studie durchgefiihrt, bei denen Daten von 10 gemeinsamen
Patienten zeitgleich zur in-vivo-Anwendung erhoben wurden (sieche Abbildung 3.1). Auf diesen

Zusammenhang soll in der vorliegenden Arbeit nicht vertiefend eingegangen werden.

Ex-vivo-Studie
25 Patieten

10 gemeinsame
Patienten

Abbildung 3.1.: Schema zum Studienaufbau In-vivo/Ex-vivo

Das mediane Alter zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses lag bei 66 Jahren. Die Alterspanne
erstreckte sich von 54 bis 77 Jahren. Voraussetzung fiir den Einschluss in die Studie war die Diagnose
eines primdren Lungenkarzinoms oder der Progress eines bekannten Lungentumors. Letztere
Patienten sollten fiir mindestens 12 Wochen keine tumorspezifische Therapie erhalten haben. Es
wurden Patienten mit allen histologischen Typen eingeschlossen. Fiir den Einschluss der Patienten in

die Studie war weiterhin entscheidend, dass eine Chemotherapie geplant war.
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3.2 Durchfiihrung der Visits

Es erfolgten 5 Anwendungen des Detektors:
Anwendung 1 unmittelbar, d.h. ca. 30 min vor Gabe der ersten Chemotherapie (bzw. des neuen
Chemotherapiezyklus), die weiteren Anwendungen (2,3,4,5) im Abstand von 2-4 Wochen bis zum

nichsten Restaging (siehe Abbildung 3.2).

Beginn Chemotherapie Restaging
— & j—0>o 2 o >
1 2 3 Monate

Abbildung 3.2.: Zeitliches Schema der Draht-Anwendungen
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3.3 Aufbau des Drahtes:

Es wurde das zertifizierte medizinische Gerét ,, CANCERO1“ der Firma GILUPI (Potsdam) verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen 16 cm-langen Metalldraht, dessen Spitze ( 2cm Linge) mit einer
Goldbeschichtung versehen ist (sieche Abbildung 3.3). Darauf ist ein Hydrogel aufgebracht, in das
chimére Antikorper gegen das epitheliale Zelladhésionsmolekiil EpCAM eingelagert sind. Kommen
im Blut zirkulierende Zellen mit epithelialem Charakter in Kontakt mit diesem Draht, findet eine
Antikorperbindung statt, {iber die sich die Zellen an den Draht anheften und auf diese Weise isoliert
werden konnen. Nach Fixierung der Zellen werden unter Zuhilfenahme verschiedener

Fluoreszenzfarbstoffe diese unter dem Lichtmikroskop begutachtet und gezahlt.

Venenverweilkaniile

Vene

Erythrozyten

Tumorzelle

Polymerféaden
mit Antikérpern

Antikarper

Funktionalisierte
Oberflache

Abbildung 3.3: Aufbau des funktionalisierten Drahtes und Anwendung mittels Venenverweilkaniile

Quelle: GILUPI
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3.4 Anwendung

Der Draht wird durch eine handelsiibliche periphere Venenverweilkaniile der GroBe 20G (Firma
BRAUN) ecingefiihrt. Diese sollte in der Kubitalvene angelegt werden, da hier am ehesten vom
Kontakt zu einem ausreichenden Blutvolumen ausgegangen werden kann (siche Abbildung 3.4).
Zudem haben Kubitalvenen normalerweise einen ausreichend geraden Verlauf, der das sichere Liegen
des Detektors ermdglicht. In Ausnahmeféllen musste auf Unterarmvenen zuriickgegriffen werden, da
im Laufe der Chemotherapie eine verdickte und verhértete Gefdlwand die Anlage einer
Venenverweilkaniile unmoglich machte. Das ist vermutlich auf fibrotische Umbauprozesse
zuriickzufiihren. Weiterhin wurde die Venenverweilkaniile in fast allen Fallen unmittelbar vor der
Drahtanwendung gelegt, um das Risiko von Umbauvorgingen und Reizungen der Venenwand zu

minimieren.

Abbildung 3.4.: Draht wihrend einer Anwendung

Zunichst wurde die Durchgéngigkeit mit der Verabreichung von 10 ml NaCl-Lésung gepriift.

Der Draht verblieb fiir 30 min bei ruhig gehaltenem, leicht angewinkeltem Ellenbogen und wurde nach

Entfernen in 3 Waschschritten mit PBS-Puffer gespiilt, somit von unspezifisch gebundenen Blutzellen

befreit, und anschlieBend fiir 10 min bei Raumtemperatur in Aceton fixiert. Diese Fixierung diente der

Konservierung und dem Transport des zu untersuchenden Substrats. Danach wurde der Draht fiir weitere

zehn Minuten an der Luft getrocknet und bis zum Versand bei -20°C aufbewahrt. Fiir weitere
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molekularbiologische Untersuchungen wurde bei jeder Sitzung im Anschluss direkt ein zweiter Draht
eingefiihrt. Auch hierbei wurde zunédchst mit 10 ml PBS Losung gespiilt. Dieser wurde nicht mit Aceton
fixiert sondern nur gewaschen, zerschnitten und bei -80°C zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Zur
quantitativen (sprich: mikroskopischen) Auswertung und zur Grundlage der vorliegenden Arbeit dienten

diese Drihte aber nicht.
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3.5 Féarbung der Drihte:

Die gebundenen Zellen wurden zunéchst permeabilisiert (0.1% Triton X-100/PBS fiir 10 Minuten),
geblockt (3% BSA/PBS fiir 30 Minuten). Die Anfarbung der Zellen erfolgte mit drei verschiedenen an
Antikorper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen. Hoechst-Kernfiarbung 33342, Anti-CD45-APC
(Exbio, clone MEM-28-Alexa647) sowie Anti-Pan-Cytokeratin (CK8, CK18, CK19: Exbio, clone
C11-Alexa488; Millipore, clone LPSK- FITC; Exbio, clone A53-B/A2-Alexa488) und Anti-EpCAM-
Farbstoff (Acris, clone HEA125-FITC). Die Anwendung einer Hoechst-Kernfiarbung diente dem
Nachweis, dass es sich um eine Zelle mit Zellkern handelt. CD45 ist ein Pan-Leukozyten-Protein
( leukocyte common antigene LCA). Die Farbung mit Antikorpern gegen dieses Protein diente dem
Nachweis unspezifisch gebundener Leukozyten. Die  Zytokeratine CK8, CKI18, CKI19 sind
Intermediirfilamente und epitheliale Strukturproteine, die in Karzinomen {iberexprimiert sind (Chen et
al. 2013, S.57). Somit dienten sie dazu, bei den zuvor gebundenen Zellen die Annahme einer
Malignitit zu stiitzen. Die Drahte wurden mit 20-facher Vergroferung in allen drei Fluoreszezkanélen
unter dem Lichtmikroskop (Axio Imager Al Mikroskop ausgestattet mit einer AxioCam
Digitalkamera und AxioVision 4.6 software (Zeiss)) betrachtet, nach Zellen durchsucht. Diese Zellen
wurden im Falle von CD45-Negativitdt sowie Hoechst- und Pan-CK-Positivitdt und/oder EpCAM-
Positivitat als zirkulierende Tumorzelle gewertet (siche Abbildung 3.5)

Dariiber hinaus musste die als CTC identifizierte Zelle eine Grofe zwischen 5 und 50 pum, einen
runden bis ellipsoiden Zellkern und ein zum Zellkern iiberwiegendes Zellkern/Zytoplasma-Verhéltnis

haben (Theil et al. 2016, S. 1).

Mikroskopische Betrachtung : Fluoreszenzfarbungen

Kernfarbung (DNA) CD45-Farbung EpCAM-Farbung Kombination
(Leukozyten) + gmlg’g@!m
k- _l
& @@@
Kernfarbung pos. + CD45-Farbung pos. Kernfarbung pos. + EpCAM+CK

. Farbung pos.

Zelle mit epithelialem——
_ Leukozyt Charakter im Blut ' CTC

Abbildunng 3.5.: Mikroskopische Auswertung nach Fluoreszenz-Anfarbung
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3.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS. Die CTC-Anzahl und die Uberlebenszeit wurden
dem Ergebnis des Restagings und dem histologischen Typ gegeniibergestellt. Fiir den

Vergleich der CTC-Anzahl der In-vivo/Ex-vivo Anwendung des Drahtes wurde der Wilcoxon-Test
verwendet, fiir die Untersuchung des Einflusses eines Basiswerts > 5 CTC auf den Verlauf der
Erkrankung und fiir den Zusammenhang mit dem histologischen Tumortyp der Chi-Quadrat- und
Fisher's Exact-Test.

Der Mann-Whitney-Test wurde fiir den Vergleich der CTC-Zahl-Entwicklungen in ihrer Kinetik
verwendet. Mittels des Kruskal-Wallis-Tests erfolgte die Untersuchung der CTC-Differenz zwischen
erster und letzter Anwendung gruppiert nach riickldufiger bzw. stabiler Erkrankung und einer

Progredienz.

Das Restaging erfolgte nach ca. 3 Monaten den aktuellen RECIST 1.1-Kriterien folgend.
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4 Ergebnisse:

4.1. Allgemeines

Von den insgesamt 24 Patienten wurden fiir die statistischen Auswertungen 17 Patienten
beriicksichtigt (Bei 3 Patienten konnte kein Basiswert bestimmt werden, in weiteren 4 Féllen verstarb
der Patient vor Abschluss des Restagings und letzter Drahtanwendung, verzog oder setzte die Therapie
aus sonstigen Griinden nicht fort). Bei 46/76 Anwendungen (59,2 %) konnten CTC detektiert werden.
Es fanden sich zwischen 1 und 92 CTCs, der Median lag bei 2 CTC.

Nach einer Untergruppierung der 17 Patienten in 12 Patienten mit und 5 Patienten ohne Metastasen
ergab sich fiir erstere ein Median von 4,5 CTC im Basiswert und eine Streubreite von 0 — 32 CTC,
damit etwas hohere Werte als bei der letzteren Gruppe mit MO, Median 2 CTCs und Streubreite 0 — 28
CTCs. Der Unterschied war nicht statistisch signifikant (p=0.977 , Wilcoxon rank-sum test). Die
Gesamtheit der Ergebnisse ist in Tabelle 4.3 dargestellt.

Eine eindeutige positive Korrelation zwischen dem Progress der Erkrankung und der CTC-Zahl im
Verlauf der Anwendung konnte nicht festgestellt werden. Es zeigten sich sogar durchschnittlich
geringere Zahlen beim Endwert im Vergleich zum Basiswert in der Progressive-Disease-Gruppe (siche
Tabelle 4.1.) Die Basiswerte > 5 CTC waren mit einem Anteil von 50 % in der Progressive-disease-
Gruppe anndhrend gleichverteilt mit der Partial-Remission/Complete-Remission/Stable-Disease-
Gruppe (43,6 %). Bildet man eine Rangfolge der CTC-Anzahl-Entwicklungen jeweils im Vergleich zu
der darauffolgenden Anwendung zeigte sich eine leicht groBere CTC-Abnahme in der Gruppe der
Remissions- und Stable-Disease-Patienten, der Zusammenhang war nicht statistisch signifikant
(Mann-Whitney-Test). Ebenso fand sich keine statistische Signifikanz hinsichtlich der CTC-
Differenzen der ersten und letzten Legung in den Gruppen riickldufige/vollstindig remittierte

Erkrankung und fortschreitende Erkrankung (p=2,2).

Die Kaplan-Meyer-Kurven (Diagramm 4.4.-4.6) zeigen Uberlebenszeiten im Vergleich zwischen PD
und CR,PR,SD, zwischen dem CTC-Mittelwert > 5 und < 5 und zwischen dem Basiswert der CTC-
Anzahl > 5 bzw, < 5.

In Diagramm 4.7 sind die gesamten Ergebnisse in Abhéngigkeit von der Anwendungsnummer und PD

versus CR/PR/SD dargestellt.
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4.2. CTC-Cluster

Bei 8 von 76 Drahtanwendungen wurden CTC-Cluster detektiert. Auffallend ist, dass Patienten, die in
der Summe der Anwendungen mehr als 4 CTC-Cluster aufwiesen ( 1 Patient mit insgesamt 7, 1
Patient mit insgesamt 8 CTC-Clusters) ausschlieBlich bei Progressive-Disease-Patienten
vorgekommen sind. Bei 3 Patienten, die in die weitere statistische Betrachtung nicht eingeflossen sind,
da der Basiswert nicht bestimmbar war, fanden sich ebenfalls 7-8 CTC-Cluster (2 Patienten) und 5-6
CTC-Cluster (1 Patient).
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Anzahl Patienten

Anzahl der Draht-

33 43 76
anwendungen

Mittelwert

der CTC-Anzahl 12 6 8

Median +
Standard-

abweichung
der CTC-Anzahl

4+20 0+12 2+ 17

Minimalwert
der CTC-Anzahl

Maximalwert

der CTC-Anzahl 922 36 922

Anteil der
Anwendungen 24/33 21/43 45/76
CTC-Zahl > 1 (72,7 %) (48,8 %) (59,2 %)

Anteil der
Patienten mit 3/7 5/10 8/17
einem Basiswert (42,9 %) (50 %) (47,1 %)
CTC (V1)> 5

Mittlere CTC-
Differenz:
V1 zu V5 2 -7 -3
(positiver
Wert=Zunahme)

PD=Prrogressive Disease, SD=Stable Disease, PR=Partial Remission, CR=Complete Remission. Basiswert = das Ergebnis der jeweiligen ersten

Drahtanwendung.
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4.3 Plattenepthelkarzinom

Die hochsten CTC-Zahlen sowohl in Hinblick auf Anwendungen, bei denen CTC isoliert werden
konnten als auch beim Mittelwert und den Basiswerten > 5 CTC zeigten sich bei den Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom (SCC) (sieche Tabelle 4.2). Dieser Zusammenhang wurde mit dem
Fisher's Exact Test untersucht und mit einem p-Wert von 0.00905 als statistisch signifikant
eingeschétzt und damit hinweisend auf hohere CTC-Anzahlen bei den Basiswerten von
Plattenepithelkarzinomen im Gegensatz zu anderen Lungenkrebs-Entitéten. Dariiber hinaus fanden
sich beim Plattenepithelkarzinom auch die hochsten CTC-Anzahlen. Sowohl Mittelwert als auch
Median waren mit 10 CTC bzw. 4 CTC am hdchsten. Ebenso lieB3 sich in der SCC-Gruppe der stérkste
Abfall der Zellen zum Zeitpunkt des Restagings verzeichnen (im arithmetischen Mittel eine Abnahme
von 13 CTC). Bei der grofiten Gruppe, der Patienten mit einem Adenokarzinom, lie sich eine leichte

Abnahme der CTC-Zahlen nach Chemotherapie und Restaging verzeichnen.
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Anzahl Patienten 9 5 3 17
Anzahl der

Drahtanwendungen 39 22 15 76
Mittlelwert

der CTC-Anzahl 9 10 4 3
Median

s 2219 4215 2:8 2o 17
der CTC-Anzahl

Maximalwert

der CTC-Anzahl 92 56 32 92
Minimalwert

der CTC-Anzahl 0 0 0 0
ﬁgiffleln(cll?lrn en 20/39 16/22 8/15 45/76
CTC-Zahl > 1 (51,3%) (72,7 %) (53,5 %) (59,2 %)
ot sinom Baseware | 2 515 13 817
CTC (V1)> 5 (22,2 %) (100 %) (33,3 %) (47,1 %)
Mittlere CTC-

lefgrenz: V1 zu V5 1 13 0 4
(positiver

Wert=Zunahme)

SCC=Plattenepithelkarzinom, SCLC=Kleinzelliges Lungenkarzinom. Basiswert = das Ergebnis der jeweiligen ersten Drahtanwendung.
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Tabelle 4.3.: Ergebnisse der einzelnen Visits

Patient | Histo- |Staging CTC-Anzahl Resultat | Uberleben
logie in-vivo (ex-vivo) Restag- ab ED
T N M|uicC Vi | V2 | v3 | v4 | vs /g [Monate]
001 SCLC | 4 | 2 |[1b| 1V n.a n.a 0 2 16 PR 43
002 [SCLC| 4|2 1b| IV n.a n.a 1 1 45 PR 16
5x2,2x3
CTC-
Cluster
003 Ad.-C [1b| 3 |1b| 1V n.a 3 10 6 54 PD 30
1x2 1x>3 1x2
CTC- | CTC- | CTC-
Cluster | Cluster | Cluster
004 Ad-C | 3 |3 | 0 | IIIb 0 25 6 25 21 PR 26
2x2 2x2
CTC- | CTC-
Cluster | Cluster
k. | k.
005 Ad.-C 1b| IV 2 11 92 17 0 PR 8
A. | A.
1x2
CTC-
Cluster
006 SCLC| 4 3 1b| IV | 0 Exitus 1
letalis
007 SCC [ 4|3 |1b| IV 32 37 1 PD 6
4x2 3x2
CTC- | CTC-
Cluster | Cluster
Therapy
008 |SCLC |3 |3 |1c| IV | 13 | 32 el 1
continue
d
1x5 3x2
CTC- | CTC-
Cluster | Cluster
009 SCC [ 4|3 |1b| IV 6 19 7 0 PR alive
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Tabelle 4.3.: Ergebnisse der einzelnen Visits

Patient | Histo- |Staging CTC-Anzahl Resultat | Uberleben
logie in-vivo (ex-vivo) Restag- |ab ED
1x2 ing [Monate]
CTC- Stand Dez. 2016
Cluster
010 SCC |1b | X | 0 IA2- 28 56 4 3 0 PD 9
IIIb
1x2 7x2-3
CTC- | CTC-
Cluster | Cluster
011 Ad-C | 4 | 3 |1a| 1V 35 0 PD alive
6x2
CTC-
Cluster
012 |Ad-C| 4 | 2|0 | IIIb 0 0 0 0 PD 4
Change
013 |SCLC|2a X |1b| IV | 0 6 it 2
Residen
ce
014 ScC (1|1 |1b| IV 8 0 0 0 2 PD 10
Exitus
015 |Ad-C| 2|2 |1b| IV 0 0 0 . 2
letalis
016 |[SCLC| 4 |3 |1b| 1V 0 0 0 0 2 PD 8
017 |Ad-C| 4|2 |1 v 4 0 0 5 4 PD 19
018 SCC | 4|3 |1a| 1V 6 0 2 4 14 PR 17
019 |Ad-C| 2|2 |1b| IV 0 0 6 7 1 PD 6
020 Ad-C| 4|2 |1b| IV 0 79 0 2 0 PR 16
021 |Ad-C| 4|3 |1b| 1V 5 5 0 PD 9
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Tabelle 4.3.: Ergebnisse der einzelnen Visits
Patient | Histo- |Staging CTC-Anzahl Resultat | Uberleben
logie in-vivo (ex-vivo) Restag- ab ED
ing [Monate]
Stand Dez. 2016
022 | Ad-C|1a| 2 | 0 | Illa 9 15 0 SD alive
023 |SCLC| 4 | 3|0 | IIIb 2 4 9 CR alive
024 SCLC |2 2 |Ib| IV 8 0 32 PD 9

Tabelle 4.3: PD=Progressive Disease, SD=Stable Disease, PR=Partial Remission, CR=Complete Remission. Ad.-C.=Adenokarzinom,
SCC=Plattenepithelkarzinom, SCLC=Kleinzelliges Lungenkarzinom. Grau hinterlegt: Patienten, die in die stastistische Betrachtung nicht
eingeflossen sind (Pat.001-003: kein Anfangswert, Pat.006,008,011,013 kein Endpunkt bzw. kein Restaging nach ca. 3 Monaten erfolgt).

29




4.4 Reprisentative Verldufe

In den Abbildungen 4.1 — 4.3 sind Verldufe von Patienten dargestellt, bei denen die vermutete
Korrelation der CTC-Zahlen mit dem Krankheitsverlauf ersichtlich war, d.i. bei Progressive Disease
(PD) eine Zunahme und bei Partial Remission (PR) und Complete Remission (CR) eine Abnahme. Zu
beachten ist, dass sich nicht bei allen Patienten eine einheitliche Zahl an Anwendungen realisieren
lieB. Die letzte Anwendung fand immer zum Zeitpunkt des Restagings statt (im Falle von Pat. 006 und

Pat. 018 nach 5 Anwendungen bzw. im Falle von Pat. 010 nach 4 Anwendungen).

Pat. 005 (siche Abbildung 4.1): Partial Remission, Adenokarzinom, Alter bei Diagnosestellung: 57
Jahre: Nach einem anfanglichen Anstieg der CTC-Anzahl, liegt diese beim Restaging bei 0.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

CTC-Anzahl

1 2 3 4 5

Anwendung

Diagramm 4.1: Pat. 005, Partial Remission
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Pat. 009 (siche Abbildung 4.2): Partial Remission,

Plattenepithelkarzinom, Alter bei

Diagnosestellung: 61 Jahre: : Auch hier zeigt sich nach einem anfanglichen Anstieg ein Absinken der

CTC-Anzahl auf 0.

40
35
30
25
20
15
10

CTC-Anzahl

Anwendung

Diagramm 4.2: Pat. 009 Partial Remission

Pat 017: Progressive Disease (siche Abbildung 4.3), Adenokarzinom, Alter bei Diagnosestellung: 62

Jahre: Nach einer anfinglichen Reduktion der Werte auf 0, ergibt sich zum Zeitpunkt des Restagings

ein erneuter Anstieg.

20
18
16
14
12
10

CTC-Anzahl

O N A O O

1 2 3

Anwendung

Abbildung 4.3.: Pat. 017 Progressive Disease
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Diagramm 4.4.: Kaplan-Meyer-Kurve zum Zusammenhang des CTC-Mittelwertes und der Uberlebnszeit. Eine statistische

Signifikanz wurde nicht erreicht.

CTC_Basiswert
—— CTC-Basiswert 0-4 CTC
—— CTC-Basiswert 25 CTC
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=2 80
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Diagramm 4.5.: Zusammenhang zwischen der Hohe des Basiswertes CTC und der Uberlebenszeit: Eine statistische Signifikanz

wurde nicht erreicht
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Krankheitsverlauf
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— PD
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Diagramm 4.6: Kaplan Meyer-Kurve zum Vergleich der Uberlebenszeit mit dem Krankheitsverlauf (beim Restaging)
100 |
80 |- =
V1
60 [ = V2
« V3
40 |- ~r V4
. = V5
= A
20 =
= - [ ] = 3
Ok = ep @ - mo e 12%3 W
CR/PR/SD PD

Resultat_Restaging

Diagramm 4.7.: CTC-Anzahlen der einzelnen Visits bei Gegeniiberstellung des Restaging-Resultats (CR/PR/SD vs. PD)
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In Abbildung 4.1. finden sich repriasentative Ergebnisse der lichtikroskopischen Untersuchungen mit

Erlduterungen.

EpCAM/ Kern- CD45 Merge
Cytokeratin farbung (Leukozyten)(Kombination)

C1C

50

=

o
o

.

an
o

CTC-
Cluster

o o
ww..EJ

Leukozyt

Abbildung 4.1.: Reprdsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von CTC, CTC-Clustern und Leukozyten.
Man beachte die unterschiedliche Anfirbbarkeit in den einzelnen Farbkandlen
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5 Diskussion:

In der vorliegenden Arbeit konnten gezeigt werden, dass zirkulierende Tumorzellen bei
Lungenkrebspatienten isoliert werden konnen und begleitend zur Chemotherapie mit mehreren
Anwendungen eine kinetische Beobachtung mdglich ist.

Es lieBen sich mit dieser In-vivo-Methode bei dem iiberwiegenden Teil der Patienten Zellen isolieren, die
nach Anfarbung mittels verschiedener Fluoreszenz-markierter Antikorper und unter Berilicksichtigung
zytologischer Malignitdtshinweise am wahrscheinlichsten zirkulierende Tumorzellen sind. Weiterhin lassen
der Mechanismus der Detektion, die Grunderkrankung sowie die Ergebnisse vergleichbarer Studien mit
Negativ-Proben und einem vergleichbaren System (Allard et al. 2004) die Annahme zu, dass es sich um
zirkulierende Tumorzellen handelt. Zwar konnen bei Patienten mit benignen Dickdarm- und
Brusterkrankungen CK-positive Zirkulierende Zellen detektiert werden, doch treten diese in geringerer
Anzahl auf und die histopathologischen Eigenschaften lassen in den meisten Féllen keine malignen Kriterien
erkennen. Diese Studien wurden mit dem prinzipiell vergleichbaren System CellSearch durchgefiihrt. Es
wird vermutet, dass Entziindungsreaktionen mittels inflammatorischer Zytokine zu einer Migration von
epithelialen Zellen fiihren (Pantel et al. 2012, Allard et al. 2004).

Die Menge der detektierten Zellen pro Anwendung und Detektionshdufigkeit von zirkulierenden
Tumorzellen dhnelt den Ergebnissen vorangegangener Studien mit der Verwendung desselben Systems bei
Lungenkrebs-, Prostatakazinom-, und Diinndarmkarzinoidpatienten (Gorges et al. 2016; Theil et al. 2016;
Mandair et al. 2016).

Teile dieser Arbeit stehen im Widerspruch zu vorher publizierten Ergebnissen. Gegensétzlich zu den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen mit derselben (Gorges et al. 2016) und vergleichbaren Methoden
(Hou et al 2012, Krebs et al. 2011) konnte kein Zusammenhang hergestellt werden, der eine direkte
Proportionalitdt zwischen Zunahme der Krankheitsbefunde und Anzahl der CTCs bei Restaging nahelegt.
Die Differenzen zwischen der jeweils ersten und letzten Anwendung waren in den Gruppen
riicklaufige/komplett remittierte Erkrankung und progrediente Erkrankung nicht signifikant verschieden
(P=2,2). Es zeigte sich sogar ein gegensitzlicher Trend: Die Progressive-Disease-Patienten zeigten (als
einzige) einen Abfall der CTC-Anzahl im durchnittlichen Verlauf der Messungen. Zu diskutieren ist bei
diesen Patienten ein groBerer Verlust der EpCAM-Expression im Rahmen der Epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT). Diese wird als wichtiger frither Schritt in der Entstehung von CTC und Metastasen
angeschen, indem nidmlich die Mobilisierung aus einem Zellverband initiiert wird (Bonnomet et al. 2010;
Gunasinghe et al. 2012). Weiterhin ist ein Ansprechen der Chemotherapie auf weniger entdifferenzierte, fiir
die Krankheitsprogredienz weniger entscheidende Zelltypen denkbar, wohingegen solche Zellen, die bei
einem Teil der Progressive-Disease-Patienten zu einer Vergroferung der Metastasen gefiihrt haben, nicht

ausreichend detektierbar und gleichzeitig weniger Chemotherapie-responsibel sein konnten.
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Die Anteile von Patienten mit Basiswerten > 5 CTC waren in den Gruppen Partial-Remission/Complete-
Remission/Stable-Disease und Progressive disease vergleichbar. Weiterhin fand sich kein Zusammenhang
zwischen dem Tumorstadium zum Zeitpunkt der ersten Anwendung und der korrespondierenden CTC-
Anzahl. Zu letzterem Ergebnis ist eine Arbeitsgruppe in einer vorangegangenen Studie ebenfalls gekommen
(Chudak et al 2016). Ein sich frith abzeichnender Trend, der prognostische Aussagen durch den Basiswert
zuldsst, konnte nicht nachgewiesen werden. Da keine statistische Signifikanz erreicht wurde, sind

weiterfithrende Studien notwendig, die diese Fragestellung untersuchen.

Im Gegensatz zu vorigen Studienergebnissen (Gorges et al. 2016) zeigten sich keine hoheren CTC-Zahlen
bei Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom (SCLC) (Sowohl in Hinblick auf den Basis-, Durchschnitts-
und Endwert der CTC-Anzahl; die Ursache konnten grofie intra- und interindividuelle den zahlreichen
Einflussfaktoren der Methode geschuldete Schwankungen der CTC-Anzahl sein). Vielmehr war dies bei den
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom (SCC) der Fall. Auffallend war der hohe Anteil von
Anwendungen, bei denen mehr als eine CTC detektiert wurde, und dass bei allen Patienten der erste Wert der
Visits > 5 CTCs betrug. Ebenso fand sich in der SCC-Gruppe die gravierendste Abnahme der CTCs
begleitend zu den Messungen und der Chemotherapie (Median -13 CTCs). Einschrankend ist zu erwéhnen,
dass dieser Histotyp nur auf 5 Patienten zutraf und verschiedene Resultate beim Restaging erzielt wurden
(siche Tabelle 3.2.). Fiir den Zusammenhang zwischen dem CTC-Basiswert > 5 CTC und der Tumorentitit
wurde eine statistische Signifikanz errechnet (Fisher's Exact Test).

Die Therapieformen bei diesen Patienten waren sowohl initiale alleinige Operation mit Chemotherapie nach
der Feststellung einer Progressive Disease als auch unmittelbare Chemotherapie. Die nachweislich hohe
Expression von EpCAM bei Zellen eines Plattenepithelkarzinoms konnte eine Erkldrung fiir die

vergleichsweise hohen CTC-Basiswerte und hohe Chemotherapie-Responsivitit sein (Pak et.al. 2012)

Hinsichtlich der Resultate konnen mehrere Einflussfaktoren diskutiert werden: Zum einen war die
Studienpopulation mit 24 eingeschlossenen Patienten und schlieBlich 17 Patienten in der statistischen
Auswertung vergleichsweise klein.

Die Methode der CTC-Isolierung ist hohen intra- und interindividuellen Schwankungen des Testablaufs
unterworfen und bisher nicht standardisierbar: Fine Venenverweilkaniile wird vor jedem Versuch neu
eingebracht. Das in Kontakt tretende Blutvolumen schwankt vermutlich in Abhéngigkeit von dem
punktierten BlutgefdB, der Kompression durch das umliegende Gewebe und der Anatomie des vendsen
GefiBes z.Bsp Venenklappen. Weiterhin sind die Flussgeschwindigkeit, der GefdBdurchmesser und die
lokale GefaB3struktur als Einflussfaktoren anzunechmen. In manchen Féllen, namentlich wenn die Punktion
einer Kubitalvene erfolglos war, wurde auf eine Vene am Unterarm ausgewichen. Dieser Zusammenhang
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht genauer untersucht.

Es wurde bislang nicht untersucht, ob zirkulierende Tumorzellen in allen Abschnitten des arteriellen und

vendsen BlutgefiBsystems in gleichméBiger Verteilung anzutreffen sind. Methodische Optimierungen des
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Drahtes sind notwendig. Mit dem Ziel, die Nachteile der peripheren Zirkulation zu umgehen, existieren
mehrere Studien, bei denen zumeist im Rahmen von Operationen Pulmonalvenenblut gewonnen wurde (Phil
et al. 2016; Okamura et al. 2009; Sawabata et al. 2016). Nach wie vor ist die Menge an zirkulierenden
Tumorzellen und wie oft diese den Kreislauf passieren konnen nicht genau gekldrt. Bei Phil et al. und
Okamura et al. wird zwar das ebenfalls EpCAM-basierte Cellsearch-System verwendet, dennoch wurden hier
im Pulmonalvenenblut deutlich hohere CTC-Anzahlen bestimmt als im parallel gewonnenen peripher-
venOsen Blut. Dies stellt den Versuch dar, einen ,,Goldstandard“ zu etablieren, an dem Methoden, an
peripheren BlutgefiBen CTCs zu isolieren, gemessen werden konnten. Bei Funaki et al. 2010 zeigten sich,
wenn auch mit einer anderen Methode, im Pulmonalvenenblut hohere Anteile an CTC-Clustern als in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnten. Einschriankend ist hier zu erwahnen, dass in den meisten
Studien vor und nach chirurgischer Intervention CTC bestimmt wurden und nach der Intervention im
Regelfall deutlich hohere Zahlen vorlagen, was die Mutmalung nahelegt, dass jede Art von Manipulation im
Bereich der Lunge Zellen mobilisieren und diese unabhéngig vom Tumorstadium etc. den gewonnenenen

Blutproben zufiithren kdnnte.

Unabhingig von methodischen Faktoren wird vermutet, dass die Expression von EpCAM in zirkulierenden
Tumorzellen sowohl inter- als intraindividuell entlang der Zeitachse schwankt (Went et al. 2004), zumal
maligne Zellen eine erhdhte Mutagenitit aufweisen und die Expression von EpCAM verlorengehen kann,
was zumindest die Abnahme der CTC-Anzahl im Verlauf von Patienten mit Progressive Disease erklart (dies
traf in einigen Fillen zu). Eingedenk dieser Tatsache ist es sinnvoll, den Anspruch an EpCAM-positive CTC
als dominierende Grofle in der Entstehung von Metastasen zu relativeren. Ohne Zweifel besteht ein
Zusammenhang zwischen deren Auftreten und dem Voranschreiten einer Krebserkrankung doch ebenso die
Moglichkeit, dass sie in dem komplexen System der Metastasierung als Surrogat-Parameter fungieren
(Joosse, Pantel 2012). Dennoch gibt es Hinweise, dass nicht allein die entdifferenzierte Zelle mit eher
mesenchymalem Charakter als Hauptkriterium zur Metastasenbildung beitrdgt, sondern dass ein
gegenldufiger Prozess der Mesenchymal-epithelialen-Transition (MET) deren Einwanderung in das Gewebe
ermoglicht. Vielmehr ist fiir die Metastasierung eine ,,wandelbare Zelle* notwendig, die eher in der Lage ist,
solche Transitionen zu durchlaufen als eine Zelle im ,,steady-state* (Joosse, Pantel 2012).

Ein weiterer limitierender Faktor, einen proportional numerischen Zusammenhang zwischen Tumorstadium
und CTC-Anzahl herzustellen, ist die Erkenntnis, dass ,,Metastasierung ein sehr ineffizienter Prozess ist
(Cameron et al. 2000)*“. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass erst 1 aus 40 injizierten Krebszellen
eine Mikrometastase und unter 100 dieser wiederum eine in der Lage ist, eine Makrometastase zu bilden
(Cameron et al. 2000). Legt man die eingangs formulierte Annahme zu Grunde, dass Primértumoren, CTCs

und die Zellen einer Metastase molekularbiologisch/histologisch hochgradig inhomogen sind (Hou et al.

2011) ergibt sich daraus, dass die reine Menge an CTCs nicht die einzige EinflussgréfBe ist, um den Grad
und Aggressivitit der Metastasierung zu beschreiben. Weiterfilhrende Studien mit groBeren

Studienpopulationen sind nétig, um diese vielversprechenden Fragestellungen vertiefend zu untersuchen.
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Obwohl das Vorhandensein zellfreier Nukleinsduren in menschlichem Blut bereits 1948 beschrieben wurde
(Mandel & Métais 1948), gewann das Gebiet der Erforschung zirkulierender freier DNA (cfDNA) bzw.
zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA), RNA und Mikro-RNAs (im Folgenden zusammenfassend als
zirkulierende Nukleinsduren bezeichnet) erst in den letzten zwei Jahrzehnten zunehmend an Bedeutung. Das
ist insbesondere dadurch zu erkldren, dass ausreichend sensitive und spezifische Workflows zur Isolation und
molekulargenetischen Analytik wie z.Bsp. BEAMing (beads, emulsion, amplification, magnetics) technology
and CAPP-seq (cancer personalized profiling by deep sequencing) erst seit Kurzem verfiigbar sind (Xu-
Welliver & Carbone 2014).

Lohnenswert ist ein Vergleich mit dem Forschungsgebiet der CTCs, da man in beiden Féllen von
morphologischem Substrat ausgeht, das Auskunft tiber den Primartumor liefern kdnnte (Liquid Biopsy) und
zu dem zahlreiche Studien existieren, die dhnliche Fragestellungen bearbeiten.

Analog zu CTCs werden zirkulierende Nukleinsduren in groBerer Haufigkeit bei Lungenkrebspatienten im
Vergleich zu gesunden Probanden isoliert (Sozzi et al. 2003, Paci et al. 2009). Im Widerspruch zu der
vorliegenden aber korrespondierend zu anderen Studien zur CTC-Isolierung liegen Arbeiten vor, die einen
Zusammenhang zwischen Tumorstadium und der Menge zirkulierender Nukleinsduren gezeigt haben
(Gautschi et al. 2004, Nygaard et al. 2014). Derzeit wird davon ausgegangen, dass zur Freisetzung von freien
Nukleinsduren ein passiver und ein aktiver Mechanismus existieren: Passiv durch den Zerfall apoptotischer
oder nekrotischer Zellen, aktiv als Sekretion aus dem Primértumor oder aus Mikrometastasen im Sinne
disseminierter Tumorzellen. Letztere These lédsst sich in gewisser Weise durch die folgende Beobachtung
erhirten: Bei mehr als 70 % der metastasierten Melanome kann in zirkulierender DNA die BRAF-Mutation
V600E nachgewiesen werden. Das Verfahren eignet sich somit zur Verlaufsbeobachtung der Erkrankung
(Shinozaki et al. 2007, Schwarzenbach et al. 2011).

Einer weiteren gingigen Hypothese folgend konnten diese freigesetzten Nukleinsduren Verdnderungen an
entfernten Zielzellen bewirken (Ilie et al. 2014). Als dritte Variante wiren als Ursprung von cfDNA CTCs
denkbar (Ilie et al. 2014). Diese konnten Nukleinsduren entweder aktiv sezernieren oder durch Zerfall
freisetzen. Wenn man beide Substrate folglich als Phinomen desselben Prozesses versteht, wiirde dies
erklaren, warum sowohl CTCs als auch freie Nukleinsduren positiv mit dem Tumorstadium,
Gesamtiiberleben und Auftreten von Metastasen zumindest in einigen Studien (s.o.) korreliert sind.

Von Tumoren abstammende genomische DNA (gDNA) sind haufig als Mono- oder Oligonukleosomen oder
gebunden an die Oberfliche von Blutzellen mittels Proteinen, die spezielle DNA-bindende Eigenschaften
aufweisen, zu finden (Laktionov et al. 2004). Unter physiologischen Bedingungen werden diese Komplexe
in apoptotischen Partikeln abgelegt oder phagozytiert. Kommt es jedoch bei schnell proliferierenden
Tumoren oder nach Chemotherapie zu einem vermehrten Zelluntergang, sind die Mechanismen der
apoptotischen Zellbeseitigung iliberbeansprucht. Dies fiihrt zu einem Anstieg des Nukleosomen-Titers im
Blut (Ward et al. 2008).

Der Fokus der freien-Nukleinsdure-Forschung liegt mafgeblich auf dem Vergleich von Mutationen und

Onkogenen wie EGFR (Lee et al. 2018, Garcia et al. 2016, Tanaka et al. 2007) oder KRAS (Freidin et al.
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2015). Der klinische Nutzen wird in einer vorteilhaften Sensibilitit des Tumors auf Targeted therapies

gesechen (z.Bsp. XPOl-Inhibitoren bei KRAS-positivem NSCLC [Kim et al., 2014] oder
Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Osimertinib bei EGFR-positiven NSCLC [Garcia 2018]), sollte die
entsprechende Mutation festgestellt werden. Das Onkogen KRAS konnte in einer britischen Studie in
etwas hoherer Menge in zirkulierender DNA als in CTCs, die durch ein Filtersystem gewonnen wurden, bei
Lungekrebspatienten nachgewiesen werden (Freidin et. al. 2015). Ein schlechteres Ansprechen auf
Tyrosinkinase-Inhibitoren zeigte sich bei Patienten mit KRAS-positiven zirkulierenden Nukleinsduren (und
korrelierend dazu KRAS-positivem Primértumor (Wang et al. 2010). Ebenso ist das durch Methylierung
inaktivierte Tumor-Suppressorgen p16 sowohl im Primértumor als auch im Plasma gefunden worden und mit
einem kiirzeren Gesamtiiberleben und tumorfreiem Intervall assoziiert (Ng et al. 2002).

Wie eingangs erwéhnt sind auch zirkuliernde RNAs Gegenstand vielversprechender Forschung. Nachdem in
verschiedenen Studien ein Zusammenhang zwischen Telomerase-Reverse-Transkriptase-RNA (TERT-
c¢fRNA) und klinischen Parametern bei Krebspatienten nicht gezeigt werden konnte, (Fleischhacker &
Schmidt 2007), konnte bei Miura et al. 2006 ein mit der Tumorgrofle, dem Auftreten von Metastasen,
Krankheitsrezidiven und Rauchen korrelierter Spiegel an TERT-mRNA im Blut von Lungenkrebspatienten
gezeigt werden. In der selben Studie waren ein Anstieg der EGFR-Konzentration mit einem Fortschreiten des
Krankheitsstadiums assoziiert und ein Abfall der EGFR- und TERT-Spiegel nach Operation ersichtlich.

Ein entscheidender Nachteil der zirkulierenden Nukleinsduren liegt darin, dass sie nicht fiir Untersuchungen
wie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder flir Immunhistochemie insbesondere zur
vergleichsweise einfachen Bestimmung der Onkogene ALK, ROS1 und c-MET in Frage kommen (Ilie et al.
2014). Stattdessen werden, so die Nukleinsduren zunachst isoliert worden sind, verschiedene PCR-Methoden
wie zum Beispiel Digital Droplet PCR (ddPCR) verwendet und auch als geeignete Methode fiir die
Routinediagnostik diskutiert (Lee et al. 2018, Garcia et al. 2014). Die Priananlytik, Weiterverarbeitung und
Bewertung der Ergebnisse stellen in vielerlei Hinsicht auf dem Forschungsgebiet der freien Nukleinsiduren
wie auch CTCs eine Herausforderung dar. Das Nukleinsduren-Filtersystem QIAamp (Qiagen, Valencia CA,
USA) findet unter anderen weitreichende Anwendung (Garcia et al. 2014).

In einer erst kiirzlich erschienenen Studie wurde ein neues System vorgestellt, mit dem sich nach jeweiliger
Modifikation CTC und freie Nukleinsduren nachweisen lassen (Lee 2018). Dabei handelt es sich um
Antikorper- bzw. Polyethyleniminbeschichtete magnetische Nanopartikel. In dieser Proof-of-principle-Studie
wurden bei 14 bioptisch EGFR-positiven NSCLC-Patienten in allen Fillen die Mutation auch in der
zirkuliereden DNA, aber nur in 10/14 Fillen die Mutation in den CTC nachgewiesen. CTC wurden jedoch in
allen Fillen isoliert (4-18 Zellen). Ein Vorteil von CTCs in diesem Kontext besteht in der ,,Isolation reiner,
intakter und qualitativ hochwertiger DNA*“ (Lee 2018, S. 513). Der hohe Anteil an erfolgreich isolierten
Biomarkern und die relativ hohe Ubereinstimmungsrate der Ergebnisse bei gleichzeitg eher geringen Kosten
legt eine komplementire Betrachtung der freien Nukleinsdure und CTCs nahe, um die Aussagekraft und
folglich therapiebestimmende Entscheidungen zu stirken.

Ein weiterer Nachteil liegt in dem relativ hohen Anteil an zirkulierenden Nukleinséuren bei Gesunden oder
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Patienten mit non-malignen Erkrankungen (z.Bsp. Entziindliche Erkrankungen oder Gewebeverletzungen)
(Fleischhacker M & Schmidt B 2007). Sind dem Autoren keine Studien bekannt, die einen direkten Vergleich
in dieser Hinsicht mit CTCs herstellen, so gibt es dennoch Ergebnisse, die eine deutlich geringere CTC-
Anzahl und -Héufigkeit bei benignen Erkrankungen und Gesunden suggeriert. So fanden zum Beispiel
Cristofanilli et al. 2004 bei 145 Gesunden Probanden bzw. bei 200 an benignen Brusterkrankungen leidenden
Patienten je nur in einem Fall CTCs in geringen Mengen (2-3). Dies konnte darin begriindet sein, dass bei
einer Vielzahl an Prozessen, bei denen Apotose und Nekrose stattfindet, lingere DNA-Ketten und Fragmente
freigesetzt werden (so auch bei nekrotischen oder schnell metabolisierenden Tumoren). Intakte CTCs, die
mit den gidngigen Methoden (wie im vorliegenden Fall mittels der epithelialen Eigenschaften) detektiert
werden, sind hingegen weniger gut als Folge eines diffusen Prozess von Zellzerfall vorzustellen, was die
bisherige Studienlage auch zu stiitzen scheint. Somit liegt es nahe zirkulierende Nukleinsduren und
Nukleosomen neben der Detektion von molekularen Mutationen als Anzahl mehr fiir den Verlauf einer
bekannten Tumorerkrankung als fiir die Unterscheidung einer malignen von einer benignen Erkrankung
einzusetzen.

Das Forschungsgebiet der zirkulierenden Nukleinsduren ist vielversprechend und zeigt in vielerlei
Hinsicht Parallelen zu dem der CTCs. Wie zuvor beschrieben liegen einzelne Studien vor, die durch
insbesondere molekulare Diagnostik therapeutisch relevante Informationen liefern. Doch besteht
auch hier ein Bedarf, die Vermutungen zahlreicher kleiner in groBeren Studien zu stiitzen. Diese
Tendenz scheint sich derzeit abzuzeichnen (Cree et al. 2017), ,es ist wahrscheinlich, dass
Mutations- und Methylierungsanalysen von ctDNA die Spezifitit fiir die Krebs-Diagnostik

verbessern werden (Cree et al. 2017).

Das Vorhandensein von CTC-Clustern zeigte sich in der vorliegenden Arbeit als mdglicher
ungiinstiger prognostischer Faktor. Das ist {ibereinstimmend mit Ergebnissen vorangegangener
Studien (Aceto et al. 2014, Sawabata et al. 2016).

CTC-Cluster von mehr als 4 Zellen fanden sich aussschlieBlich bei Patienten mit Progressive-Disease.
Hier muss postuliert werden, dass Cluster von zirkulierenden Tumorzellen forderlich bzw. urséchlich
fiir die Entstehung von Metastasen oder Ausdruck eines besonders starken Tumorwachstums sind. In
diesem Zusammenhang spielt die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) eine Rolle. Nach dieser
Theorie verlieren Tumorzellen durch diesen Vorgang ihren epithelialen Charakter und wiirden
weniger epitheliale Proteine wie EpCAM exprimieren (O'Flaherty et al. 2012). Da letzteres eine Rolle
bei der Zelladhédsion spielt, stiinde das im Widerspruch zu der Tendenz zur Progressive Disease im
Zusammenhang mit CTC-Clustern. Eine Moglichkeit der Erkldrung wire, dass die EMT kein
homogener Prozess ist (O'Flaherty et al. 2012) und vielféltige Mutationen in CTCs vorhanden sein
konnten, die sowohl die Invasivitit als auch den Zellzusammenhalt férdern oder zumindest

unbeeintrachtigt lassen. Letztlich ist seit langem bekannt, dass Metastasierung ein komplexer Prozess
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ist und fiir die Entstehung einer Fernmetastase viele Schritte einer Kaskade notwendig sind (Pantel,
Brakenhoff 2004). Somit ist der Gedanke naheliegend, dass fiir das Auftreten von Metastasen und
Tumorwachstum eine pleiotrope Tumorzell-Population begiinstigend ist. Dariiber hinaus konnte
durch Maus-Modelle gezeigt werden, dass injizierte Cluster von Tumorzellen ein hdheres Potential

haben, eine solitéire Metastase zu bilden als singulére Zellen (Fidler 1970; Liotta et al. 1976).
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6 Zusammenfassung

Die Detektion von zirkulierenden Tumorzellen ist ein vielversprechendes Verfahren, mit dem in
Zukunft Aussagen iiber den Priméirtumor, die Tendenz zur Metastasierung und Responsivitit von
Chemotherapeutika erzielt werden konnten.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Isolation grundsétzlich mdglich ist. Hinsichtlich
einiger vermuteter Tendenzen (z.Bsp. Einfluss von CTC-Clustern, hohe CTC-Anzahl bei
Plattenepithelkarzinomen, Aussagekraft bei Basiswert > 5 CTCs) werden weiterfithrende Studien
benotigt, die diese vertiefenden Fragestellung genauer untersuchen.

Untersuchungen zur molekularen Untersuchung der im Rahmen dieser Arbeit isolierten CTCs
erbrachte erste Ergebnisse von nachgewiesenen k-ras-Mutationen. Auch hier schlieen sich zahlreiche
interessante Fragestellungen an, die auf die Differenzierung von Krebs-typischen Mutationen in
Abhéngigkeit von den Figenschaften des Primédrtumors und dem Krankheitsverlauf abzielen.

Mit konventionellen Biopsien wiren engmaschige Kontrollen zur Kinetik der Befunde eines
Lungenkarzinoms nicht méglich. Mit der Sammlung von CTC-Daten begleitend zur Chemotherapie wurden
Schritte in eine Richtung gemacht, deren Ziel es ist, Patienten mit der Untersuchung der einfach und
schonend gewonnenen zirkulierenden Tumorzellen engmaschig zu untersuchen und dem Ziel der ,,Liquid

Biopsy* néher zu kommen.
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1. Die Anwendung des funktionalisierten Drahtes ,,Cancer01 ist ein Verfahren, mit dem
in einer Vielzahl der Fille zirkulierende Tumorzellen bei Lungenkrebspatienten

detektiert werden konnen.

2. An Hand der Ergebnisse lassen sich wertvolle Annahmen iiber die Kinetik und das

Verhalten zirkulierender Tumorzellen begleitend zu einer Chemotherapie ableiten

3. Das Auftreten von CTC-Clustern stellt ein ungiinstiges prognostisches Kriterium fiir

den Krankheitsverlauf dar.

4. Fiir das Plattenepithelkarzinom gibt es Hinweise, dass die Anzahl der detektierten
CTCs besonders hoch ist und gleichzeitig eine hohere Responsivitit auf Chemotherapie
(in Form eines Abfalls) vorliegt. Somit konnte das SCC mit der in-vivo-Anwendung

besonders gut zu beobachten sein.

5. Die isolierten Zellen konnten sich fiir molekularbiologische Untersuchungen eignen

(Suche nach Mutationen, Tumormarkern etc.)
6. In weiterfithrenden Studien konnte ein anzunehmender Zusammenhang zwischen

zirkulierenden Tumorzellen und zirkulierenden Nukleinsiduren niher betrachtet bzw.

vertieft werden.
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