Onkologie

Zirkulierende Tumorzellen

Potenzielle diagnostische Marker und prognostische Faktoren

Von Stefan Schuster und Katharina Pachmann | In den seltens-
ten Fillen stellt der Primidrtumor die Todesursache ei-
nes Krebspatienten dar, denn meistens fiihren die Meta-
stasen zum Tod. Die Bildung von Metastasen im Organis-
mus geschieht durch losgeloste Tumorzellen, die im Blut
und in der Lymphe zirkulieren (himatogene und lym-
phogene Metastasierung). Seit Jahren werden Methoden
entwickelt, um zirkulierende Tumorzellen als diagnosti-
sche Marker und prognostische Faktoren zu nutzen.

Unter den Stichwortern ,,Circulating Tumor Cells* und ,,Cir-
culating Epithelial Tumor Cells“ (CTCs, CETCs) findet man
derzeit tiber 80 klinische Studien in Europa und tiber 500 in
den USA. Die Zahl der Publikationen zu diesem Thema hat
in den letzten Jahren stark zugenommen.

Durch eine einfache Blutprobe, eine ,fliissige” Biopsie, kann
aufgrund der CETCs eine Aussage iiber das Tumorgeschehen
in Echtzeit getroffen werden. Zusatzlich spiegeln diese Zel-
len den Phdnotyp des Primartumors oder Metastase wider
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und konnen damit prognostische (Wie wird die Erkrankung
verlaufen?) und pradiktive (Welche MaBnahmen eignen sich
zur Bekampfung der Erkrankung?) Informationen liefern.

Rolle von CETCs bei Krebserkrankungen

Ausgelost durch bislang noch wenig bekannte Reize, konnen
sich CETCs im fremden Gewebe festsetzen und Fernmetasta-
sen bilden. Man geht davon aus, dass sich CETCs schon in
einem relativ frihen Stadium der Krankheit im Blutkreis-
lauf finden, und zwar sobald die Vaskularisation (Versor-
gung mit BlutgefaBen) des Tumors erfolgt ist.

Die Zahl der CETCs im Kreislauf scheint proportional zur
GroBe des Tumors zuzunehmen. Die mittlere Halbwertszeit
dieser Zellen wird auf lediglich zwei bis drei Stunden ge-
schatzt, da die meisten durch das Immunsystem erkannt
und beseitigt werden. Ruhende (dormante) Zellen kénnen
allerdings Jahre unerkannt iiberdauern, da sie weder vom
Immunsystem noch von den meisten Zytostatika eliminiert
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werden. Ein Residualtumor - also die Tumorzellen, die nach
einer Chemotherapie oder Operation im Gewebe persistieren
oder im Blutkreislauf zirkulieren - kann auch noch Jahr-
zehnte spater zu einem erneuten Ausbruch der Krankheit
fiihren. Eine ausreichend sensitive und spezifische Diagnos-
tik zur frithzeitigen Erkennung von solchen Rezidiven ist
daher wiinschenswert.

Detektion von CETCs

Wenn es sich bei dem Primdrtumor um ein Karzinom han-
delt, konnen dessen CETCs aufgrund ihrer besonderen Ei-
genschaften im Blut detektiert werden. Karzinome entste-
hen im Gegensatz zu Leukdmien oder Lymphomen aus Ge-
webe epithelialen Ursprungs und machen tiber 90% der
Krebsfille aus.

CETCs unterscheiden sich grundlegend von hidmatopoeti-
schen Zellen. Sie exprimieren spezifische Oberflachenanti-
gene, darunter das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil EpCAM
(epithelial cell adhesion molecule; CD326), und verschiedene
Zytokeratine. Die Identifikation dieser Zellen kann daher
mithilfe von biologischen und physikalischen Methoden er-
folgen.

CETCs sind im Blutkreislauf vergleichsweise selten. Den-
noch lassen sie sich mit verschiedenen Methoden detektie-
ren wie Filtration, Dichtegradientzentrifugation, Dielektro-
phorese, fluoreszenzaktivierte Zellsortierung sowie magne-
tische Antikorper. Einige Tests sind zugelassen, die meisten
befinden sich allerdings noch in der klinischen Testung.
Die erste Generation der Detektionsmethoden - um die Jahr-
tausendwende entwickelt - arbeitet mit eisenhaltigen mag-
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netischen Antikorpern des epithelialen Zelladhdsionsmole-
kiils EpCAM. Mit Methoden der zweiten Generation, die die
magnetischen Antikorper oder die Dielektrophorese mit
einer Fluoreszenztechnik kombinieren, lassen sich weitaus
hohere Zellzahlen im Blut entdecken, ohne dass die Spezifi-
tat hierunter leidet. Dadurch ist auch die Detektion von
CETCs bei nicht metastasierten Tumoren moglich.

Ein System der dritten Generation identifiziert die CETCs
direkt im Blutkontext, und zwar mithilfe fluoreszierender
Oberflachenantikorper durch eine mikroskopische Analyse
der Morphologie. Diese Methode hat eine sehr hohe Spezifi-
tat. In vitro konnen die vitalen Zellen weiteren Untersuchun-
gen unterzogen werden, z.B. hinsichtlich ihrer Zytostatika-
sensitivitit und Proliferationsaktivitat. Die klinische Rele-
vanz dieses Testsystems konnte bereits in mehreren Studien
belegt werden, insbesondere bei Patientinnen mit Brust-
krebs [1 -5].

CETCs als prognostische Faktoren

Alle Krebspatienten fragen nach dem weiteren Verlauf ihrer
Krankheit, also nach der Prognose. Zu den prognostischen
Faktoren zdhlen auch die CETCs, doch gibt es verschiedene
Auffassungen Uber deren Aussagekraft. Neben dem bloBen
Nachweis von CETCs dient insbesondere ihre Dynamik (also
die zahlenmaBige Veranderung zwischen mindestens zwei
Bestimmungen) als prognostischer Faktor. In klinischen
Studien hatten Patientinnen, die eine Steigerung der Zell-
zahl um den Faktor 10 wiahrend einer Chemotherapie erfuh-
ren, ein signifikant hoheres Risiko, ein Rezidiv zu erleiden
[2]. -

Tab. 1: Rezeptoren, Oberflichenproteine und Antigene, die relevant sind fiir die Diagnose des Tumors oder fiir sein Ansprechen

auf eine Therapie
Rezeptor/Oberflachenprotein / Antigen Bedeutung

Mel A (Melan A)

PSA (Prostata-spezifisches Antigen)

PLAP (Plazenta-Alkalische-Phosphatase)

ER (Ostrogenrezeptor)

Detektion von Melanomzellen
Detektion von Prostatakarzinomzellen
Detektion von Tumorzellen, die keine Karzinome sind, z.B. Sarkome

Das Wachstum des Mammakarzinoms und anderer gyndkologischer Tumoren wird durch

Ostrogen stimuliert, wenn die Krebszellen Ostrogenrezeptoren aufweisen, d.h. ER-positiv
sind; in diesem Fall ist eine Antihormontherapie indiziert

PR (Progesteronrezeptor)

AR (Androgenrezeptor)

Fiir PR-positive Tumoren gilt das Entsprechende

Prognostischer Parameter beim Prostatakarzinom mit begrenzter Aussagekraft; Indikator

flir das Ansprechen auf eine Antihormontherapie

EGFR (Epithelialer Wachstumsfaktorrezeptor)
HER2/neu (Variante des EGFR)

Ki-67 (Antigen des Zellkerns)

Ig (Immunglobulin)

Hinweis auf verstarktes Wachstum des Tumors

Wadhrend der Zellteilung nachweisbar; der Ki-67-Index zeigt die Proliferationsrate an

Zeigt eine Antikérper-Immunreaktion gegen Tumorzellen an

c-Kit (CD17)

Rezeptortyrosinkinase, u.a. auf Zellen von gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) und
Lungenkarzinomen
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Abb. 1: Anzahl zirkulierender epithelialer Tumorzellen (CETCs) bei einer Brustkrebspatientin wéahrend der neoadjuvanten
Chemotherapie vor der Operation sowie wdahrend der Antihormontherapie nach der Operation und Bestrahlung.
(E = Epirubicin, P = Paclitaxel, (MF = (yclophosphamid / Methotrexat / Fluorouracil)

Ein weiterer prognostischer Faktor ist das Protein Ki-67. Es
tritt nur bei Zellen auf, die sich momentan in einem Tei-
lungszyklus befinden. Damit konnen von seiner Haufigkeit
(Ki-67-Index) Riickschliisse auf die Vermehrung der CETCs
gezogen werden, die wiederum mit der Aggressivitat des Tu-
mors in Beziehung steht.

In Abbildung 1 sind die CETC-Messungen bei einer Brust-
krebspatientin im Verlauf von {iber drei Jahren dargestellt.
Waihrend der neoadjuvanten (d.h. prdoperativen) Chemo-

Derzeitige Angebote

Derzeit im Markt befindliche Methoden zur Bestimmung
zirkulierender Tumorzellen sind unter anderem C(ell-
Search® (von der FDA bei Brustkrebs zugelassen), Cell-
Collector™ (CE-Kennzeichnung) und Maintrac® (von der
DAKKS akkreditiert). Weltweit gibt es ca. 30 Firmen, die
Produkte oder Dienstleistungen im Bereich der zirkulie-
renden Tumorzellen anbieten. Die Leistungen werden
bislang in Deutschland nicht von den gesetzlichen Kran-
kenkassen erstattet. In Einzelfdllen iibernehmen private
Krankenkassen die Kosten fiir die Diagnostik. Beziiglich
Maintrac gilt eine Ausnahmeregelung einer gesetzlichen
Krankenkasse in Schleswig-Holstein, Mecklenburg-Vor-
pommern und Hamburg, die die Zellzdhlung von CETCs
und die Chemosensitivitatstests auf Anfrage fallweise er-
stattet.

Die Preise fiir die bloRe Zellzdahlung beginnen bei etwa
150 €, abhdngig vom Anbieter. Chemosensitivitatstests
kosten zwischen 400 € und 2000 €, je nach Anzahl der
getesteten Arzneistoffe.

Bestimmte Arzte oder Krankenhauser bieten die Diagnos-
tik als individuelle Gesundheitsleistung (IGel) an. Inter-
essierte Patienten kdnnen sich auch direkt bei den Firmen
melden und werden an Arzte in ihrer Umgebung weiter-
geleitet.
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therapie mit Epirubicin, Paclitaxel und Cyclophosphamid/
Methotrexat/Fluorouracil kam es zunachst zu einem kurz-
fristigen Verschwinden der CETCs und dann zu einem tem-
poraren Anstieg wegen des Zerfalls des Tumorgewebes.
Nach der Operation und Bestrahlung erhielt die Patientin
eine Antihormontherapie, in deren Verlauf die Anzahl der
CETCs kontinuierlich zuriickging.

CETCs als pradiktive Faktoren

Nach der Diagnosestellung ist das unverziigliche Einleiten
einer effektiven Therapie fiir das Uberleben des Krebspati-
enten von entscheidender Bedeutung. Da die CETCs aus dem
Primartumor stammen, erlauben sie Schlussfolgerungen auf
dessen Eigenschaften. Das Vorhandensein oder Fehlen be-
stimmter Rezeptoren und Oberflachenproteine kann dem-
nach als pradiktiver Marker fiir das Ansprechen auf eine
Therapie dienen, so z.B. der Androgenrezeptor beim Prosta-
takarzinom oder der Ostrogenrezeptor und der HER2/neu-
Rezeptor bei Brustkrebs.

Mithilfe von vitalen CETCs kann in vitro deren Sensitivitéat
gegeniiber verschiedenen Zytostatika untersucht werden,
auf die sich die Empfehlung einer geeigneten Therapie
stiitzt. 2013 wurde zum ersten Mal eine klinische Studie zur
Testung der Chemosensitivitdt mithilfe von CETCs verdoffent-
licht [6]. Die In-vitro-Ergebnisse korrelierten dabei hochsig-
nifikant mit der klinischen Situation. Zeigten CETCs bei den
Patientinnen, die an einem Ovarialkarzinom litten, in vitro
eine Resistenz gegeniiber dem Chemotherapeutikum, so war
die Wahrscheinlichkeit, ein Rezidiv zu erleiden, deutlich er-
hoht. Umgekehrt profitierten die Patientinnen, deren CETCs
sensitiv gegeniliber dem verabreichten Chemotherapeutikum
reagierten, von der Therapie. Im Schnitt lebten sie ein Jahr
langer rezidivfrei.



Grenzen und Chancen von CETC-Tests

Die Verwendung von CETCs zur Krebsfritherkennung ist
derzeit nicht moglich. Epitheliale Zellen konnen auch durch
bestimmte Krankheiten (z.B. entziindliche Erkrankungen
der Leber und des Gastrointestinaltrakts), Verletzungen,
Operationen oder Verbrennungen ebenfalls in das Blut ge-
langen. Daher ist es Voraussetzung fiir einen CETC-Test,
dass eine Krebserkrankung bereits diagnostiziert ist.

Ein CETC-Test macht keine Aussage liber die Lokalisation
des Rezidivs oder der Metastase. Allerdings konnen be-
stimmte Oberflichenproteine wie Melan A (sehr hdufig bei
Melanomen), Hormonrezeptoren (ER und PR bei Tumoren
der weiblichen Geschlechtsorgane) oder der Androgenre-
zeptor und das PSA (beim Prostatakarzinom) einen Hin-
weis auf die Herkunft des Primdrtumors geben (Tab. 1).
Zudem ermoglicht der Test die Entdeckung eines Rezidivs,
bevor es mit klassischen bildgebenden Verfahren detek-
tierbar ist. GroBere klinische Studien werden in Zukunft
weiteren Aufschluss liber den Nutzen dieser Informationen
geben konnen.

Derzeit ist eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse zwischen
den verschiedenen Systemen nicht mdglich. Auch die Repro-
duzierbarkeit ist nicht bei allen Systemen gegeben, oftmals
verdandern sich die Zellen abhdngig von der Lagerung und
dem Alter der Blutprobe. Wichtig ist auch die vollzdhlige Er-
fassung der im Blut vorhandenen epithelialen Zellen, um
eine moglichst genaue Diagnosestellung zu gewahrleisten.
Es ist offensichtlich, dass nicht alle zirkulierenden Tumor-
zellen in der Lage sind, Metastasen zu bilden. Erste For-
schungsergebnisse deuten darauf hin, dass auch potenzielle
zirkulierende Tumorstammzellen im Blut identifiziert wer-
den konnen. Dies konnte zu einer weiteren zielgerichteten
Therapie beitragen.

Ausblick

Der Erfolg einer Krebsbehandlung hdngt von verschiede-
nen Faktoren ab. Am Anfang steht die moglichst friihe Ent-
deckung. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Identifikati-
on von therapierelevanten Eigenschaften, wie das Vorhan-
densein bestimmter Rezeptoren. Folgerichtig gibt es keine
allgemeingiiltigen Schemata fiir die Therapie eines Krebs-
patienten. Eine auf das individuelle Ansprechverhalten des
Tumors ausgerichtete Therapie verspricht dem Patienten
die groBtmogliche Wahrscheinlichkeit, rezidivfrei mit
einer hohen Lebensqualitédt zu leben. Dabei werden CETCs
voraussichtlich sowohl bei der Prognose als auch bei der
Wahl der Therapie in der Zukunft eine zunehmend wichti-
gere Rolle spielen. |
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