Das Testsystem Maintrac, das prognostische und
pradiktive Aussagen fir Krebspatienten aus einer
Liquid Biopsy zulasst, nutzt die Anwesenheit so
genannter EpCAM-Molekule auf der Oberflache der
zirkulierenden Tumorzellen und weist sie mittels
fluoreszenzmarkierter Antikorper und halbauto-
matischer Bildanalyse nach.

LP Tipp+

mehr zum Thema:

« Mehr zu diesem The-
ma finden Sie unter
dem Stichwort Liquid
Biopsy auf www.la-
borpraxis.de.

« Kongresse, Konferen-
zen und Veranstaltun-
gen, auf denen Simfo
Uber neue Moglichkei-
ten der Krebsdiag-
nostik informiert, fin-
den Sie unter www.
simfo.de/News/veran-
stalltungen/.
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Der Metastasenbildung mit Fluoreszenz-gelabelten Biomarkern auf der Spur@/i

Zirkulierende Tumorzellen aus einer einfachen Blutprobe helfen nicht nur bei
der Prognosestellung wahrend einer Krebserkrankung. Sie kdnnen auch als
zuverlassige Marker eingesetzt werden, um Medikamente auf ihre Wirksamkeit
zu testen und therapierelevante Eigenschaften zu detektieren.

ANNE WESCHE"

enn Zellen entarten und
sich deshalb in unserem
Korper Tumore ausbilden,

konnen diese gutartig (benigne)
oder bésartig (maligne) sein. Malig-
ne Tumorzellen vermehren sich un-
kontrolliert, dringen in umliegen-
des Gewebe ein und verschaffen sich
Zutritt zu Blutgefafien und Lymph-
bahnen. Einige dieser Tumorzellen
sind in der Lage, sich an anderer
Stelle im Korper neu anzusiedeln,
wo sie wieder unkontrolliert wach-
sen konnenund auf diesem Weg die
Metastasen-Bildung einleiten. An-
hand einer einfachen Blutprobe, der
sogenannten Liquid Biopsy, lasst
sich dieser Prozess verfolgen.

Uber 90% der Krebsfille gehen
auf Karzinome zuriick. Karzinome
sind Tumore, die sich aus epithelia-

lem Gewebe entwickeln und deshalb
gewebespezifische Merkmale, wie
das epitheliale Zelladhdsionsmole-
kil EpCAM (epithelial cell adhesion
molecule) auf ihrer Oberfliche tra-
gen. Verlassen diese Zellen den Tu-
mor und dringen in die Blutbahn
ein, spricht man von zirkulierenden
Tumorzellen (CTC: circulating tu-
mor cells) oder auch von zirkulieren-
den epithelialen Tumorzellen
(CETC: circulating epithelial tumor
cells).

Die Dynamik ist entscheidend

In Bayreuth gilt die Aufmerksambkeit
der Dynamik der CETC/CTCs im Pa-
tientenblut unter Chemo-, Immun-
oder Hormontherapie bzw. unter
Langzeitbeobachtung. Dr. med.
Katharinaund Dr. med. Ulrich Pach-
mann - Grinder des Unternehmens

Simfo (Spezielle Immunologie For-
schung & Entwicklung) - entwickel-
ten das Testsystem Maintrac, das
prognostische und pradikitve Aus-
sagen flir Krebspatienten aus einer
Liquid Biopsy zuldsst. Daflir nutzen
sie die Anwesenheit der EpCAM-
Molekile auf der Oberflache der
zirkulierenden Tumorzellen und
weisen sie mittels fluoreszenzmar-
kierter Antikorper und halbautoma-
tischer Bildanalyse nach. 96% aller
Karzinome prédsentieren diese Mole-
kile, weshalb EpCAM weltweit der
meistgenutzte Biomarker ist, um
Tumorzellen im Blut zu identifizie-
ren.

Der hochsensitive Test aus dem
akkreditierten medizinischen Fach-
labor ermdglicht den Nachweis von

* A. Wesche: LifeSciences-PR,
27419 Kalbe, Tel. +49-160-4013471
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CETC/CTCs aus einer Blutprobe
schon bevor eine Metastasierung
aus einem Primartumor erfolgt ist.
Sobald der Tumor eigene Blutgefifie
ausbildet, um sich optimal mit
Néahrstoffen zu versorgen, konnen
seine Zellen aktiv in den Blut-
kreislauf abwandern und mittels
Maintrac bereits in einem frihen
Stadium der Erkrankung detektiert
werden.

Wichtig fiir den Test ist, dass die
Probe innerhalb von 48 bis 72 Stun-
den nach der Blutabnahme im
Transfusionsmedizinischen Zent-
rum Bayreuth (TZB) eintrifft, damit
die Ergebnisse nicht durch abster-
bende Tumorzellen verfdlscht wer-
den, die eine allzu lange Transport-
zeit nicht tiberlebt haben. Fir die
Untersuchung werden aus der 15ml
umfassenden Blutprobe zundchst
die Erythrozyten lysiert. Leukozyten
beeinflussen die Messung nicht, da
sie als Zellen des blutbildenden Sys-
tems nicht den Gewebsmarker
EpCAM tragen. Die verbleibenden
Zellen werden in gepufferter Salzlo-
sung aufgenommen, verdiinnt und
mit fluoreszenzmarkierten Antikor-
pern gegen das spezifische Oberfld-
chenmolekill EpCAM inkubiert.
AnschliefSend wird der Fluoreszenz-
Farbstoff Propidium-Iodid zur Sicht-
barmachung abgestorbener Zellen
hinzugefiigt. Die Messung findet
mit einem Fluoreszenz-Mikroskop,
dem Scan R von Olympus, statt. Nur
vitale, EpCAM-positive Zellen mit
unauffilliger Morphologie werden
durch die ScanR Analysesoftware
erfasst, gezdhlt und ausgewertet
(s. Abb. 2).

Prognose in Echtzeit

Der erste Wert der Messung wird als
Basiswert gesetzt, denn jeder Patient
hat seinen eigenen individuellen
Schwellenwert. Die Zellzahlen wer-
den {iber einen Zeitverlaufvon meh-
reren Wochen, Monaten oder sogar
Jahren miteinander verglichen und
geben Aufschluss iiber die Tumor-
aktivitdt, denn die Anzahl der CETC/
CTCs korreliert direkt mit dem Tu-
morwachstum. Eine Erhohung der
Zellzahl deutet auf eine verstarkte
Tumoraktivitdt hin und ist mit einer
schlechteren Prognose assoziiert.
Eine Abnahme der CETC/CTCs hin-
gegen weist auf eine erfolgreiche
Behandlungund eine gute Prognose
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hin (s. Abb. 3). Am Beispiel von
Brustkrebspatientinnen wurde ge-
zeigt, dass die Frauen, die eine deut-
liche Verringerung der CETC/CTCs
aufwiesen, seltener ein Rezidiv ent-
wickelten [1].

Tumorzellen besitzen die Fahig-
keit, sich unter Therapie zu veran-
dern oder sich nach Abschluss der
Behandlung wieder zu vermehren.
Deshalb ist es sinnvoll, eine dauer-
hafte Uberwachung der CETC/CTCs
durchzufiithren, um durch einen
erneuten Anstieg der Zellzahl eine
erneute Tumoraktivitdt frithzeitig zu
erkennen.

Therapeutische Testung

Die Medikation wird iiblicherweise
durch pathologische Untersuchun-
gen des Tumors oder der Metastase

bestimmt. Die Tumor-Eigenschaf-
ten sind von Patient zu Patient ver-
schieden und beeinflussen mafigeb-
lich die Therapie.

In Bayreuth wird getestet, welcher
Wirkstoff effektiv den program-
mierten Zelltod (Apoptose) in den
CETC/CTCs auslost und damit die
Zahl der Tumorzellen reduziert.
Therapien mit im Vorwege nachge-
wiesen effektiven Wirkstoffen erspa-
ren den Patienten starke Nebenwir-
kungen von Medikamenten, die gar
nicht wirken kénnen, weil sie nicht
gegen die ganzindividuellen Tumor-
eigenschaften und die Empfindlich-
keit der Tumorzellen gerichtet sind.

Im Labor werden Chemosensitivi-
tats-Testungen direkt im Patienten-
blut durchgefiihrt, um realistische

Situationen darzustellen. Das funk-
tioniert gut, allerdings nur mit

Verhalten der zirkulierenden Tumaorzellen
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2 Beispiele fir
lebende und tote
Zellen aus einer
Patientenprobe.
Oben: Zellen
leuchten grin,
wenn sie das
EpCAM-Molekil
tragen. Unten:
Zellen, bei denen
der Propidiumio-
did-Farbstoff
durch die bescha-
digte Kernhille
eindringen konnte
und somit die
abgestorbenen
Zellen markiert.

3 Verhalten der
zirkulierenden
Tumorzellen. Uber
einen Zeitverlauf
von mehreren
Wochen wird die
Dynamik der CETCs
verfolgt. Rote
Kurve: Anstieg der
CETCs, was mit
einer schlechteren
Prognose assozi-
iert ist. Blau: keine
Veranderung. Grin:
Abnahme der
Zellzahl und damit
Reduktion der
Tumoraktivitat.




cells)

Uberflutet.

el
Dr. llka Ottleben, Redakteurin

RELEVANTE BEGRIFFE

« CETC: zirkulierende epitheliale Tumorzellen (circu-
lating epithelial tumor cells)
CTC: zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor

EpCAM: epitheliales Zelladhasionsmolekul (epithe-
lial cell adhesion molecule)

- Apoptose: von der Zelle selbst ausgeloster Zelltod
Her2/neu: Wachstumsfaktor-Rezeptor (human epi-
dermal growth factor receptor 2), der bei Uberma-
Rigem Vorkommen die Zelle mit Wachstumssignalen

4 Therapeutische
Wirkstofftestung.
Grin markiert die
EpCAM-Molekile.
Der rote Farbstoff
zeigt die Auflo-
sung des Zellkerns
und damit das
Absterben der
Zelle an. Das
Medikament wirkt
und senkt die
Tumoraktivitat.
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Wirkstoffen, die intravends verab-
reicht werden konnen. Oral einge-
nommene Praparate durchlaufen
verschiedene Stufen der Metaboli-
sierung, bevor die Wirkstoffe
schliefdlich in der Blutbahn ankom-
men. Deshalb ist fiir sie die Main-
trac-Sensitivitdtstestung nur be-
dingt geeignet. Ein weiterer wichti-
ger Aspekt ist, dass ausschliefdlich
cytotoxische Substanzen getestet
werden konnen, die also direkt die
Tumorzellen angreifen, ohne dass
sie liber andere Mechanismen ihre
Wirkung entfalten.

Aus einer Blutprobe werden
CETCs/CTCs wie vorher schon be-
schrieben, zusammen mit den Leu-
kozyten isoliert und tiber verschie-
dene Zeitraume mit der zu testen-
den Substanz inkubiert. Der Wirk-
stoff wird dafiir in einer
Konzentration eingesetzt, die einer
Therapie-Tagesdosis  entspricht.
Beim anschliefienden Monitoring
wird die Absterbe-Rate der Tumor-
zellen im Vergleich zu einer Probe
ohne Wirkstoffberechnet. Farbt sich
bei der Fluoreszenzmessung der
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Zellkern durch das Propidiumiodid
rot, hat die Zelle die Apoptose ein-
geleitet und stirbt ab. Fir dieses
Therapeutikum ist eine Wirkung
nachgewiesen. Zeigt sich keine Rot-
farbung in den Zellkernen, inter-
agiert der Wirkstoff nicht mit den
CETC/CTCs, was bedeutet, dass das
Therapeutikum hochstwahrschein-
lich fiir diesen Patienten wirkungs-
los st (s. Abb. 4).

Dieser Test kann auch therapiebe-
gleitend als Erfolgskontrolle durch-
gefithrt werden, um zu beobachten,
ob sich moglicherweise Resistenzen
in den Tumorzellen unter diesem
Wirkstoff entwickeln und das Medi-
kament damit seine anfdngliche
Wirksamkeit verliert. Allerdings
sehen die medizinischen Leitlinien
einen Wechsel der Medikation auf-
grund eines Anstiegs von CETC/
CTCs bisher noch nicht vor. Dabei
verspricht eine individuelle medika-
mentose Therapie dem Patienten die
hochste Wahrscheinlichkeit, mog-
lichstlange rezidivfrei und mit einer
hohen Lebensqualitét zu leben [2].

Beitrag zur Personalisierung

Der Trick der Krebszellen, sich durch
genetische Veranderung der Be-
handlung zu entziehen und Resis-
tenzen auszubilden, stellt Arzte und
Forschende gleichermafien vor gro-
f3e Herausforderungen. Die Aggres-
sivitdt und Resistenzausbildung der
Metastasen sind das zentrale Prob-
lem, denn 90% aller Todesfalle sind
nicht durch den Primartumor be-
dingt, sondern durch die Metasta-
sierung.

Ist z.B. ein Primdrtumor einer
Brustkrebspatientin anfanglich auf
Her2 /neu negativ getestet worden,
konnen die Metastasen sehr wohl
die Her2-Rezeptor-Synthese ver-

Bilder einer sterbenden zirkulierenden Tumorzelle innerhalb vorn neun
Stunden in Gegenwart eines Medikaments.

starkt einleiten und ein Her2 /neu
positives Rezidiv bilden. Her2 /neu
ist ein Rezeptor an der Zelloberfla-
che, derbei itberméafliigem Vorkom-
men die Zelle mit Wachstumssigna-
len tiberflutet. Diese Art von Brust-
krebsist sehr aggressiv. Ein Test der
CETC/CTCs verschafft Gewissheit
iber die genetische Veranderung
und die Patientin kann von einer
zielgerichteten Behandlung profitie-
ren. Mit Maintrac konnen weitere
therapierelevante Eigenschaften fiir
Hormonrezeptoren, Mutationen
und neuerdings auch Checkpoint-
Inhibitoren fiir die Immuntherapie
getestet werden. Zirkulierende Tu-
morzellen konnen somit gut als pra-
diktiver Marker eingesetzt werden.

Theorie und Praxis

Eine solche personalisierte Onkolo-
gie hat sich in der klinischen Praxis
noch nicht etabliert. Wenn Arzt und
Patient aber ein gutes Vertrauens-
verhdltnis haben und neben den
medizinischen Leitlinien zusatzlich
Seitenwege betreten wollen, kdnnen
sie gemeinsam diagnostische Mog-
lichkeiten ausschopfen, die zwar
noch nicht durch grofde medizini-
sche Studien Einzug in den Behand-
lungskatalog erhalten haben, die
aber, wie der Maintrac-Test, eine
hohe Sensitivitdat und Spezifizitat
aufweisen und deswegen durchaus
als Begleittests aussagekraftig sind.
Eine entsprechende Therapieanpas-
sung kann den Patienten nachweis-
lich einen signifikanten Uberlebens-
vorteil bringen. Die Maintrac-Diag-
nostik ist aktuell noch keine Kassen-
leistung und gilt als Individuelle
Gesundheitsleistung (IGeL). Auf
Anfrage ibernehmen jedoch einige
Krankenkassen die Kosten. ]
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