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ZUSAMMENFASSUNG

Zielgerichtete Therapien haben erfolgreich Einzug in die palliative
Therapie des Lungenkarzinoms gehalten, da sie eine Individualisie-
rung oder Personalisierung ermdglichen, die mit der Testung von
pradiktiven Biomarkern einhergeht. Dadurch steigt die Zahl an pra-
diktiven molekularbiologischen und immunhistochemischen Unter-
suchungsmaglichkeiten zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie
und damit der Bedarf an jeweils aktuellen Tumorgewebeproben.
Diese sind jedoch oft nicht ohne unverhdltnismaRig hohe Belastun-
gen fir den Patienten zu gewinnen. Daher stellen Verfahren der
Diagnostik aus Blutproben, die mit dem aus dem Englischen stam-
menden Begriff ,liquid biopsy“ zusammengefasst werden, eine Al-
ternative bzw. Erganzung zur klassischen Gewebebiopsie dar. Der-
zeit konnen in der klinischen Routine bereits aktivierende EGFR-Mu-
tationen sowie die inhibitorische Mutation T790 M aus dem Blut de-
tektiert werden. Dieser Artikel stellt den aktuellen Stellenwert der
liquid biopsy in der Diagnostik, zur Prognose und zur Steuerung
des Therapieverlaufs bei Lungenkarzinomen dar und gibt einen Aus-
blick auf zukiinftige Moglichkeiten.

ABSTRACT

Personalized, individualized, targeted therapy has successfully
found entrance in the palliative treatment of lung cancer as they en-
able a personalized and individualized strategy going ahead with
biomarker testing. Due to the crescending amount of predictive
molecular and immunhistochemical analyses at different time
points during therapy the need for more and actual tumor tissue in-
creases; however these samples cannot always be obtained without
major discomfort for the patients. Therefore, analyses from blood,
the so called , liquid biopsy*“, is an alternative or additional method.
Activating mutations in the EGFR gene and the inhibitory mutation
T790M can already be detected from blood during clinical routine.
This review presents the status of liquid biopsy for diagnosis, pro-
gnosis and as predictive parameter during the course of therapy in
lung cancer and gives an outlook on future developments.

Einleitung

Noch bis in die friihen 2000-er Jahre wurden in Behandlungs-
konzepten bei Lungenkarzinomen lediglich zwischen kleinzelli-
gem Karzinom (SCLC) und nichtkleinzelligem Karzinom
(NSCLC) und bei letzterem zwischen Plattenepithel-Karzinom,
Adenokarzinom und groRzelligem Karzinom unterschieden
[1]. Diese histomorphologische Einteilung wird heute durch
eine molekularpathologische bzw. tumorgenetische Klassifika-
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tion erganzt. Durch das moderne Verstandnis der Tumorbiolo-
gie hat sich gezeigt, dass Wachstum und Differenzierung durch
spezielle Signaltransduktionswege (signaling pathways) regu-
liert werden und dass in Tumoren zentrale Molekiile dieser Sig-
nalwege, meist Onkogene, durch Mutation eine deregulierte
und damit dauerhafte Aktivierung erfahren kdnnen. Diese Mu-
tationen ,treiben® (tumor driver mutations) das Tumorwachs-
tum an, damit bieten sie ideale Zielstrukturen (,targets®) fir
eine zielgerichtete Therapie [2].
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Bei Adenokarzinomen werden z.B. aktivierende Mutationen
im epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) sowie akti-
vierende Translokationen in den anaplastische Lymphom-Kina-
se (ALK)- oder rather often translocated in sarcoma (ROS1)-Ge-
nen beobachtet [3]. Der Nachweis einer aktivierenden Muta-
tion in einem der beiden Gene gilt als pradiktiver Biomarker
fur die klinische Wirksamkeit spezieller Tyrosinkinase-Inhibi-
toren (TKIs). Bei Plattenepithelkarzinomen zeigt sich oftmals
eine Uberexpression des EGFR und der Nachweis einer EGFR-Ex-
pression gilt als pradiktiver Biomarker fir die Wirksamkeit eines
EGFR inhibierenden Antikérpers [4]. Als Konsequenz sollten da-
her alle Adenokarzinome molekularpathologisch auf tumorge-
netische Verdnderungen in den EGFR- und ALK- sowie ROS1-
Genen untersucht werden. Plattenepithelkarzinome kénnen
einer immunhistochemischen Analyse der EGFR-Expression un-
terzogen werden.

Im klinischen Alltag werden zur Gewinnung von Tumorpro-
ben in der Giberwiegenden Mehrzahl der Fille endoskopische
Eingriffe gewahlt, wie etwa die bronchoskopische Biospie oder
die EBUS-TBNA (endobronchial mittels Ultraschall gewonnene
transbronchiale Nadelaspiration) aus mediastinalen Lymphkno-
ten [5]. Durch diese Eingriffe werden haufig nur kleine Biopsien
oder nur zytologisch verwertbares Material gewonnen, das in
bis zur Hélfte der Falle nicht ausreicht, um daran die relevanten
molekularen Biomarker zu testen [6]. Daher ist es notwendig,
nach anderen Wegen zu suchen, um diese molekularen Analy-
sen durchfiihren zu kénnen. Hier bieten sich in neuerer Zeit
alternativ zu Gewebeproben ,liquid biopsies* an, also Analysen
aus Bestandteilen des Blutes, wie etwa das Serum/Plasma oder
Thrombozyten, in Zukunft auch von Sputum oder Urin [7]. Der
Begriff ,liquid biopsy“ stammt aus dem Englischen, heiBt tiber-
setzt so viel wie ,fllissige Biopsie“ und wird in Ermangelung
eines treffenden deutschen Begriffs im weiteren Text fir alle
pradiktiven molekulargenetischen Untersuchungen verwen-
det, die aus Blutproben erfolgen.

Es gibt mehrere Quellen von Tumor-DNA oder -RNA, die aus
Blutproben analysiert werden konnen, wie etwa zirkulierende
zellfreie DNA (engl. circulating free DNA, cfDNA), die zu einem
gewissen Anteil von Tumorzellen stammt (ctDNA, circulating
tumor DNA), zirkulierende Tumorzellen (CTC, circulating tumor
cells) und Exosomen [8-11].

Die cfDNA besteht dabei aus kleinen Nukleinsdure-Fragmen-
ten von etwa 170-320 bp Lange, die weder mit Zellen noch mit
Zellfragmenten assoziiert sind. CTCs dagegen sind intakte le-
bende Tumorzellen, die aus dem Blut isoliert werden kénnen,
im Regelfall jedoch nur in sehr geringen Mengen zu finden und
zudem schwer zu isolieren sind. Exosomen schlieBlich sind ex-
trazelluldre Vesikel, die von stoffwechselaktiven Zellen, wie Tu-
morzellen, abgegeben werden. Exosomen enthalten RNA, DNA
und Proteine, die unter anderem auch nach Kontakt mit Tumor-
zellen von Thrombozyten aufgenommen werden kénnen. Wah-
rend Gewebebiopsien aus Tumoren oft nur schwer zugdnglich
sind oder sich die Patienten, gerade beim Lungenkarzinom, be-
reits in einem schlechten Allgemeinzustand befinden und inva-
sive Verfahren daher einer kritischen individuellen Nutzen-Risi-
ko-Bewertung bediirfen, kdnnen periphere Blutproben jeder-
zeit problemlos - und auch wiederholt - abgenommen werden.
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Zusétzlich ist zu beachten, dass Tumoren hdufig genetisch he-
terogen sind und daher eine einzelne Gewebeprobe mdoglicher-
weise nicht reprdsentativ sein kann und nur ein inkomplettes
Bild des Tumorgenoms wiederspiegelt [12]. Gewebeproben,
die zu Beginn einer Antitumortherapie gewonnen wurden, stel-
len fir eine Folgetherapie mdglicherweise nicht mehr den ak-
tuellen Stand des zu behandelnden Tumorgenoms dar. Dies ist
z.B. dann der Fall, wenn durch die Therapie neue Mutationen
entstehen oder unter dem Selektionsdruck durch die Therapie
resistente Subklone selektiert werden. Daher ist es in manchen
Situationen sinnvoll, vor der Entscheidung zur Auswahl einer
post-primdren Therapie aktuelle tumorgenetische Untersu-
chungen durchzuftihren. Dieser Schritt ist durch eine periphere
Blutentnahme wesentlich einfacher und fiir den Patienten mit
einer deutlich geringeren Belastung umzusetzen als durch eine
erneute Tumorbiopsie. Einen schematischen Uberblick gibt
» Abb. 1.

KURZ GEFASST:

Neben der Histologie kommen beim NSCLC zunehmend
molekulare Marker zur Therapiesteuerung in Betracht.
Derzeit sind in der klinischen Routine aktivierende Muta-
tionen im EGF-Rezeptorgen sowie Translokationen in den
ALK- oder ROS1-Genen bei Adenokarzinomen und EGFR-
Expression bei Plattenepithelkarzinomen Pradiktoren fiir
die Wirksamkeit einer zielgerichteten Therapie. Blutba-
sierte Gen- und Markeranalysen, die sog. ,liquid biopsy*,
dient als neues zusétzliches Instrumentarium der Diag-
nose und Therapiesteuerung bei Lungentumoren. Es
wird zwischen cfDNA, CTCs und Exosomen/Thrombozy-
tenmaterial unterschieden. Im Vergleich zu Tumorbiop-
sien aus Gewebe sind Blutproben jederzeit verfiigbar
und geben den aktuellen molekulargenetischen Stand
der Tumorerkrankung wieder.

Allerdings muss auch deutlich gesagt werden, dass derzeit
die liquid biopsy in keinem Fall die histologische Diagnose er-
setzen, sondern allenfalls ergdnzen kann. Aussagen zum Ge-
webetyp, zum Grading sowie zur Blut- und LymphgeféBinvasion
bleiben einstweilen der Analyse von Gewebeproben vorbehal-
ten.

Formen der ,Liquid biopsy“ im Blut
ctDNA - zirkulierende Tumor-DNA

Tumorzellen geben DNA-Fragmente in den Blutkreislauf ab, die
aus zellfreien Fraktionen des Blutes, also Serum oder Plasma,
gewonnen werden konnen. Die ctDNA (engl. circulating tumor
DNA) findet sich hier zusammen mit DNA-Fragmenten norma-
ler Zellen, der sog. cfDNA (engl. circulating free DNA), die z.B.
durch entziindliche Prozesse, Immunreaktionen u.a.m. ent-
steht. Dadurch liegt im Blut von Tumorpatienten immer eine
Mischung aus cfDNA und ctDNA vor, wobei es keine Méglich-
keit gibt, den Anteil an ctDNA zu bestimmen. Dies ist ein gro-
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Rer Nachteil der liquid biopsy, denn immer dann, wenn keine

Mutation nachgewiesen werden kann, bleibt unklar, ob es sich

um eine ,Wildtyp“-Genkonstellation handelt oder eine vorhan-

dene Mutation nicht detektiert werden konnte, weil die Sensiti-
vitdt des Nachweisverfahrens (LOD, limit of detection) nicht
ausreichend war. Diesbeziiglich ist eine Gewebeprobe deutlich
sicherer, denn hier kann man mikroskopisch beurteilen, ob das

Material fiir die Untersuchung geeignet ist und ob durch die

Anreicherung des Tumorgewebes durch Mikrodissektion das

LOD erreicht wurde. Entsprechend ist die Analyse aus Gewebe-

proben im negativen Fall deutlich verldsslicher. Umgekehrt hat

die Gewebeprobe den Nachteil, dass sie im Falle deutlicher Tu-
morheterogenitdt moglicherweise eine nicht reprdsentative

Stichprobe darstellt.

Bislang gibt es nur sehr wenige Erkenntnisse tber die Art
und Weise, wie ctDNA in den Blutkreislauf gelangt. Aktuell exis-
tieren im Wesentlichen zwei Hypothesen tiber die Herkunft der
ctDNA [13]:

1. ctDNA wird vom Tumor aktiv in den Blutkreislauf sezerniert.
Dieser Mechanismus ist moglicherweise wichtig, um in ent-
fernten Organsystemen das Einwachsen von Metastasen
vorzubereiten [14]. Moglicherweise kdnnten ctDNAs aber
auch von lysierten zirkulierenden Tumorzellen oder Mikro-
metastasen stammen, die vom Tumor aktiv in den Blutkreis-
lauf abgesondert wurden.

2. cfDNA wird passiv durch Apoptose oder Nekrose in den
Blutkreislauf abgesondert [15]. Dabei wird umso mehr
ctDNA freigesetzt, je hoher der der Umsatz (turnover) der
Tumorzellen ist. Dieser ist besonders hoch, wenn das
Wachstum des Tumors mit einer unzureichenden Neoangio-
genese einhergeht. Eine andere Vermutung ist, dass cfDNA
von nekrotischen Tumorzellen abstammt, die von Makro-
phagen aufgenommen wurden und die nach ihrem Zerfall
ctDNA freisetzen [16].

Da ctDNA-Fragmente eine GroRe von etwa 170-320 Basen-
paaren und damit nur genomische Bruchteile darstellen, geht
man davon aus, dass diese im Zuge von Apoptose entstehen,
da DNA-Fragmente, die bei diesem Prozess entstehen, eben-
falls dieses GroRenprofil aufweisen [16,17]. Apoptose hdngt
von einer Vielzahl von Eigenschaften der Tumoren ab wie der
Menge nekrotischer Zellen, der Lokalisation, GréBe, Vaskulari-
sierung des Tumors und der Anzahl der Metastasen [18,19].
Dies konnte auch die deutliche interindividuelle Variabilitdt der
ctDNA-Konzentration aber auch intraindividuelle Schwankun-
gen im Verlauf einer Tumorerkrankung erklaren [19,20]. ctDNA
wird im Blut degradiert oder z.B. in der lymphatischen Zirku-
lation gefiltert, sodass die Halbwertzeit von ctDNA im Blut ca.
1 Stunde betrdgt und sich dabei ein Gleichgewichtszustand
(steady state level) aus Neubildung und Zerfall einstellt [21].
Weil die cfDNA einen hohen Grad an Fragmentation aufweist
und hdufig nur in geringen Konzentrationen im Blut nachweis-
bar ist, stellt die Isolierung und Anreicherung eine groRe tech-
nische Herausforderung dar [13,22]. Dennoch reichen mit neu-
esten Methoden ca. 5-10ml EDTA-Blut fiir valide Analysen aus
[23]. Hierbei sollten spezielle R6hrchen eingesetzt werden (z.B.
Ariosa-Réhrchen, Roche; BCT-Réhrchen, Streck; oder PAXGene
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Liquid biopsy
schematisch

CTC

Thrombozyten/
Exosome

» Abb.1 Schematische Darstellung der liquid biopsy.

A) Lungentumorzellen geben auf aktive oder passive Weise Tu-
morzellen und Tumor-Erbsubstanz in das Blut ab. B) Diese kdnnen
im peripheren Venenblut in Form von ctDNA (circulating free
tumor DNA), CTC (circulating tumor cells) und in Thrombozyten
(TEP) detektiert werden. C) Mittels technischer Verfahren gelingt
es zunehmend diese Zellen aus 10 ml Venenblut zu isolieren und
zu amplifizieren, was in speziellen Rohrchen erfolgen muss. M6g-
liche Anwendungsmaglichkeiten sind im unteren Teil der Abbil-
dung schematisch und exemplarisch dargestellt. D) Friihzeitiger
Nachweis von Tumorzellen bzw. ctDNA bei Progress der Erkran-
kung oder bei Rezidiven. E) Mutationsanalyse, hier am Beispiel
einer T790 M-Mutation des EGFR-Gens. F) Genexpressionsprofile
aus mRNA, z.B. aus den Thrombozyten. E) Mdglichkeit der In-
vitro- und In-vivo-Diagnostik von CTCs, im Sinne von sog. Avatar-
Modellen. Ausfiihrliche Beschreibung im Text.

ccfDNA-R6hrchen, Qiagen) vor allem um eine Adsorption der
cfDNA an die Plastikoberflachen zu verhindern [24]. Bei ldnge-
ren prdanalytischen Standzeiten zerfallen Leukozyten in der
Blutprobe, wodurch genomische DNA freigesetzt wird, die die
geringen Mengen ctDNA maskieren kann. Im Serum ist die Kon-
zentration der ctDNA zwar bis zu 24-fach héher als im Plasma,
dennoch sollte Plasma verwendet werden, da dies geeigneter
ist, um ctDNA zu isolieren [22, 25]. Ohne spezielle Blutrohrchen
sollte eine Blutprobe innerhalb von ein bis zwei Stunden verar-
beitet werden. In den speziellen Réhrchen (s. 0.) ist das Material
fur etwa 5 Tage bei Raumtemperatur stabil, sodass das Blut so-
gar postalisch verschickt werden kann [26].
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ctDNA kann mittels einer Vielzahl von Isolationsverfahren
angereichert, anschlieBend mittels PCR basierter Verfahren
amplifiziert und schlieRlich analysiert werden. Solche Metho-
den sind beispielsweise ARMS (amplification refractory micro-
sequencing)-basierte Plattformen, Next Generation Sequen-
cing (NGS) und immer ofter digitale PCR-Verfahren wie BEA-
Ming (beads, emulsion, amplification, magnetic) oder ddPCR
(digital droplet PCR) [27]. Ein Vergleich der EGF-Rezeptormuta-
tionsanalyse und Nachweis von neuaufgetretenen Resistenz-
mutationen nach Therapie mit TKI (Tyrosinkinase)-Inhibition
mit ctDNA unter Einsatz von ARMS- und digitaler PCR zeigte,
dass beide Methoden eine hohe Sensibilitdt und Spezifitdt hat-
ten, um EGFR-Mutationen zu detektieren [28]. Erwartungsge-
maR zeigten digitale PCR-Methoden eine noch héhere Sensitivi-
tat und eine bessere Konkordanz als ARMS-basierte Methoden.

Bereits an dieser Stelle wird klar, dass Untersuchungen in
Gewebe und liquid biopsy jeweils Vor- aber auch Nachteile auf-
weisen. Beide ergdnzen sich daher als Quellen fiir Untersu-
chungsgut. Daher kénnen auch beide Analysen komplementar
eingesetzt werden. Aufgrund der hohen diagnostischen Sicher-
heit wiirde es sich anbieten, mit der Gewebeanalyse zu begin-
nen. Spricht jedoch der Allgemeinzustand des Patienten, die
drangende Zeit oder ein erh6htes Risiko bei der erneuten Ge-
webediagnostik fir die liquid biopsy, sollte mit dieser begon-
nen werden.

KURZ GEFASST:

ctDNA kann im Blut nachgewiesen werden. Dazu reichen
ca. 5-10ml EDTA-Blut. Plasma eignet sich besser als
Serum fiir die Analyse. ctDNA gelangt durch aktive oder
passive Mechanismen wie Apoptose oder Nekrose ins
Blut. Es bestehen zahlreiche Verfahren, um ctDNA in der
groReren Menge der cfDNA nachweisen zu kénnen, wo-
bei die sensitiven digitalen PCR-basierten Methoden an
Bedeutung gewinnen. Liquid biopsy und Gewebeanalyse
haben jeweils Vor- und Nachteile. Untersuchungen am
Gewebe bringen den Vorteil, dass das Tumorgewebe his-
tomorphologisch beurteilt und durch Mikrodissektion
angereichert werden kann, was in einem sicheren Ergeb-
nis resultiert. Der Nachteil des Gewebes ist eine mangeln-
de Reprdsentanz der heterogenen Tumorsituation. Bei
den liquid biopsies ist es genau umgekehrt. Hier liegt
eine hohe Reprasentanz vor, weil sich die ctDNA wahr-
scheinlich von vielen bis allen Metastasen ableitet, jedoch
kann keine Aussage getroffen werden, wie groR der An-
teil an ctDNA in der cfDNA ist. Flir eine optimale Patien-
tenversorgung sind Gewebebiopsie und liquid biopsy
komplementare Verfahren.
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CTC - zirkulierende Tumorzellen

CTCs sind entweder einzelne Tumorzellen, oder seltener, kleine
Zellhaufen von Tumorzellen. Sie finden sich im Blutstrom vieler
Patienten mit malignen Erkrankungen, so auch beim Lungen-
karzinom [29]. CTCs werden sowohl von Primédrtumoren als
auch metastatischen Herden in den Blutstrom abgegeben, ent-
weder passiv oder aktiv im Rahmen einer sog. EMT (epithelio-
mesenchymalen Transition). CTCs enthalten Subpopulationen,
sog. ,culprit-cells” (,Taterzellen®) [29], die fir die Implantation
von Metastasen verantwortlich gemacht werden und zur
schlechten Prognose fortgeschrittener Tumore beitragen [30].

CTCs konnen sowohl quantitativ als auch qualitativ analy-
siert werden. Wenn ein Tumor sehr aktiv CTCs freisetzt, kdnnen
so ggf. auch kleinste Tumorresiduen erkannt werden. Zusétz-
lich haben CTC-Konzentrationen mdoglicherweise prognosti-
sche Bedeutung und erlauben in vielen Fillen das Ansprechen
auf antitumordse Therapien zu erkennen bzw. zu verfolgen
(monitoring) [31]. Qualitativ kdnnen CTCs mittels moderner
tumorgenetischer Verfahren untersucht werden, um auf diese
Weise Treibermutationen zu finden und so zielgerichtete The-
rapien gegen die ,Taterzellen“ zu entwickeln. Da CTCs meist
nur in sehr kleinen Mengen im Blut zu finden sind (z.B. 1 CTC
pro Milliliter Blut), miissen sie mit aufwdndigen Verfahren an-
gereichert werden [32]. Fir die Anreicherung und Detektion
von CTCs stehen innovative molekulare Techniken zur Verfi-
gung [31,33-35].

Bei den ,Label-abhdngigen“ Verfahren werden die CTCs auf
der Basis von Zelloberflachenmarkern (z.B. EPCAM, epithelial
cell adhesion molecule), angereichert. Fir diese Vorgehens-
weise existiert mit dem CELLSEARCH-System (Janssen Diagnos-
tics) ein von der FDA (food and drug administration U.S.A.) zu-
gelassenes Isolationssystem fiir CTCs, mit dessen Hilfe in der
klinischen Routine metastasierte Mamma-, Colon- oder Prosta-
takarzinome monitoriert werden kénnen [36-38]. Bei den
,Label-unabhdngigen“ Analysen werden CTCs nach biophysika-
lischen Eigenschaften wie GroRe oder durch Negativselektion
angereichert. Unter einer Negativselektion sind dabei Verfah-
ren zusammengefasst, bei denen nicht die CTCs angereichert
werden, sondern die storenden peripheren Blutzellen z.B. iber
Komplement vermittelte Lyse depletiert werden. Auf diese
Weise ist es sogar mdglich, teilungsfahige CTCs anzureichern
und in weiteren Schritten in Kultur zu bringen. Auf diese Weise
konnen CTC-Zelllinien angelegt werden oder CTCs in Mause in-
jiziert werden, um dort PDX (patient derived xenograft)-Model-
le zu erstellen [39-42].

Mithilfe modernster molekularer Methoden wie der ,Whole
Genome Ampflification* (WGA) und anschlieBendem Next-Ge-
neration-Sequencing (NGS) oder Genexpressionsprofilen kann
eine detaillierte Charakterisierung sogar einzelner CTCs erfol-
gen [39,40,43,44]. Sieht man von den technischen Schwierig-
keiten und Herausforderungen ab, hat die Untersuchung von
CTCs klinische Relevanz. So zeigte eine Metaanalyse von 20
Publikationen, in denen insgesamt 1576 NSCLC-Patienten un-
tersucht wurden [45], dass der Nachweis von CTCs signifikant
mit einem schlechteren krankheitsfreien und Gesamtiiberleben
der NSCLC-Patienten einherging.

Briickl WM et al. ,Liquid biopsy“: Analyse... Pneumologie 2017; 71: 151-163
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CTCs konnen als Einzelzellen oder in kleinen Gruppen im
Blut von Tumorpatienten nachgewiesen werden. Der
Nachweis ist methodisch sehr aufwéandig, wobei ,Label-
abhangige“ und ,Label-unabhangige“ Verfahren zum Ein-
satz kommen kdnnen. Von der FDA wurde bisher lediglich
ein Label-abhédngiges Verfahren (CELLSEARCH®) fir den
klinischen Einsatz zugelassen. Schwierigkeiten bestehen
unter anderem darin, CTCs von anderen Blutzellen zu dif-
ferenzieren, anzureichern, auszuzahlen und zu charakte-
risieren. Mittels modernster genetischer Verfahren kann
das Genom einzelner CTCs analysiert werden. Ein anderer
experimenteller Ansatz besteht darin, einzelne lebende
CTCs anzuziichten, in Kultur zu bringen oder in Mausen
zu untersuchen (PDX, patient derived xenograft).

Thrombozyten und Exosomen

Thrombozyten sind (nach den Erythrozyten) die zweithdufigste
Zellart im Blut. Sie bestehen aus Zellfragmenten, da sie durch
den Zerfall von Megakaryozyten im Knochenmark entstehen.
Thrombozyten sind klassischerweise an der Blutgerinnung und
an der Einleitung der Wundheilung beteiligt [46,47]. Interes-
santerweise besteht eine weitere Interaktion zwischen Throm-
bozyten und Tumorzellen [48]. So kdnnen Thrombozyten in en-
gen Kontakt mit Tumorzellen kommen, wobei es zum Aus-
tausch von tumorassoziierten Biomolekilen zwischen Tumor-
zellen und Thrombozyten kommt. Dieser Vorgang wird als ,Er-
ziehung“ (,education“) bezeichnet und Thrombozyten, die so
~erzogen“ wurden, werden als ,tumor educated platelets”
(TEP) bezeichnet [49-53]. So konnten in TEPs Tumor-DNA und
-RNA nachgewiesen werden [52,54]. Entsprechend sind TEPs
fur liquid biopsy-Verfahren interessant, da aus diesen das
tumorgenetische Material gut isoliert und anschlieBend mole-
kular-pathologisch untersucht werden kann. Insbesondere die

KURZ GEFASST:

Thrombozyten kénnen Tumormaterial durch Kontakt mit
Tumorzellen oder durch Fusion mit Vesikeln, wie den Exo-
somen oder auch direkt DNA oder RNA, aus dem Blut-
strom aufnehmen. Da Thrombozyten relativ robust sind
und Nukleinsduren in ihnen gut geschiitzt sind, stellen
sie ein interessantes System fir klinische Analysemetho-
den dar. Tumore kénnen so iiber die in Thrombozyten
enthaltenen Nukleinsduren, insbesondere aber RNA cha-
rakterisiert und einzelne Mutationen nachgewiesen wer-
den. Dies ist insbesondere fiir den Nachweis von Translo-
kationen interessant, weil sich diese als Genfusionen di-
rekt in der mRNA abbilden und somit nachweisen lassen.
Bisher sind diese Verfahren jedoch noch nicht in der Rou-
tinediagnostik verfiigbar.
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Tumor-RNA aus TEPs ist wertvoll, denn diese besteht im Ver-
gleich zu cfRNA aus gréBeren Fragmenten, ist im Unterschied
zum Blutplasma stabil und kann routinemaRig aus Blutproben
gewonnen werden. Hiermit lassen sich auch komplexe tumor-
genetische Untersuchungen, wie etwa der Nachweis von Trans-
lokationen, durchfiihren. Dabei fiihrt selbst eine lange Lage-
rung von bis zu 48 Stunden bei Raumtemperatur zu keiner
wesentlichen Degradierung der Tumor-Erbsubstanz in den
TEPs [48,55].

Eine weitere Quelle von genetischem Material aus Tumorzel-
len sind Exosomen. Hierbei handelt es sich um kleine, Mem-
bran-umgebene Vesikel, die von den Tumorzellen abgegeben
werden. Exosomen enthalten Tumor-DNA, -RNA und auch -Pro-
teine, wodurch es mdoglich ist, Tumor-spezifische Exosomen
mithilfe von Antikérpern, wie EpCAM, anzureichern, wie es be-
reits fiir die CTCs beschrieben wurde [56].

Klinische Anwendungsformen der
»Liquid biopsy“ bei Lungenkarzinomen

EGFR-Mutationen

Beim Adenokarzinom der Lunge kénnen mittlerweile Treiber-
mutationen in etwa der Hélfte aller Fille detektiert werden,
die zum Teil auch von klinischer und therapeutischer Relevanz
sind. Die prominenteste Rolle spielen aktivierende Mutationen
im EGFR-Gen, die wir in etwa 10-15% der Patienten nachwei-
sen konnten [57]. In ca. 90% der Félle handelt es sich um Dele-
tionen im Exon 19 (meist ELREA-Motiv) oder die Punktmutation
L858R im Exon 21 des EGFR-Gens. Sie sind ein Pradiktor fiir
gutes Ansprechen auf EGFR-zielgerichtete spezifische Tyrosin-
kinase-Inhibitoren (TKI) [58 - 61]. Dabei werden TKIs der ersten
Generation (Erlotinib und Gefitinib; binden den EGFR reversi-
bel), der zweiten Generation (Afatinib und Dacomitinib; binden
den EGFRirreversibel) und der dritten Generation (Osimertinib,
Rociletinib und Olmutinib; binden den EGFR in bestimmten
Situationen der Resistenz) unterschieden [62, 63].

Wenn es im Verlauf einer Erkrankung schwierig ist, invasiv
Tumorgewebe zu asservieren, oder wenn der Nachweis einer
Mutation aus dem Gewebe nicht mdoglich ist [13], dann ist fir
die Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC)
beim Einsatz des TKI Gefitinib der Nachweis einer EGFR-Muta-
tion aus dem Blut als Ersatz- oder sekundare Losung durch die
EMA zugelassen worden [64]. Diese Zulassung basiert auf einer
Vielzahl an Daten, die zeigen, dass der EGFR-Mutationsstatus
im Plasma nachgewiesen werden kann [65]. An 42 Patienten,
die mit Gefitinib behandelt wurden, konnte eine Mutationsrate
von 16,7 % im Plasma der Patienten detektiert werden; die Kon-
kordanz mit der Mutation im Tumor des gleichen Patienten lag
dabei bei 92,9%. Falsch negative Bestimmungen lagen kaum
vor, was sich an einer Sensitivitdt der Methode von 97 % wider-
spiegelt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass der Nachweis
von EGFR-Mutationen im Plasma mit dem Ansprechen auf Gefi-
tinib eng korrelierte. Die Moglichkeit zum Nachweis von EGFR-
Mutationen aus dem Blut bestdtigte eine weitere Studie, die
diese genetische Verdnderung in 49,3% der Félle nachweisen
konnte [66]. Patienten mit einer EGFR-Mutation im Plasma hat-
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ten ein lingeres medianes progressionsfreies Uberleben (PFS)
als diejenigen mit EGFR-Wildtyp (7,6 vs. 2,9 Monate), wenn sie
mit Gefitinib als Zweitlinientherapie behandelt wurden. Im bis-
her groBten veroffentlichten Kollektiv wurden Tumor- und Plas-
maproben von 1162 NSCLC-Patienten aus 56 Zentren in Europa
und Japan mit unterschiedlichen molekularen Methoden auf
EGFR-Mutationen hin untersucht [67]. Die Mutationsfrequenz
lag in dieser retrospektiven Studie aus der klinischen Praxis bei
16 % fiir die Tumorproben und 9% fir die Plasmaproben. Dabei
ergab sich eine Konkordanz von 89%; die Sensitivitdt lag bei
46 % und die Spezifitat bei 97 %. Eine Gruppe von 25 Patienten
mit einem vermeintlich falsch positiven EGFR-Mutationsstatus
im Plasma wies hdufig als ,Standard“ nur eine Zytologie auf
und/oder es wurden weniger sensitive molekulare Nachweis-
verfahren verwendet. Zudem zeigten sich in der Tumorkatego-
rie M1B mit 13 % deutlich mehr Serumproben positiv fiir eine
EGFR-Mutation als bei Patienten in der Tumorkategorie M1A
mit 7 %. Hier folgerten die Autoren, dass bei Patienten mit Fern-
metastasen haufiger ctDNA in das Blut abgegeben wird. Diese
und weitere Publikationen zum Nachweis von EGFR-Mutationen
im Serum und Plasma waren jedoch retrospektiv erhoben wor-
den [13,68-74].

Prospektive Ergebnisse zur EGFR-Bestimmung aus dem Blut-
plasma lieferte die FASTACT II-Studie [75]. In dieser Studie wur-
den NSCLC-Patienten im Stadium UICC IV fir eine Chemothera-
pie randomisiert, die aus 6 Zyklen Gemcitabine und Platin be-
stand und sich durch die sequentielle Gabe von Erlotinib oder
Placebo unterschied. In FASTACT Il wurden Blutproben zu Be-
ginn der Therapie, zum Zeitpunkt des Zyklus 3 und bei Progress
der Erkrankung abgenommen. Insgesamt lagen 238 Paare von
Blut- und zugehdérigen Tumorproben vor; dabei lag die Kon-
kordanz der EGFR-Mutation zwischen Blut und Gewebetests
bei 88 %, die Sensitivitdt bei 75 % und die Spezifitdt bei 96%. In
der Gruppe der Patienten, die Erlotinib erhalten hatten, lag das
mediane PFS bei 13,1 Monaten, wenn vor Beginn der Therapie
eine aktivierende EGFR-Mutation im Plasma nachgewiesen wer-
den konnte; dagegen war das mediane PFS in der gleichen Ko-
horte bei lediglich 6,2 Monaten, wenn der EGFR-Status den
Wildtyp im Plasma zeigte. Noch interessanter stellten sich die
Ergebnisse nach Zyklus 3 dar. Hier konnte mittels ctDNA-Ana-
lyse gezeigt werden, dass unter Therapie die Anzahl von EGFR-
Kopien deutlich zurlickging. Wenn zum Zyklus 3 keine EGFR-
Mutation mehr nachgewiesen werden konnte, lag das mediane
PFS bei Patienten, die Erlotinib erhalten hatten, bei 16,6 Mona-
ten und das mediane Uberleben (OS) bei 32,4 Monaten. Im Ver-
gleich dazu war das mediane PFS bei Patienten, bei denen zum
Zyklus 3 noch eine EGFR-Mutation im Blut nachgewiesen wer-
den konnte, bei 7,8 Monaten und das mediane OS bei 17,7 Mo-
naten. Die Autoren konnten damit zeigen, dass es nicht nur
moglich ist, EGFR-Mutationen im Blutplasma verldsslich zu de-
tektieren, sondern dass dieser Marker auch zur Pradiktion des
Erfolgs einer EGFR-TKI-Therapie eingesetzt werden kann.

Auch in der IFUM-Studie, einer Phase IV-Studie mit Gefitinib
als Erstlinientherapie, wurde der EGFR-Mutationsstatus aus
dem Tumor von 652 Patienten mit metastasiertem NSCLC vor
Beginn der Therapie mit den Ergebnissen aus ctDNA-Analysen
verglichen [69]. Die Konkordanz zwischen Tumor und Plasma
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betrug 94,3 %, die Sensitivitdt 65,7 % und die Spezifitat 99,8 %.
Wiederholte Analysen aus mehreren Plasmaproben des glei-
chen Patienten ergaben gleiche Konkordanzen und eine hohe
Reproduzierbarkeit des Tests (THERASCREEN EGFR-RGQ-Kit).
Patienten, die eine Konkordanz zwischen Tumor und Plasma
hatten, zeigten ein Ansprechen von 76,9% (50 von 65 Patien-
ten). Dagegen lag das Ansprechen lediglich bei 59%, wenn die
EGFR-Mutation nur im Tumor, nicht aber im Blutplasma nach-
gewiesen werden konnte.

SchlieBlich wurden verschiedene Testmethoden zum Nach-
weis von EGFR-Mutationen im Blutplasma verglichen [28]. Hier-
bei wurden der COBAS-Test, Thera-Screen und BEAMing gegen-
einander getestet. Tumor und Blutproben von 38 NSCLC-Pa-
tienten, die im Rahmen der AURA-1-Studie mit Osimertinib be-
handelt wurden, konnten dabei untersucht werden. Des Weite-
ren wurden zwischen den beiden hdufigsten vorkommenden
aktivierenden EGFR-Mutationen, ndmlich Exon-19-Deletionen
und der L858R-Mutation im Exon 21 unterschieden. Es zeigte
sich durchgehend fiir alle verglichenen Testmethoden eine
hohe Sensitivitdt zwischen 78 und 100% sowie eine Spezifitdt
von 93-100%. Die Konkordanz lag zwischen 87 und 97%
(»Tab. 1).

T790 M-Mutationen

Die T790 M-Mutation im Exon 20 des EGFR-Gens ist eine Resis-
tenzmutation, die in ca. 50-60% der Fdlle unter einer Therapie
mit einem EGFR-TKI der ersten oder zweiten Generation auftritt
[76] und bei ca. 1-5% der Patienten mit EGFR-Mutation als Pri-
marresistenz auftritt. Passend fiir die T790 M-Mutation wurden
die EGFR-TKI der dritten Generation Osimertinib und Rociletinib
entwickelt [77, 78]. Osimertinib ist durch die EMA bei Nachweis
einer durch T790M vermittelten Primar- oder Sekundérresis-
tenz auf EGFR gerichtete TKI zugelassen. Damit ist es bei Pro-
gress unter TKI nun klinisch relevant, eine Rebiopsie durchzu-
fihren und auf das Vorliegen einer T790 M-Mutation an Ge-
webe zu testen oder eine liquid biopsy zu veranlassen. Wie es
in den aktuellen Leitlinien der DGHO und ESMO empfohlen
wird. Neben der T790M-Mutation transformierten etwa 5%
der urspriinglich Adenokarzinome der Lunge in ein kleinzelliges
Lungenkarzinom (SCLC), wodurch sie ebenfalls resistent gegen
TKI-Therapien mit Erst- und Zweitgeneration-TKIs werden [79].
Dies kénnte von einer alleinigen liquid biopsy nicht detektiert
werden. An dieser Stelle zeigt sich erneut die Komplementa-
ritdt von Gewebeproben und liquid biopsy, die zusammen eine
optimale Patientenversorgung erlauben. Auch hier kann die
Analyse jedoch auch allein mithilfe einer liquid biopsy erfolgen,
wenn eine Rebiopsie nicht moglich oder vom Patienten uner-
wiinscht ist, denn es ist in jedem Fall zielfihrender, nur eine
Komponente zu testen als gar keine Diagnostik durchzuftihren.

In einer kleinen restrospektiven Studie an 40 Patienten, die
unter EGFR-TKI-Therapie progredient waren, wurde untersucht,
wie viele Patienten in derartigen Situationen rebiopsiert wer-
den konnten [80]. Es zeigte sich, dass die Halfte der Patienten
den Progress an Lokalisationen hatten, die sehr schwer bis gar
nicht zu biopsieren waren. An weiteren 15 Patienten wurde die
Untersuchung nicht durchgefiihrt, weil die Patienten in diesen
Eingriff nicht einwilligten. Somit wurden lediglich in finf Féllen
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» Tab.1 Vergleich verschiedener Verfahren zur Detektion von EGFR- und T790 M-Mutationen aus dem Plasma (aus [28,32]).

Cobas® EGFR-Mutationstest

Exon 19 Deletion

Sensitivitat 86% 82%
Spezifitdt 100% 100%
Konkordanz 89% 87%
L858R

Sensitivitdt 90% 78%
Spezifitat 100% 100%
Konkordanz 97 % 95%
T790M

Sensitivitat 41% 29%
Spezifitat 100% 100%
Konkordanz 57% 48%

diagnostische Eingriffe durchgefiihrt (3 x transbronchiale Biop-
sie und 2x Thorakozentese) und dabei eine T790 M-Mutation
entdeckt. Dagegen konnte in Blutproben die T790 M-Resistenz-
mutation in 10 von 23 Patienten (43,5%) [81] oder 40% [82]
nachgewiesen werden. Besonders gut geeignet war das Verfah-
ren bei Rauchern, mannlichen Patienten und Tumoren mit Exon
19-Deletionen im EGFR-Gen. Des Weiteren wurden liquid biop-
sies nicht nur zum Tumorprogress, sondern auch zu Zeitpunk-
ten davor und danach gesammelt. In diesen Serienunter-
suchungen zeigte sich, dass die T790 M-Mutation zwischen 30
Tagen vor und 70 Tagen nach dem radiologisch definierten Pro-
gress auftrat [82]. Diese Beobachtung kdnnte fiir manche Pa-
tienten unter TKI-Therapie von pradiktiver Relevanz sein.

Fir den Nachweis der T790 M-Mutation aus dem Blut ist es
sinnvoll, die bekannte Primarmutation im EGFR-Gen mit zu un-
tersuchen. T790 M-Mutationen sind dann relevant, wenn sie zu-
sammen mit der Primdarmutation auf demselben DNA-Strang
vorkommen. Wenn die T790 M-Mutation und Primdrmutation
auf dem jeweils anderen Allel vorkdmen, wiirden zwei Typen
an EGFR-Proteinen synthetisiert: EGFR mit aktivierender und
EGFR mit T790 M-Mutation. In diesem Falle bestiinde aber keine
Resistenz gegen den TKI der ersten oder zweiten Generation.
Daher kann die Primdrmutation als Referenz fiir eine ausrei-
chende Sensitivitat der Untersuchung herangezogen werden.
Wenn die Primdrmutation nachgewiesen werden kann, war die
Menge an ctDNA in der cfDNA ausreichend hoch genug fiir den
Nachweis einer Mutation im EGFR-Gen, somit ist in dieser Kon-
stellation der Nachweis einer WT T790T-Sequenz nicht Folge
einer zu geringen Sensitivitdt des Tests. Eine auf dem dies-
jahrigen ASCO vorgestellte Studie untersuchte T790M-Muta-
tionen bei Patienten nicht nur im Tumor und im Blutplasma,
sondern auch im Urin [83]. Bei 181 untersuchten Féllen konnte
in 57 % in allen drei Proben die Mutation nachgewiesen werden
(» Abb. 2). Des Weiteren war es weder fiir das progressions-
freie Uberleben (PFS) noch fiir das Anhalten des Ansprechens
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Droplet digital PCR BEAMING digital PCR

- 93%
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90% 100%
100% 93%
97 % 95%
71% 71%
83% 67%
74% 70%
Tumorgewebe 8 18
16
Urin 5 104

19

Blutplasma 4

» Abb.2 T790M-Mutationsnachweis im Tumor, Blutplasma und
Urin. In 104/181 (57 %) der untersuchten Patienten konnte aus
allen drei Proben die T790 M-Mutation nachgewiesen werden. Die
Spalten zeigen an, in welchen Materialien gleichzeitig die Muta-
tion nachgewiesen wurde, die Zahlen in den Kastchen beziehen
sich auf die Fallzahlen (nach [83]).

(DOR) unter einem Drittgeneration EGFR-TKI (Rociletinib) von
Relevanz, woher die positive Probe stammte. Die Autoren fol-
gerten daraus, dass der Nachweis der T790 M-Mutation sowohl
aus Plasma als auch aus Urin eine gut anwendbare Diagnostik-
moglichkeit ist, insbesondere, wenn kein Tumorgewebe vor-
liegt.

Die AURA-Studie ist eine prospektive Phase I-Studie, in der
Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC und aktivierenden
EGFR-Mutationen mit Osimertinib (3. Generations-TKI) behan-
delt wurden. Bei allen eingeschlossenen Patienten wurde die
EGFR-Mutation sowohl im Tumor als auch im Blutplasma iiber-
priift [84]. Es zeigte sich, dass das Ansprechen (62% und 63 %)
und PFS (9,7m) fir alle Patienten gleich war, die entweder in
der Tumorprobe oder im Blut eine T790 M-Resistenzmutation
aufwiesen. Konnte im Plasma T790 M nicht nachgewiesen wer-
den, jedoch im Tumor des gleichen Patienten, so fiihrte dies zu
einem PFS von 16,2 Monaten. War dagegen neben der Plasma-
probe auch der Tumor ohne T790 M-Mutation, so lag das PFS nur
bei 2,8m. Die Autoren entwickelten aus diesen Ergebnissen
einen Giberarbeiteten Algorithmus, der in » Abb. 3b dargestellt
ist. Es sollte entsprechend zundchst eine Plasmaprobe auf das
Vorliegen von T790 M getestet werden. Zeigt sich die Resistenz-
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» Abb. 3 Algorithmen fiir die T790 M-Mutationstestung. a Im
konventionellen Algorithmus wird bei EGFR-mutationspositiven
NSCLC-Patienten bei Progress unter TKI eine Rebiopsie durchge-
fiihrt. Zeigt sich hier die T790 M-Mutation, kommt eine Therapie
mit dem 3. Generations-TKI Osimertinib in Frage, ansonsten ist die
Chemotherapie die Behandlung der Wahl. b Im alternativen Algo-
rithmus kann bei EGFR-mutationspositiven NSCLC-Patienten bei
Resistenz auf einen TKI zundchst ein Screening auf T790 M mittels
Blutplasma durchgefiihrt werden. Zeigt sich hier eine Mutation,
kann mit Osimertinib behandelt werden. Zeigt sich die T790 M-
Mutation nicht, sollte als nachster Schritt die Rebiopsie durchge-
fiihrt werden und diese auf T790 M getestet werden. Zeigt sich
nun die Resistenzmutation, kann mit dem Drittgenerations-TKI
therapiert werden. Im Fall ohne T790 M-Nachweis aus der Tumor-
probe sollte eine Chemotherapie eingeleitet werden. Ndheres
dazu im Text (Algorithmus aus [84]).

mutation, ist eine Therapie mit Osimertinib sinnvoll. Zeigt sich
im Plasma die Mutation nicht, sollte zusdtzlich Tumormaterial
untersucht werden. Wenn sich dann hier die Resistenzmutation
zeigt, sollte mit dem zugelassenen Drittgenerations-TKI behan-
delt werden, ansonstenist z. B. eine Chemotherapie zu erwagen.

Kiirzlich konnte in einer prospektiv randomisierten Phase IlI-
Studie (AURA 3) gezeigt werden, dass EGFR-mutationspositive
Patienten, die nach Versagen einer TKI-Erstlinientherapie eine
T790M in einer Rebiopsie aufwiesen, in der Zweitlinie signifi-
kant besser von einer Osimertinib-Therapie profitierten als von
einer platin-basierten Kombinations-Chemotherapie mit Peme-
trexed [85]. Das PFS unter dem 3. Generations-TKI lag dabei im
Median bei 10,1 Monaten, unter Chemotherapie bei 4,4 Mona-
ten (HR 0,30; p<0,001). Vergleichbare Ergebnisse konnten
auch fir die Patienten dieser Studie erzielt werden, in denen
zusétzlich die T790 M-Mutation im Plasma nachgewiesen wur-
de (mPFS 8,2m vs. 4,2m [HR 0,42]). Allerdings war die Sensiti-
vitdt des mittels Cobas-Tests durchgefiihrten Nachweises im
Plasma mit 51% Uberraschend gering. Anzumerken ist, dass
die Substanz Osimertinib in Deutschland trotz bestehender
EU-weiter Zulassung derzeit nur tber die internationale Apo-
theke bezogen werden kann (Stand Dezember 2016). Erwar-
tungsgemaR entwickeln die Lungenkarzinome mit T790 M-Mu-
tation unter Therapie mit Osimertinib weitere Resistenzen. So
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KURZ GEFASST:

Das EGFR-Mutationsscreening gehort heutzutage zum
Standard der molekular-pathologischen Diagnostik beim
metastasierten NSCLC, wenn eine nicht-plattenepithelia-
le Histologie und eine Therapieabsicht vorliegen. Wenn
kein oder nur unzureichende Mengen an Tumormaterial
vorliegen, um die EGFR-Mutationsanalyse durchzufiihren,
so kann diese Bestimmung in vielen Fillen mittlerweile
auch aus dem Blutplasma erfolgen. Wenn wdhrend der
Therapie eine Resistenz auf EGF-Rezeptor-TKls auftritt,
liegt zu ca. 60% eine T790 M-Resistenzmutation vor. Seit
Beginn diesen Jahres ist in Deutschland der Drittgenera-
tions-TKI Osimertinib zugelassen, der bei Nachweis einer
T790M-Mutation eingesetzt werden kann und eine gute
Effektivitat in der Zweitlinientherapie zeigt. Eine Rebiop-
sie ist in vielen Fallen jedoch nicht m&glich oder wird vom
Patienten aufgrund der Invasivitit des Eingriffs abge-
lehnt. Hier kann eine ,liquid biopsy* helfen. Der alleinige
Einsatz einer liquid biopsy ermdglicht es jedoch nicht,
eine mogliche Konversion eines NSCLC in ein SCLC (etwa
5%) zu erkennen. Auch hier sind also Gewebeprobe und
liquid biopsy nicht konkordant, sondern komplementére
Verfahren in der molekular-pathologischen Analyse von
Lungentumoren.

zeigten sechs von 15 so behandelten Patienten eine C797S-Re-
sistenzmutation im EGF-Rezeptor [86]. Eine gezielte Therapie
fur diese zweite Resistenzmutation gibt es bisher jedoch nicht.

ALK-Translokation

Eine weitere Subgruppe an Lungenkarzinomen ist durch Trans-
lokationen des ALK-Gens (anaplastic lymphoma kinase), des
ROS1-Gens (rather often translocated in sarcoma) oder des
RET-Gens (rearranged during transfection) charakterisiert.
Diese Translokationen werden bei etwa 3-5% der Patienten
mit Adenokarzinomen der Lunge gefunden. Diese Patienten
sind meistens Nie- oder Wenig-Raucher. Durch eine meist rezi-
proke Translokation wird der Kinase kodierende Teil der in Epi-
thelzellen der Lunge schwach exprimierten ALK-Rezeptor-
Tyrosinkinase mit dem Promoterbereich eines stark exprimier-
ten Gens (housekeeper Gen) zusammengebracht (Fusionsgen).
Dieses housekeeping Gen ist in einer Vielzahl der Lungenkarzi-
nom-Fdlle das EML4 (echinoderm microtubuli like)-Gen. Durch
die Translokation entsteht auf Ebene der mRNA und Proteine
ein Fusionsgen-Produkt, das die ALK-Kinaseaktivitat besitzt
und dabei wegen der hohen Aktivitdt des EML4-Promoters in
groBen Mengen in den Zellen gebildet wird. Diese Mutation
hat tumortreibende Wirkung, sodass dann bei Patienten mit
Adenokarzinomen der Lunge in der palliativen Erstlinienthera-
pie oder Zweitlinie eine Therapie mit den TKls Crizotinib oder
Ceritinib in Betracht kommt [87-90]. Daher sollte vor Thera-
piebeginn liberpriift werden, ob eine solche Translokation vor-
liegt. Dies kann zum einem am Gewebe mithilfe einer Immun-
histochemie durchgefiihrt werden, da das Fusionsprotein in
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den Tumorzellen stark (iberexprimiert wird. Zusétzlich kann
eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-(FISH)Diagnostik er-
folgen, die vergleichsweise aufwandig ist und erfahrene Unter-
sucher erfordert. Weiterhin ist es ebenfalls moglich, durch NGS
in einem ,Multigen-Nachweis“ sowohl Mutationen als auch Fu-
sionen parallel zu untersuchen.

Auch hier kénnten blutbasierte Verfahren die Diagnostik
vereinfachen. Jedoch ist zu beriicksichtigen, dass Translokatio-
nen auf Ebene der DNA/des Genoms nicht punktgenau iden-
tisch erfolgen, sodass der Nachweis der Genfusion am besten
auf Ebene der mRNA erfolgt. Dazu bieten sich TEP oder Exoso-
men an. Beim Einsatz von Thrombozyten konnte in 38 NSCLC-
Patienten die bekannte ALK-Translokation mit einer Sensitivitat
von 65% und einer 100 %igen Spezifitdt nachgewiesen werden
[91]. Eine Subgruppe von 29 Patienten dieser Studie, die mit
dem TKI Crizotinib behandelt worden war, zeigte dariiber
hinaus einen signifikanten Zusammenhang zwischen PFS und
dem in den Thrombozyten nachgewiesenen ALK-Status (PFS
3,7 Monate vs. 16 Monate; p=0,02). Auch beim Einsatz von
ALK-zielgerichteten TKIs entwickeln die behandelten Lungen-
karzinome Resistenzen, z.B. die sog. gatekeeper Mutation
L1196 M [92]. Auch diese kann (ber liquid biopsy nachgewie-
sen werden, wobei dieser Nachweis ggf. bereits ca. 2 Monate
vor dem radiologisch sichtbaren Progress festgestellt werden
kann. Analog zur Situation der T790M-Mutation sollte auch
hier die primdre ALK-Translokation nachgewiesen werden, um
ein falsch-negatives Testergebnis zu vermeiden. Weiterhin ist
zu beriicksichtigen, dass aufgrund der geringen Mengen an
ctDNA in der cfDNA hoch sensitive (digitale) Verfahren fir den
Nachweis von tumorgenetischen Verdnderungen aus liquid
biopsies eingesetzt werden sollten.

KURZ GEFASST:

Tumoren mit ALK-Translokationen kénnen sehr wirksam
z.B. mit den Substanzen Crizotinib oder Ceritinib behan-
delt werden. Daher sollte bei fortgeschrittenem NSCLC
und Therapieabsicht routinemdRig nach ALK-Transloka-
tionen gesucht werden. Erste Ergebnisse zeigen, dass
ALK-Translokationen aus Tumor-RNA bestimmt werden
konnen, die aus Thrombozyten oder Exosomen gewon-
nen wurde. Gerade Exosomen eignen sich nicht nur zur
initialen Diagnostik, sondern aufgrund der Mdéglichkeit
der Anreicherung potenziell auch im Therapieverlauf
zum Monitoring der Wirksamkeit. Prospektive Studien
missen zeigen, in wieweit diese Daten valide sind und
ob solche Tests in der klinischen Routine eingesetzt wer-
den kénnen.
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Weitere klinische Anwendungs-
maoglichkeiten und Ausblick

Verfolgen (Monitoring) von Tumorresiduen

Nach kurativer Resektion von NSCLC-Tumoren im Stadium UICC
IB- 1A wird Patienten in gutem Allgemeinzustand mit addqua-
ter postoperativer Erholung in den aktuellen Leitlinien eine ad-
juvante Chemotherapie empfohlen, um das Rezidiv-freie-Uber-
leben (DFS) und das Gesamt-Uberleben (OS) in dieser Patien-
tenkohorte zu verbessern [93]. Jedoch hat sich in der |[BR.10-
Studie nach 10 Jahren Follow-up gezeigt, dass durch die adju-
vante Therapie (im Vergleich zu einem Beobachtungsarm) eine
Verbesserung der Prognose von lediglich 11% zu erreichen war
[94]. Das 5-Jahres-Uberleben betrug iiber alle Stadien 67 % in
der adjuvant therapierten Gruppe, 56 % im Beobachtungsarm.
Das bedeutet im Umkehrschluss, dass trotz (zum Teil stark be-
lastender) adjuvanter Chemotherapie ein Drittel der Patienten
im Laufe der folgenden Jahre ein Tumorrezidiv erleidet. Dies ist
vermutlich auf das Vorliegen von kleinsten Tumorresiduen zu-
rickzufiihren. Hier konnte in der Zukunft moglicherweise eine
weitere Indikation zur liquid biopsy liegen. Es konnte ndmlich
gezeigt werden, dass die ctDNA-Spiegel von NSCLC-Patienten
sehr gut mit dem klinischen Status der Tumorerkrankung asso-
ziiert sind. Bei Tumorprogress kommt es zu einer Konzentra-
tionserh6hung der ctDNA im Blutplasma, bei Ansprechen auf
eine Therapie zu einer Reduktion [95]. In mehreren Tumorenti-
titen wie etwa dem Mammakarzinom, dem Melanom oder
auch dem Lungenkarzinom konnten mittels ctDNA-Monitoring
bereits erfolgreich Rezidive erkannt werden [96-99].

Beim NSCLC korreliert die ctDNA-Menge mit der Tumorlast
[100], wie eine Untersuchung von Patienten mit NSCLC ver-
schiedener Tumorstadien zeigte. Wahrend in den UICC-Stadien
II-1V 100 % der Patienten nachweisbare Mengen von ctDNA im
Blut hatten, waren es bei Patienten im Stadium I, also ohne
Lymphknotenbeteiligung, immerhin 50%. Das Kernproblem
der Testung in dieser Situation ist jedoch die Frage, mithilfe
welcher Mutationen die cfDNA als ctDNA identifiziert werden
kann. Hier kann eine Untersuchung des Primdrtumors mithilfe
von NGS eine Option sein, wenige Markermutationen zu identi-
fizieren, die frith in der Karzinogenese auftreten und daher in
allen Subklonen des Tumors vorkommen sollten, sodass diese
dann spdter in einer liquid biopsy nachgewiesen werden kon-
nen. Wie gro® der Anteil an nicht erkannten Rezidiven ist, die
keine der untersuchten Mutationen zeigen, ist unbekannt.

Auch mittels CTC-Analyse kann ein Rezidiv nach kurativer
Resektion erkannt werden. Bei 56 Patienten mit NSCLC mit ku-
rativer Resektion [101] fanden sich CTCs bei 51,8 % der Patien-
ten vor OP und bei 32,1% einen Monat nach OP. Der Nachweis
von CTCs im Verlauf war signifikant mit einem frithen Rezidiv
assoziiert (p=0,018) und zeigte dariiber hinaus signifikant ein
kiirzeres krankheitsfreies Uberleben (DFS) an (p=0,008). In
der multivariaten Analyse war neben dem prdoperativen
Lymphknotenstatus der CTC-Nachweis einen Monat postopera-
tiv ein unabhdngiger ungiinstiger prognostischer Faktor.
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In-vivo-Diagnostik und Therapiesimulation

Im Vergleich zu anderen Tumorentitdten wie Prostata-, Mam-
ma- oder Ovarialkarzinomen zeigen Patienten mit NSCLC meist
sehr viel weniger CTCs im Plasma [102, 103]. Nur bei 21 bis 39%
aller NSCLC konnten CTCs nachgewiesen werden [104-107].
Eine Ausnahme sind kleinzellige Lungenkarzinome (SCLC), die
moglicherweise aufgrund ihres extrem aggressiven Wachs-
tumsmusters die hochsten Werte an CTCs von allen Tumoren-
titdten aufweisen [108]. In einem direkten Vergleich zwischen
NSCLC- und SCLC-Blutproben konnte gezeigt werden, dass
zum Zeitpunkt der ersten Diagnose 85% der SCLC-Patienten
(N=97) CTC-positiv waren, dagegen nur 21% von 101 Patien-
ten mit fortgeschrittenem NSCLC. Da CTCs bei kleinzelligen
Lungenkarzinomen besonders haufig auftreten, wurden beim
SCLC Untersuchungen durchgefiihrt. So wurden CTCs aus dem
Blut von SCLC-Patienten in Mdusen als PDX angelegt und diese
analog zu den Patienten mit Cisplatin und Etoposid chemothe-
rapiert. Interessanterweise reflektierten die PDX das Anspre-
chen der entsprechenden Tumoren [40]. Dariiber hinaus konn-
ten diese PDX auch zum Testen der Effektivitat verschiedener
anderer Chemotherapie-Kombinationen eingesetzt werden,
sodass dieses Modell ein ,Patienten-Avatar® darstellt [41,109].
Diese ersten translationalen Studien zeigen, dass es in Zukunft
maoglich sein kann, die Therapie beim SCLC mithilfe von CTCs zu
steuern.

KURZ GEFASST:

Die liquid biopsy eignet sich nicht nur zum Mutations-
nachweis, sondern kann auch dazu benutzt werden, Rezi-
dive nach kurativer Resektion zu erkennen. Sowohl
ctDNAs als auch CTC-Konzentrationen steigen mit zuneh-
mender Tumorlast und bei Progress an. Fiir den Nachweis
von ctDNA miissen jedoch geeignete Biomarker bzw. Mu-
tationen vorhanden sein, die zuvor aus dem Gewebe des
Primdrtumors gewonnen wurden. Wenn kleine Tumorre-
siduen so friihzeitig erkannt werden kdnnen, ware das
pradiktiv fur die Wirksamkeit einer adjuvanten bzw. lan-
gerfristig konsolidierenden Behandlung. Patienten, bei
denen die liquid biopsy negativ ist, kénnten von belasten-
den weiteren Behandlungen verschont bleiben. Aller-
dings miissen prospektive Untersuchungen erst die Vali-
ditdt der Diagnostik bestdtigen, bevor sie Einzug in die
Klinik halten kann. Auch bei kleinzelligen Lungenkarzino-
men konnte das Ansprechen auf eine Chemotherapie
durch die Analyse von CTCs im Blut gezeigt werden.
PDX-Maus-Modelle mit CTCs wurden fiir die Uberpriifung
der Medikamentensensitivitdt bereits erfolgreich einge-
setzt (Avatar-Modelle).
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KONSEQUENZ FUR DIE PRAXIS

Neben der Histologie spielen in der Diagnostik von (me-
tastasierten) NSCLC immer hdaufiger auch genetische
Analysen eine wichtige Rolle. Auch wenn fiir einen Teil
der nachgewiesenen Mutationen derzeit keine Therapie-
option existiert, so stellen aktivierende Mutationen im
EGFR-Gen oder EML4-ALK-Translokationen bereits seit
geraumer Zeit die Voraussetzung fiir effektive zielgerich-
tete Therapien mit TKIs dar. Unter Therapie mit EGFR-TKI
kommt es in ca. 60% der Falle zum Zeitpunkt der Resis-
tenz zu einer zusdtzlichen inhibitorischen Mutation im
Exon 20, der sog. T790 M-Mutation. Falls diese Genverdn-
derung vorliegt, ist bereits heute mit Osimertinib eine
Substanz der 3.Generation von TKI zugelassen, die eine
gute Wirksamkeit zeigt. Weitere Mutationen oder Gen-
verdnderungen, die gezielt therapierbar sind, werden in
den nachsten Jahren folgen. Da aber aufgrund der kleinen
Biopsien zur Diagnosesicherung im metastasierten Stadi-
um oft nur relativ wenig Gewebe vorliegt, stellt dies oft
einen Engpass der molekular pathologischen Diagnostik
dar. Hier sind in letzter Zeit bereits Verfahren in der Rou-
tine etabliert, um eine primdre Mutation im EGFR-Gen
oder eine T790M-Mutation aus dem Blut des Patienten
zu bestimmen. Wdhrend die Sensitivitdt dieser Diagnos-
tik bei etwa 60-70% liegt, ist die Spezifitait anndhernd
100%. Durch den parallelen Nachweis der Primarmuta-
tion kann die Sensitivitdt ebenfalls auf fast 100% gestei-
gert werden. Neben der Mutationsbestimmung kann die
sog. ,liquid biopsy“ auch benutzt werden, um den Thera-
pieverlauf, dhnlich wie in geeigneten Konstellationen mit
Tumormarkern, zu begleiten, wenn entsprechende Mar-
kermutationen bekannt sind. Dann kdnnen Rezidive frii-
her als in der Bildgebung erkannt werden. Allerdings
macht die Erfassung der Daten nur dann Sinn, wenn sie
mit der Tumordokumentation abgeglichen wird, um in
Zukunft Risikopopulationen besser und friiher zu identifi-
zieren. Hier liegen aber noch nicht ausreichend Daten
vor, um dies in der klinischen Praxis einzusetzen. Weitere
Ausblicke fiir mogliche zukiinftige Einsdtze in diesem Be-
reich sind der Nachweis von Tumorzellen nach einer kura-
tiven Resektion oder die Uberpriifung der Wirksamkeit
von Medikamenten aus den CTCs im Blut in vitro, bevor
der Patient therapiert wird. Nach wie vor ist jedoch un-
klar, welchen Ursprung die ctDNA oder die CTCs haben
und ob sie ein Abbild der Tumorzellen in den Geweben
darstellen. Des Weiteren hat die Untersuchung der ver-
schiedenen Bestandteile an Zellen bzw. Erbsubstanz im
Blut Starken und Schwachen. Die liquid biopsy bietet da-
her zusammen mit der klassischen Gewebebiopsie auf-
grund der Komplementaritat beider Verfahren die Mdg-
lichkeit, die molekular pathologische Nachsorge von Pa-
tienten mit Lungentumoren zu verbessern.
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