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ZUSAMMENFASSUNG

Die Streuung von Tumorzellen und Entstehung solider Metas-
tasen findet sowohl (iber das Lymph- als auch das Blutsystem
statt. Der Nachweis zirkulierender Tumorzellen (CTCs) und
der zirkulierenden Tumor-DNA (ctDNA) im vendsen Blut ist
sowohl beim frithen als auch beim metastasierten Mamma-
karzinom maglich. lhre prognostische Relevanz wurde bereits
mehrfach bewiesen. Dabei ist die repetitive Untersuchung der
CTCs bzw. ctDNA im Sinne einer regelmaRigen ,liquid biopsy*
jederzeit und problemlos mdoglich. Durch die zusétzlichen
molekularen Analysen ist es mdglich, Tumorcharakteristika
und ihre Heterogenitdt, die mit méglichen Resistenzen ein-
hergehen, zu definieren. Dies ermdglicht den Einsatz einer
personalisierten und zielgerichteten Therapie, um neben
einem verldngerten Gesamtiiberleben auch die Verbesserung
der Lebensqualitdt zu erreichen.

ABSTRACT

Dissemination of tumour cells and the development of solid
metastases occurs via blood vessels and lymphatics. Circulat-
ing tumour cells (CTCs) and circulating tumour DNA (ctDNA)
can be detected in venous blood in patients with early and
metastatic breast cancer, and their prognostic relevance has
been demonstrated on numerous occasions. Repeated test-
ing for CTCs and ctDNA, or regular so-called “liquid biopsy”,
can be performed easily at any stage during the course of dis-
ease. Additional molecular analysis allows definition of tu-
mour characteristics and heterogeneity that may be associ-
ated with treatment resistance. This in turn makes personal-
ised, targeted treatments possible that may achieve both im-
proved overall survival and quality of life.

Polasik A et al. Zirkulierende Tumorzellen, zirkulierende....

Geburtsh Frauenheilk 2017; 77: 1291-1298

1291



% Thieme

Einleitung

Die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms (MBC) befin-
det sich dank zahlreicher neuer Behandlungskonzepte und Thera-
peutika in standiger Weiterentwicklung. Dennoch ist das MBC
weiterhin mit einer hohen Mortalitdt und Einschrankung der Le-
bensqualitdt verbunden. Die Entscheidung, welche Therapie er-
krankte Patientinnen erhalten sollen, stellt Arzt und Patientin glei-
chermaRen vor eine groBe Herausforderung. Aktuelle Therapie-
regime orientieren sich am Phdnotyp des Tumors, wie dem Hor-
monrezeptor-(HR-) oder HER2-Rezeptorstatus, der hauptsdchlich
zum Zeitpunkt der Primardiagnose erfasst wurde. Mogliche pha-
notypische Veranderungen des Tumorgewebes wurden in der
Vergangenheit oft nicht erfasst und daher auch bei Nichtanspre-
chen auf eine Therapie nicht berticksichtigt. Da sich Tumoreigen-
schaften jedoch im Laufe der Brustkrebserkrankung verdandern
kénnen, empfehlen aktuelle Behandlungsleitlinien die zusatzliche
Charakterisierung von zum Beispiel soliden Metastasen [1]. Diese
Empfehlung ist jedoch mit der Durchfiihrung von weiteren invasi-
ven Biopsien verbunden, die technisch nicht immer mdglich sind
und bei Patientinnen auf eingeschriankte Compliance stoRen. So-
mit bleibt die sequenzielle HR- bzw. HER2-Bestimmung aus und
die Tumorheterogenitat flieRt nicht in die Therapieentscheidung
ein [2], sodass die Therapie moglicherweise nicht effizient, da
nicht zielgerichtet, ist. Dies gilt auch flir andere tumorbiologische
Marker.

Mit dem Ziel, das progressionsfreie Uberleben (PFS) und die Le-
bensqualitdt (LQ) zu verbessern, werden im Rahmen verschiede-
ner Studienkonzepte Methoden evaluiert, die es ermdglichen, re-
petitive und vor allem weniger invasive Tumorcharakterisierungen
durchzuftihren. Im Sinne einer sogenannten ,liquid biopsy*“ bieten
Biomarker wie zirkulierende Tumorzellen (CTC) und zirkulierende
Tumor-DNA aus dem vendsen Blut eine vielversprechende Alter-
native zur Untersuchung der Tumoreigenschaften (HR-/HER2-Sta-
tus), des Therapieansprechens und des Erkrankungsverlaufs.

Damit soll die Etablierung von individuellen, personalisierten
und dadurch effektiveren Therapiestrategien ermdglicht werden.

Zirkulierende Tumorzellen

Biologische und klinische Relevanz

Im Jahr 1869 wurden CTCs von Thomas Ashworth erstmalig be-
schrieben. Zusammen mit disseminierten Tumorzellen (DTC) im
Knochenmark werden sie als ,minimal residual disease“ (mini-
male Resterkrankung) bezeichnet und scheinen der Ursprung fir
die Entstehung solider Fernmetastasen zu sein [3]. Beim primdren
Mammakarzinom konnte die prognostische Bedeutung der DTCs
bereits demonstriert werden [4]. Dariiber hinaus wurde in einer
Follow-up-Studie gezeigt, dass der Nachweis von DTCs im Kno-
chenmark nach Abschluss einer adjuvanten Systemtherapie mit
einem hoheren Rezidivrisiko verbunden ist [5]. DTCs scheinen da-
her grundsétzlich geeignet fir die Verlaufskontrolle der Brust-
krebserkrankung und ihre Prognose zu sein. Wie bei der Biopsie
von Metastasen ist die zur Gewinnung der DTCs erforderliche Kno-
chenmarkpunktion jedoch eine invasive Untersuchungsmethode,
die nicht beliebig oft durchgefiihrt werden sollte. Im Gegensatz
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dazu ist die Analyse von CTCs, die sich durch Abnahme von weni-
gen Millilitern vendsen Bluts gewinnen lassen, eine weniger inva-
sive, wiederholbare und somit praktikablere Alternative. CTCs
sind sowohl beim primdren als auch beim metastasierten Mam-
makarzinom nachweisbar. 65-85 % aller Patientinnen mit MBC ha-
ben mindestens eine, und 40-50% aller Patientinnen mit MBC ha-
ben sogar mindestens 5 CTCs in einer Probe von 7,5 ml vendsen
Blutes [6,7].

Der Nachweis von CTCs hat ebenfalls eine prognostische Wer-
tigkeit. So zeigte bereits im Jahre 2004 die Arbeitsgruppe um Cris-
tofallini, dass bei Patientinnen mit MBC der Nachweis von mindes-
tens 5 CTCs in 7,5 ml Blut mit einem verkirzten PFS und Gesamt-
iiberleben (OS) verbunden ist [7]. Ahnliche Ergebnisse wurden
2012 von Miiller et al. mithilfe des CELLSEARCH®-Systems [8]
und 2014 in einer gepoolten Analyse von fast 2000 Patientinnen
von Bidard und Kollegen beschrieben [9]. Dariiber hinaus konnte
die SUCCESS-Studiengruppe demonstrieren, dass der Nachweis
von CTCs sowohl vor als auch nach adjuvanter Chemotherapie
mit einem reduzierten krankheitsfreien Uberleben sowie Gesamt-
tiberleben assoziiert ist [10]. SchlieBlich wurde im Jahr 2016 in
einer gepoolten Analyse aus 3173 Patientinnen beschrieben, dass
die Prasenz von CTCs bei Erstdiagnose eines Mammakarzinoms
mit einer verschlechterten Prognose einhergeht [11]. CTC-Ana-
lysen werden jedoch bislang nicht im klinischen Alltag durch-
gefiihrt, sodass diese Untersuchungsergebnisse aktuell noch
nicht in der klinischen Routine berticksichtigt werden.

Welche Rolle die Prévalenz von CTCs, ihre Dynamik und ihr
Phdnotyp als pradiktive Faktoren fiir die Prognose der Erkrankung
und ein mogliches Therapieansprechen haben, sowie der genaue
Mechanismus der Zelldisseminierung und der Entstehung von
Metastasen sind Gegenstand aktueller Grundlagenforschung und
klinischer Untersuchungen.

Dass sich der Phanotyp solider Metastasen beziiglich der HER2-
und HR-Expression vom Primdrtumor unterscheiden kann, wurde
bereits mehrfach demonstriert [12, 13]. Dieser vom Primartumor
diskordante Phdnotyp wird im klinischen Alltag bereits bertick-
sichtigt [1]. Dariiber hinaus reflektieren jedoch sowohl DTCs als
auch CTCs nicht immer den exakten Phdnotyp ihres Primar-
tumors. In zahlreichen Untersuchungen konnten, analog zur Dis-
kordanz der HR- bzw. HER2-Expression solider Metastasen, dhnli-
che Ergebnisse fiir die Diskrepanz des Phanotyps zwischen soli-
dem Tumorgewebe, d. h. Primdrtumor und/oder Metastasen, und
CTCs demonstriert werden [14-17]. In einer weiteren aktuellen
Untersuchung wurde gezeigt, dass die Diskordanz der HER2-Ex-
pression zwischen Primartumor und CTCs mit dem histologischen
Subtyp und dem HR-Status des Primdrtumors sowie der absoluten
Menge an detektierten CTCs in 7,5 ml Blut assoziiert ist [18]. Ak-
tuelle Therapieentscheidungen richten sich jedoch nach dem Pha-
notyp des Primartumors. Mindestens eine weitere Biopsie solider
Metastasen mit immunhistologischer Bestimmung der HR- bzw.
HER2-Expression wird zumindest empfohlen, um ein Therapie-
regime reevaluieren und ggfs. an einen mdoglicherweise abwei-
chenden Phdnotyp anpassen zu kénnen [19].

Eine klinisch relevante Studie ist die S0500-Studie der South-
west Oncology Group (SWOG), welche die Rolle der CTCs beim
MBC untersucht hat. Hierbei zeigte sich keine signifikante Verbes-
serung des PFS bzw. OS bei Patientinnen mit MBC und mindestens

Polasik A et al. Zirkulierende Tumorzellen, zirkulierende... Geburtsh Frauenheilk 2017; 77: 1291-1298



5 CTCs zu Therapiebeginn, bei welchen das Regime nach einem
Therapiezyklus gedndert wurde, falls es zu keiner CTC-Abnahme
unter 5 CTCs pro 7,5 ml Blut kam. Dieser sehr frithe Wechsel fiihr-
te zwar nicht zu einer Prognoseverbesserung, aber gegebenen-
falls zu einer verbesserten Therapiefiihrung mit verminderter To-
xizitat. Darliber hinaus stellt sich die Frage nach der Effektivitdt
des neuen Therapieregimes im Falle eines doch sehr friihen Wech-
sels bei Ausbleiben einer CTC-Abnahme.

Die Rolle von CTCs und die Diskordanz ihres Phdnotyps vom
Primartumor werden daher weiterhin genauer analysiert, zumal
CTCs potenziell die Méglichkeit einer einfachen, wiederholbaren
und wenig invasiven Untersuchung zur Tumorcharakterisierung
darstellen. Im Sinne einer sogenannten ,liquid biopsy“ ware es
maoglich, die Tumorheterogenitdt und die Verdnderung der Tu-
morbiologie im Erkrankungsverlauf wiederholt zu Gberprifen.
Die Anpassung und potenzielle Optimierung der Therapiestrate-
gie kdnnte dann ohne invasive Biopsie (verschiedener) solider Me-
tastasen erfolgen.

Aktuelle klinische Studien

Im Rahmen der COMETI P2-Studie (Daniel F. Hayes, M. D., Univer-
sity of Michigan Cancer Center) wird ein CTC-ETI (endocrine ther-
apy index) berechnet, um das Ansprechen auf eine Hormonthera-
pie vorherzusagen. Im Falle eines schlechten prognostizierten An-
sprechens wiirde eine Chemotherapie gegeniiber einer endokri-
nen Therapie bevorzugt werden [20]. Der CTC-ETI wird mithilfe
des quantitativen CTC-Nachweises und des Phdnotyps der CTCs
berechnet. Er basiert auf der Annahme, dass eine hohe ER- und
Bcl-2-Expressionsrate mit einer hoheren und eine hohe HER2-
und Ki67-Expressionsrate mit einem niedrigeren Ansprechen auf
eine endokrine Therapie assoziiert ist. Aus den Ergebnissen dieser
~proof-of-principle“-Studie soll eine weitere Studie generiert wer-
den, die den CTC-ETI beim HR-positiven, HER2-negativen MBC
etabliert.

Ein weiteres aktuelles Studienkonzept ist die CirCé01-Studie
(Prof. Jean-Yves Pierga, Institut Curie, Paris) [21]. Hierbei wird un-
tersucht, ob der Wechsel eines Therapieregimes nach ausbleiben-
der CTC-Abnahme unter einer Systemtherapie einen positiven Ef-
fekt auf das Therapieansprechen hat. In dieser Studie werden Pa-
tientinnen mit MBC und Progress nach der Zweitlinien-Chemothe-
rapie und Nachweis von mindestens 5 CTCs/7,5ml Blut 1:1 zu
einem CTC- bzw. Kontrollarm randomisiert. Im CTC-Arm erfolgt
nach jedem 1. Zyklus einer folgenden Chemotherapie-Linie eine
CTC-Analyse. Bei unzureichender CTC-Abnahme erfolgt ein
Wechsel des Chemotherapie-Regimes. Diese klinische Studie ba-
siert auf der Annahme, dass bei fehlender CTC-Abnahme nach
dem 1. Zyklus eines Chemotherapie-Regimes mit einem unzurei-
chenden Therapieansprechen zu rechnen ist. Im Rahmen der be-
reits erwdhnten dhnlich konzipierten randomisierten S0500-Stu-
die konnte keine signifikante Verbesserung des PFS oder OS bei
Patientinnen mit MBC nach Wechsel des Chemotherapie-Regimes
bei persistierender Anzahl von mindestens 5 CTCs in 7,5 ml Blut
21 Tage nach Therapiebeginn nachgewiesen werden [22]. Es be-
darf daher weiterer klinischer Untersuchungen, um die Rolle von
CTCs fiir den klinischen Alltag genauer zu definieren.

Die franzosische STIC CTC-Studie (Prof. Jean-Yves Pierga, Insti-
tut Curie, Paris) ist eine randomisierte Studie, bei der sich die Ent-
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scheidung Uber die Erstlinientherapie beim HR-positivem MBC an
der Anzahl der nachgewiesenen CTCs orientiert. Im CTC-Arm er-
halten die Patientinnen bei Nachweis von <5 CTCs/7,5ml Blut
eine endokrine Therapie, bei 25 CTCs/7,5 ml Blut eine Chemothe-
rapie. Im Kontrollarm wird das Therapieregime vom Priifarzt fest-
gelegt. Ziel dieser ,non-inferiority“-Studie ist es, nachzuweisen,
dass die CTC-basierte Therapieentscheidung keinen Nachteil in
Hinsicht auf das PFS darstellt. Insgesamt sollen 994 Patientinnen
in Frankreich rekrutiert werden [23].

Ein wichtiges Studienkonzept sind in diesem Zusammenhang
die DETECT-Studien der DETECT-Studiengruppe (> Abb. 1). Als
weltweit groRtes Studienprogramm fiir MBC basieren hier Thera-
pieentscheidungen auf der CTC-Detektion und deren Phdnotypi-
sierung, wobei insbesondere die HER2-Expression der CTCs be-
riicksichtigt wird. In einem gemeinsamen Screening werden Pa-
tientinnen mit HER2-negativem MBC auf die Prasenz zirkulieren-
der Tumorzellen untersucht. Patientinnen mit HER2-positiven
CTCs werden im Rahmen der DETECT-lII-Studie zu einer Stan-
dard-Chemo- oder endokrinen Therapie mit oder ohne einer
HER2-zielgerichteten Therapie mit Lapatinib randomisiert. Bei
ausschlieRlich HER2-negativen CTCs erhalten postmenopausale
Patientinnen mit HR-positivem MBC eine Kombinationstherapie
mit dem mTOR-Inhibitor Everolimus und endokriner Therapie
(DETECT IVa). Besteht eine Indikation zur Chemotherapie, erhal-
ten diese Patientinnen, wie auch Patientinnen mit triple-negati-
vem MBC, eine Monochemotherapie mit dem Halichondrin B-
Analogon Eribulin (DETECT IVb). Sponsor fiir die DETECT-III- und
DETECT-IV-Studie ist das Universitatsklinikum Ulm, vertreten
durch Prof. Dr. Wolfgang Janni, Direktor der Universitatsfrauenkli-
nik Ulm. Leiterin der klinischen Priifung der DETECT-III- und -IV-
Studie ist Frau Prof. Dr. Tanja Fehm (Universitatsfrauenklinik Diis-
seldorf). Geplantes Studienende fiir beide Studien ist 2021.

Ergdnzend zu DETECT Ill und IV werden in der DETECT-V-Studie
Therapiestrategien beim HER2- und HR-positiven MBC evaluiert.
Auch hier spielt die Detektion von CTCs und die Evaluation ihrer
potenziellen pradiktiven Wertigkeit eine zentrale Rolle. Patientin-
nen werden 1:1 zu einer dualen HER2-zielgerichteten Therapie
aus Pertuzumab und Trastuzumab in Kombination mit einer Che-
motherapie oder endokrinen Therapie randomisiert. Im Rahmen
dieser Phase-IlI-Studie wird die Sicherheit und Vertraglichkeit bei-
der Therapiearme (erfasst tiber die Prdsenz von unerwiinschten
Nebenwirkungen) als primérer Endpunkt untersucht. Dariiber hi-
naus soll mittels eines ,endocrine responsiveness scores“ (ERS)
ein Score auf Basis von CTCs und ihrer Ostrogenrezeptor- und
HER2-Expression erhoben werden, mithilfe dessen das Anspre-
chen auf eine endokrine Therapie prognostiziert werden kann.
Ahnlich wie bei der bereits erwdhnten COMETI P2-Studie basiert
dieser ERS auf der Annahme, dass eine starke Ostrogenrezeptor-
expression mit einer hohen und eine starke HER2-Expression mit
einer niedrigen Ansprechrate auf eine endokrine Therapie verbun-
den sind. Ziel dabei ist, bei Patientinnen mit einem potenziell gu-
ten Ansprechen auf ein endokrines Therapieregime eine Chemo-
therapie, die mit einer starkeren Beeintrachtigung der Lebensqua-
litdt verbunden ist, zu vermeiden. Sponsor fiir die DETECT-V-Stu-
die ist ebenfalls das Universitdtsklinikum Ulm, vertreten durch
Prof. Dr. Wolfgang Janni, Direktor der Universitdtsfrauenklinik
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DETECT keine Studienteilnah
: eine Studienteilnahme
CTCnegativ in D Ill oder D IV
o DETECT Il
O Standardtherapie
] n=60
° cice Randomisierung
Screeningphase 2 :"; (HER2+) L Standardtherapie
n=2000 g a +Lapatinib
metastasiertes E g | n=60
Mammakarzinom, g T
o
HER2-negativer U <
. . E oo
Primdrtumor U c
g DETECT IV
.E Everolimus (5/10mg)
g Primdrtumor: postmenopausal + endokrine Therapie
hormonrezeptor- keine Indikation —— (Exemestan, Tamoxifen,
positiv fiir Chemotherapie Letrozol, Anastrozol)
CTC+ n=180
(HER2-) Indikation fiir
— Chemotherapie Eribulin
Primartumor:
n=120
hormonrezeptor-
negativ
DETECT V|CHEVENDO
Herceptin® (Trastuzumab)/Perjeta® (Pertuzumab)
+ Chemotherapie
n=270 (Capecitabin, Docetaxel, Paclitaxel, Vinorelbin,
metastasiertes Eribulin**, nab-Paclitaxel* *)
CTC
Mammakarzinom, (ERS) —— Randomisierung

HER2-positiver
Primdrtumor

*

** voraussichtlich ab 2017

Herceptin® (Trastuzumab)/Perjeta® (Pertuzumab)
+ endokrine Therapie
(Tamoxifen, Fulvestrant, Exemestan, Letrozol,
Anastrozol)

einschlieRBlich HER2-negative metastatische Ldsionen — sofern eine Biopsie durchgefiihrt wurde

> Abb. 1 Das DETECT-Studienkonzept. Die Abbildung zeigt das Behandlungskonzept der DETECT-IlI-, -IV- und -V-Studie.

Ulm; Leiter der klinischen Priifung ist Prof. Dr. Jens Huober (Uni-
versitdtsfrauenklinik Ulm). Geplantes Studienende ist 2021.

Ein wichtiger Aspekt bei der Etablierung von CTCs als prognos-
tischer und/oder pradiktiver Marker ist die Untersuchung von
CTCs auf molekularer Ebene. Hierbei ist besonders hervorzuhe-
ben, dass das DETECT-Studienprogramm von zahlreichen trans-
lationalen Forschungsprojekten begleitet wird. Dadurch sollen
weitere Marker (bzw. Mutationen) identifiziert werden, die zusatz-
liche pradiktive und prognostische Informationen beinhalten und
somit eine spezifischere Tumorcharakterisierung mittels ,liquid
biopsy“ ermdglichen. Ein Schwerpunkt im Rahmen des translatio-
nalen Forschungsprogramms der DETECT-Studien ist die Analyse
des Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3k)/Akt-Signaltransduktions-
weges. Hier auftretende Mutationen scheinen fiir die Kanzero-
genese und die Resistenz gegenliber HER2-zielgerichteten Thera-
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pien verantwortlich zu sein [24, 25]. SchlieRlich wurde bereits de-
monstriert, dass diese Mutationen diskordant zwischen dem Pri-
martumor und soliden Metastasen auftreten kénnen [26], bei-
spielsweise als Gain-of-Function-Mutationen erst im Verlauf der
Erkrankung in Metastasen auftreten und zu einer erworbenen Re-
sistenz gegeniiber einer HER2-gerichteten Therapie fiihren kon-
nen. Im Rahmen der translationalen Forschung des DETECT-Kon-
zeptes werden mithilfe der SNaPshot-Technologie HER2-positive
CTCs von Patientinnen mit HER2-negativem MBC auf das Vorhan-
densein aktivierender PI3K/Akt-Mutationen untersucht, um mog-
licherweise einen Erkrankungsprogress bei Patientinnen mit
HER2-positiven CTCs trotz HER2-zielgerichteter Therapie erkldren
zu kénnen. Weitere translationale Fragestellungen, welche im
Rahmen der DETECT-Studien untersucht werden, befassen sich
mit der Expression von Epithelial-mesenchymal-Transitions-
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(EMT-)Markern und Tumorsuppressorgenen (z.B. LKB1) auf CTCs
sowie Untersuchungen zu Mechanismen zur in Tumorzellen hau-
fig gefundenen Resistenz gegen Anoikis (programmierter Zelltod
aufgrund des Verlusts von Zell-Matrix-Kontakt).

Das DETECT-Studienprogramm stellt auch die Grundlage des
aktuell von der Deutschen Krebshilfe geférderten kollaborativen
translationalen Forschungsprojekts ,DETECT CTC: Detection and
molecular characterization of circulating tumor cells and cell-free
nucleic acids in advanced breast cancer in the context of tumor
heterogeneity“ dar. Ziel der im Rahmen von DETECT-CTC zusam-
mengefassten Forschungsprojekte ist es, durch die Anwendung
innovativer Verfahren und Versuchsansdtze zur Isolierung und
Charakterisierung von CTCs und frei zirkulierender Nukleinsauren
herauszufinden, inwieweit sie sich als ,,Liquid biopsy“ zur Beurtei-
lung der biologischen Eigenschaften fortgeschrittener Brust-
krebstumore bzw. als pradiktive Marker fiir Therapieansprechen
und Monitoring eignen, um die Krebsbehandlung optimieren
und weiter personalisieren zu kénnen. Ein wichtiger Aspekt be-
steht auch darin, CTCs und frei zirkulierende Nukleinsduren hin-
sichtlich der vorgefundenen Mutationen zu vergleichen. Ein wei-
terer wichtiger Aspekt von DETECT-CTC ist die klinische Validie-
rung ausgewdhlter Biomarker und Testverfahren fiir die verschie-
denen Brustkrebs-Subtypen, fiir die das im Rahmen des DETECT-
Studienprogramms gesammelte umfassende Biomaterial verwen-
det wird. Folgende Themen werden in den verschiedenen Subpro-
jekten von DETECT-CTC behandelt:
= Evaluierung von DNA-Schadens- bzw. -Reparaturmarkern auf

CTCs zur Vorhersage des Therapieansprechens bei 3-fach-ne-

gativem fortgeschrittenen Brustkrebs
= molekulare Charakterisierung (Stammzellmarker, Marker fir

Epithelial-mesenchymale Transition) heterogener CTC-Popula-

tionen von mit unterschiedlichen Therapieansdtzen behandel-

ten Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs
= Evaluierung von Entstehung und molekularen Ursachen der

Resistenz gegeniiber endokrinen Therapien auf der Ebene ein-

zelner CTCs von Patientinnen mit fortgeschrittenem Brust-

krebs

= Vergleich der phanotypischen Markerexpression von CTCs, dis-
seminierenden Tumorzellen aus dem Knochenmark, Primar-
tumor und Metastasen bei Patientinnen mit metastasiertem

Brustkrebs
= molekulare Charakterisierung von frei im Blut zirkulierender

DNA und microRNAs sowie von microRNAs aus CTCs bei Pa-

tientinnen mit metastasiertem Brustkrebs
= Untersuchungen zur Mikroevolution resistenter Subklone beim

metastasierten Brustkrebs mittels CTC-Einzelzellanalysen

DETECT-CTC bietet die einzigartige Mdglichkeit, Blutproben und
genetisches Material, welche in der kontrollierten Umgebung
einer groBen klinischen Studie an Patientinnen mit MBC wieder-
holt im Verlauf ihrer Krebsbehandlung gesammelt worden sind,
mit modernsten kombinierten Forschungsmethoden zu unter-
suchen und damit einen wichtigen Beitrag fiir die Etablierung in-
dividualisierter Behandlungsansatze zu leisten.
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Zirkulierende Tumor-DNA

Neben CTCs steht auch die zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) im
Fokus aktueller Forschungsprojekte. Vor mehr als 70 Jahren wurde
die zirkulierende zellfreie DNA (ccfDNA) bei gesunden Menschen
erstmalig beschrieben [27]. Erhohte Mengen an ccfDNA sind bei
verschiedenen physiologischen und pathologischen Zustdnden,
wie Entziindungsreaktionen, Gewebetraumata und Krebserkran-
kungen, nachweisbar [28,29]. Analog zu CTCs konnte im |ahr
2002 die Arbeitsgruppe um Sozzi erhohte ccfDNA-Mengen bei
an einem Bronchialkarzinom erkrankten Patienten im Vergleich
zu Gesunden demonstrieren [30]. Der Einsatz einer Chemothera-
pie kann, wie auch bei CTCs, zu einer Abnahme der zirkulierenden
DNA fihren. Dies fiihrte zu der Annahme, dass ccfDNA, die tu-
morspezifische Verdnderungen beinhaltet, also eine sogenannte
ctDNA ebenfalls als Biomarker oder sogar zum Screening verwen-
det werden konnte [31].

Der Nachweis relevanter ctDNA-Mengen gelang auch beim
frthen und metastasierten Mammakarzinom [32]. Erh&hte
ctDNA-Mengen sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert.
Die Arbeitsgruppe um Dawson postulierte sogar, dass das Monito-
ring der ctDNA eine moglicherweise sensitivere Methode zur
Uberwachung der Tumorlast als CTCs oder das CA 15-3 ist [33].
Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Heidary und Kolle-
gen. Hier konnte keine Korrelation zwischen Tumorlast und ctDNA
nachgewiesen werden [34]. Es sind demzufolge weitere Unter-
suchungen nétig, um die Rolle der ctDNA genauer definieren zu
kénnen. Wie schon fiir die CTCs beschrieben, ist jedoch nicht aus-
schlieBlich die absolute Menge an detektierter ctDNA relevant.
Somatische Mutationen, die fiir das Therapieansprechen und die
Prognose der Erkrankung von Bedeutung sind, kénnen auch in
der ctDNA nachgewiesen werden. So konnten zum Tumorgewebe
konkordante Raten von Mutationen des Tumorsuppressorgens
TP53 und der PIK3CA, die eine wichtige Rolle im PI3K-Signaltrans-
duktionsweg spielt, nachgewiesen werden [35,36]. Diese Unter-
suchungsergebnisse unterstreichen die Hypothese, dass die
ctDNA einerseits Eigenschaften des Primartumors reflektiert, an-
dererseits jedoch auch vom Primdrtumor abweichende Eigen-
schaften von Metastasen widerspiegeln kann.

Zwei wichtige Studien zur Untersuchung der klinischen Rele-
vanz der ctDNA sind die BELLE-2- und -3-Studien. Im Rahmen der
randomisierten BELLE-2-Studie wurde die Wirksamkeit einer Kom-
binationstherapie aus Fulvestrant + Buparlisib, einem PI3K-Inhibi-
tor, bei postmenopausalen Patientinnen mit HER2-negativem und
HR-positivem MBC mit Progression nach der Therapie mit einem
Aromataseinhibitor analysiert. Im Rahmen einer Subgruppenana-
lyse konnte gezeigt werden, dass Patientinnen mit nachgewiese-
ner PI3K-Mutation in der ctDNA deutlich von der Kombinations-
therapie aus Fulvestrant und Buparlisib profitierten (medianes
PFS bei 7,0 vs. 3,2 Monaten; p<0,001). Ein solcher Uberlebens-
vorteil konnte bei Patientinnen ohne PI3K-Mutation innerhalb der
ctDNA nicht nachgewiesen werden (medianes PFS jeweils bei
6,8 Monaten; p=0,642) [37]. Im Unterschied zur BELLE-2-Studie
wurden in der BELLE-3-Studie Patientinnen nach Progress unter
endokriner Kombinationstherapie mit einem mTOR-Inhibitor ran-
domisiert [38]. Das mediane PFS betrug 3,9 Monate bei Patientin-
nen, die eine Kombinationstherapie aus Buparlisib plus Fulve-
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> Abb. 2 Schematische Darstellung der Entnahme von CTCs und
ctDNA und ihre potenzielle Verwendung.

strant erhielten. Im Vergleich dazu betrug das mediane PFS bei Pa-
tientinnen, die nur Fulvestrant erhielten, 1,8 Monate. Unter den
Patientinnen mit einer PIK3CA-Mutation betrug das PFS 4,7 Mo-
nate im Buparlisib-Arm im Vergleich zu 1,6 Monaten im Placebo-
arm [39].

Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt beim HR-positiven Mam-
makarzinom ist der Ostrogenrezeptor o (ESR1) [40]. Erhéhte Ra-
ten an ESR1-Mutationen, die mit einer Therapieresistenz gegen-
iber endokrinen Therapien assoziiert sind, konnten insbesondere
beim MBC nachgewiesen werden [41,42]. Sie kdnnen, neben soli-
dem Tumorgewebe, ebenfalls in der ctDNA nachgewiesen werden
[43]. Im Rahmen einer Sekunddranalyse der BOLERO-2-Studie
wurde die ctDNA aus Baseline-Proben von insgesamt 541 post-
menopausalen Patientinnen mit HR-positivem, HER2-negativem
MBC in Bezug auf 2 bekannte ESR1-Mutationen (Y537S und
D538G) untersucht. 156 Patientinnen (28,8 %) wiesen mindestens
eine der beiden ESR1-Mutationen auf [44]. Diese waren mit einem
verkiirzten Gesamtiiberleben assoziiert (32,1 Monate im Wildtyp
vs. 15,2 Monate im Falle von beiden mutierten Allelen).

Auch die Expression des HER2-Rezeptors spielt eine prognos-
tisch relevante Rolle beim MBC. In einer aktuellen Untersuchung
gelang der Arbeitsgruppe um Ma et al. der Nachweis einer HER2-
Uberexpression mittels ctDNA-Analyse [45]. Allerdings konnte
mittels der ctDNA-basierten Analyse nur bei 13 von 18 Patientin-
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nen mit HER2-positivem MBC eine HER2-Uberexpression nach-
gewiesen werden. Es sind daher weitere Untersuchungen erfor-
derlich, um einen ctDNA-basierten Nachweis einer HER2-Expres-
sion zu etablieren.

Zusammenfassend scheinen ctDNA-Analysen nicht nur eine
Maglichkeit zur Verlaufskontrolle der Tumorerkrankungen zu sein,
sondern reflektieren auch wichtige Tumoreigenschaften. Auf die-
se Weise ist es mdglich, Mutationen, die von Bedeutung fiir die
Identifikation von Therapieresistenzen und maglicher therapeuti-
scher Angriffspunkte sind, zu detektieren. Eines der weltweit
groRten Netzwerke, welches sich auf Gewinnung von ctDNA-Pro-
ben und weiterer relevanter Biomarker (CTCs, RNA, Proteine etc.)
beim MBC konzentriert, ist das PRAEGNANT-Netzwerk (Prospec-
tive Academic Translational Research Network for the Optimiza-
tion of Oncological Health Care Quality in the Advanced Thera-
peutic Setting). Dariiber hinaus werden im Rahmen dieser Studie
unter anderem Therapieverlauf, Therapieansprechen, Toxizitdten,
Komorbiditdten und Lebensqualitat erfasst. Ziel dabei ist, die The-
rapie des metastasierten Mammakarzinoms zu verbessern, geeig-
nete Studiendesigns zu generieren und Patientinnen fir diese Stu-
dien auszuwahlen [46].

microRNA

Neben DTCs, CTCs und der ctDNA spielen auch microRNAs (mi-
RNAs) in der Forschung zur Minimal residual Disease eine zuneh-
mende Rolle. miRNAs sind kleine, nicht kodierende Molekdile, die
ca. 21-25 Nukleotide lang sind und die Transkription verschie-
denster Gene regulieren, indem sie die komplementéren Basen-
sequenzen der noch nicht translatierten Messenger-RNA-Mole-
kiile binden [47]. Je nachdem, welche Gene gerade in der Zelle re-
guliert werden, sind die entsprechenden miRNAs aktiv.

Die miRNA ist nicht nur in Zellen nachweisbar, sondern kann
dhnlich wie CTCs und die ctDNA auch im Blut durch eine einfache
Blutentnahme nachgewiesen werden. Es gibt zahlreiche verschie-
dene miRNAs, von denen nur bei wenigen vermutet wird, dass sie
mit dem Mammakarzinom assoziiert sind. Ansatzpunkt der For-
schung ist hierbei unter anderem, dass wahrend einer Therapie
wiederholt miRNAs gemessen werden. Wenn eine miRNA, von
der man vermutet, dass sie mit dem Mammakarzinom assoziiert
ist zu Beginn einer Therapie erhoht ist und diese im Therapiever-
lauf absinkt, so kann man ein Therapieansprechen vermuten.
Steigt die miRNA aber wieder an, so wird vermutet, dass es zu kei-
nem Therapieansprechen kommt. Derzeit kdnnen noch keine
Therapieentscheidungen auf Basis von miRNAs getroffen werden,
vielmehr ist es noch Bestandteil aktueller Forschung, zu etablie-
ren, welche miRNAs als ,onkogen* oder ,tumorsuppressiv* be-
trachtet werden konnen. Im Folgenden sollen exemplarisch
2 Forschungsarbeiten genannt werden:

So untersuchten Roth et al. im Serum von an Brustkrebs er-
krankten Frauen und einer gesunden Kontrollgruppe die potenzi-
ell brustkrebsassoziierten miRNAs miR10b, miR34a, miR141 und
miR155 [48]. Es wurden 89 Brustkrebspatientinnen (59 = M0; 30
M1) und 29 gesunde Frauen in diese Pilotstudie rekrutiert und
die Analysen mittels des TagMan MicroRNA Assays durchgefiihrt.
Die relative Serumkonzentration der gesamten RNA (p=0,0001)
und der miR155 (p=0,0001) unterschied sich bei den M0-Patien-
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tinnen signifikant von der gesunden Kontrollgruppe. Mittels der
Konzentration von miR10b, miR34a und miR155 konnten M1-Pa-
tientinnen von den gesunden Frauen unterschieden werden
(miR10b: p=0,005; miR34a: p=0,001; miR155: p=0,008).

Bei den an Brustkrebs erkrankten Patientinnen korrelierte die
Verdnderung der gesamten RNA-Menge wie auch der Menge an
miR10b-Menge, miR34a und mitR155 mit der Prdsenz von mani-
festen Metastasen (Gesamt-RNA: p=0,0001; miR700b: p=0,01;
miR34a: p=0,003; miR155: p=0,002). Zudem hatten die M0-Pa-
tientinnen, sofern sie ein hoheres Tumorstadium hatten (pT3-
pT4), signifikant hohere Gesamt-RNA- und miR34a-Mengen als
Patientinnen mit einem niderigeren Tumorstadium (Gesamt-RNA:
p =0,0001; miR34a: p=0,01). Die Autoren schlossen daraus, dass
sich bei Patientinnen mit einem Tumorprogress ein Anstieg der
tumorassoziierten RNA feststellen ldsst.

Madhaven et al. untersuchten die miRNA im Plasma von 40 Pa-
tientinnen mit MBC mit ,TagMan low density arrays*, nach zuvor
erfolgten Validierungsstudien an 237 MBC-Patientinnen [49].

Sie konnten zeigen, dass der Nachweis von miR200a, miR200b,
miR200c, miR210, miR215 und miR486-5p signifikant mit dem
Auftreten von Metastasen innerhalb von 2 Jahren nach Erstdiag-
nose der Brustkrebserkrankung assoziiert waren. Zudem haben
sie 16 miRNAs identifiziert, die signifikant mit dem OS und wei-
tere 11, die mit dem PFS assoziiert waren.

Es bedarf weiterer Untersuchungen, um einerseits MBC-assozi-
ierte miRNAs zu identifizieren und andererseits zu evaluieren, wel-
che Rolle diese jeweils im Verlauf der Bustkrebserkrankung spie-
len.

Schlussfolgerung

Die Untersuchung relevanter Tumoreigenschaften, die Evaluation
des Erkrankungsverlaufs und des bisherigen Therapieansprechens
sind von groBer Bedeutung fiir die Prognose und die weiteren
Therapieentscheidungen beim MBC. Die invasive Untersuchung
des Primartumors und/oder solider Metastasen stellt bei sich
moglicherweise wandelnden Tumorcharakteristika nicht immer
eine durchfiihrbare und repetitive Option dar. Demgegeniiber
stehen CTCs und die ctDNA sowie miRNA, die einerseits relevante
komplementdre Informationen beinhalten und andererseits im
Sinne einer ,liquid biopsy“ beliebig oft untersucht werden kon-
nen. Dies ermdglicht nicht nur ein potenzielles Monitoring des Er-
krankungsverlaufs und des Therapieansprechens, sondern dient
auch der repetitiven Tumorcharakterisierung fiir weitere Thera-
pieentscheidungen.

Langfristiges Ziel der CTC/ctDNA/miRNA-basierten Analyse
des metastasierten Mammakarzinoms ist die Etablierung einer
personalisierten, zielgerichteten und somit effizienten Tumorthe-
rapie, die neben der Verldngerung des PFS und/oder OS auch die
Verbesserung der Lebensqualitdt betroffener Patientinnen errei-
chen soll.
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