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Was kann , Liquid Biopsy"

1

heute schon leisten?

Nach der ersten Beschreibung
extrazelluldr vorliegender Nuk-
leinsauren im humanen Plasma
durch Mandel und Metais im
Jahr 1948 vergingen fast 30
Jahre, bevor das Potential,

das diese Entdeckung mit sich
bringt, voll erkannt wurde.

Dr. Michael Fleischhacker, Klinik fiir
Innere Medizin, DRK Kliniken Berlin

Die technischen und methodischen Entwicklun-
gen zur molekularen Charakterisierung von DNA
und RNA, hier vor allem die traditionelle PCR,
ihre Weiterentwicklung zur digitalen PCR und die
Hochdurchsatzsequenzierung, fithrten dazu, dass
es moglich ist, geringste Nukleinsduremengen
mit hoher Sicherheit darzustellen. Bereits heute
ist eine Analyse von fotalen Nukleinsduren, die
aus dem Blut schwangerer Frauen gewonnen wer-
den, in der klinischen Routine angekommen.
Mit einer einfachen Blutentnahme im ersten
Trimenon der Schwangerschaft konnen geneti-
sche Verdnderungen des ungeborenen Kindes
oder kindliche Erkrankungen im miitterlichen
Blut erkannt werden. Die komplexe Methode zur
Charakterisierung extrazelluldrer Nukleinséuren
(als Synonym fiir zellfreie Nukleinsduren) wird
seit kurzem unter dem Sammelbegriff ,Liquid
Biopsy“ zusammen gefasst.

Anwendungsmadglichkeiten der
Liquid Biopsy

Seit wenigen Jahren werden diese Untersuchun-
gen nicht nur in der Prianataldiagnostik, sondern

auch in der Versorgung von Tumorpatienten ein-
gesetzt. So bieten z. B. Firmen in Deutschland und
den USA Kits an, mit deren Hilfe die friihzeitige
Diagnose eines kolorektalen Tumors anhand ei-
ner Blutprobe moglich ist. Dabei werden die im
Blutplasma vorhandenen zellfreien (d.h. extra-
zelluldren) Nukleinsduren isoliert und auf das
Vorliegen von Tumor-assoziierten Markern (Mu-
tationen verschiedenster Art bzw. epigenetische
Verdnderungen wie z.B. die Methylierung von
Cytosin) untersucht. Bei einem positiven Ergebnis
der Liquid Biopsy, die in diesem Zusammen-
hang eine Screeningmethode ist, wird der sichere
Nachweis eines kolorektalen Tumors durch die
pathologische Begutachtung einer koloskopisch
gewonnenen Gewebebiopsie erbracht.

Eine weitere Anwendung der Liquid Biopsy ist
das real-time Monitoring von Lungentumorpati-
enten unter oder nach Therapie. Dabei werden
wihrend der Therapie sequentielle Blutproben
von den Patienten entnommen und die extrazel-
luldre Plasma-DNA auf das Vorhandensein von
Tumor-assoziierten Verdnderungen im Vergleich
zum Ausgangswert (prd-Therapie) untersucht.
Unter Verwendung einer realtime PCR zum
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quantitativen Nachweis methylierter SHOX2
Plasma-DNA konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen,
dass das Ansprechen auf eine medikamentdse Tu-
mortherapie bereits 1 bis 2 Wochen nach Beginn
der Therapie - und damit wesentlich friiher als
durch eine Computertomographie - feststellbar
ist. Wenn sich diese Befunde in weitergehenden
Untersuchungen bestitigen lassen, konnte in
Zukunft entweder friihzeitig ein Therapiewech-
sel oder ein Abbruch der Therapie in Erwdgung
gezogen werden.

Verbesserte Lebensqualitat
der Patienten

Im Sinne der Patienten konnten hierdurch die
Wirksamkeit der Behandlung erhéht und die
unerwiinschten therapiebedingten Effekte, wie
Verschlechterung der Lebensqualitét und Neben-
wirkungen der Therapie, vermindert werden. Die
Patienten, bei denen eine aktivierende Mutation
des EGFR Gens nachweisbar ist (Prdvalenz ca.
12% in Europa), erhalten anstelle einer Platin-
basierten Standard-Chemotherapie eine Thera-
pie mit einem Inhibitor der Tyrosinkinase (wie
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z.B. Afatinib, Erlotinib oder Gefinitib). Eine TKI
Therapie verldngert bei diesen Patienten nicht
nur die Uberlebenszeit, sondern ist oft mit einer
verbesserten Lebensqualitét verbunden (vergli-
chen mit einer Standard-Chemotherapie). Leider
entwickeln die Tumore aller Patienten friiher oder
spéter eine Resistenz gegen die eingesetzten TKIs.
Das fiihrte zur Entwicklung von Substanzen,
die als zweite (Afatinib, Dacomitinib) bzw. drit-
te Generation (Osimertinib) von TKI bezeichnet
werden und diese Resistenz durchbrechen kon-
nen. Die Entwicklung einer Therapieresistenz
ist hdufig mit einer Alteration in den Codons
L858R, T790M, und/oder C797S des EGFR Gens
assoziiert. Die Europdische Zulassungsbehorde
hat 2016 Osimertinib zur Behandlung von EG-
FR T790M Mutations-positiven metastatischen
NSCLC Patienten zugelassen. Diese beinhaltet
auch die Moglichkeit, bei einer fehlenden Ge-
webeanalyse (schwierige Tumorlokalisation,
iltere/multimorbide Patienten, zu hohes Risiko
fiir die Gewinnung einer Biopsie), extrazulldre
Plasma-DNA zur Bestimmung des EGFR Status
einzusetzen. Damit ist es bereits heute maoglich,
den Patienten, deren Tumor eine Resistenz gegen
TKIs der ersten/zweiten Generation entwickelt
hat, eine Behandlung mit Osimertinib anzubieten.
In den letzten Jahren konnte auch gezeigt werden,
dass mit der real-time Analyse der Plasma-DNA
ein Tumorprogress schneller sichtbar gemacht
werden kann, als mit einem bildgebenden Ver-
fahren. Ob ein zeitnaher Therapiewechsel alleine
auf der Basis der durch Liquid Biopsy erhobenen

Befunde fiir die Patienten von Vorteil ist, muss
in weitergehenden Studien untersucht werden.

Schwierige Praanalytik

Fiir die Gewinnung der Plasmaproben, die fiir 0.g.
Analysen eingesetzt wurden, waren in der Mehr-
zahl der Untersuchungen herkommliche EDTA
Rohrchen das Mittel der Wahl. Allerdings wurde
in mehreren Studien gezeigt, dass sich die Menge
und die Zusammensetzung der zellfreien DNA
verdndert, wenn das Blut in den EDTA Rohrchen
tiber eine ldngere Zeit (> 6 h nach Blutentnah-
me) bei Umgebungstemperatur gelagert wird.
Dieser Effekt beruht auf der Lyse von Blutzellen,
die ihre genomische DNA freisetzen und damit
das Verhéltnis von genomischer zu extrazellu-
larer DNA zugunsten der ersteren verschieben.
Das bedeutet, dass die Plasmaseparation (in der
Regel eine mehrmalige Zentrifugation zur Ab-
trennung der Blutzellen) kurz nach Blutentnahme
durchgefiihrt werden muss.

Spezielle Blutentnahmerdéhrchen
fiir Liquid Biopsy

Damit werden multizentrische Studien, die
fiir die Etablierung eines Standards bzgl. der
pré-analytischen Prozesse essentiell sind, sehr
schwierig. Um dieses Problem zu umgehen,
bieten seit kurzem mehrere Firmen spezielle
Blutentnahmeréhrchen fiir die Liquid Biopsy
an, die eine mehrtagige Lagerung (und damit

auch eine postalische Versendung bei Raumtem-
peratur) erlauben. Durch die Zugabe proprietérer
Substanzen werden die himatopoetischen Zel-
len in den Blutentnahmerohrchen stabilisiert, so
dass sie nicht lysieren und eine ,,Kontamination“
der zellfreien DNA verhindert wird. Wir haben
vor kurzem EDTA Blutentnahmerdhrchen und
die PAXgene ccfDNA Rohrchen (Qiagen / BD)
miteinander verglichen. Wenn die Plasmaproben
aus beiden Rohrchen am Tag der Blutentnahme
gewonnen werden, ist die Menge an zellfreier
DNA vergleichbar. Dagegen fiihrte eine 7-tagige
Lagerung der Blutproben in den EDTA Rohrchen
zu einem starken Anstieg an zellfreier DNA, nicht
aber in den ccfDNA Rohrchen. Das gilt sowohl
fiir die Gesamtmenge an DNA als auch fiir die
Menge an methylierter DNA (mSHOX2).

Mit diesen Untersuchungen sind die ersten
Schritte zur Entwicklung und Etablierung eines
Standards fiir die Gewinnung von Blutproben,
die anschliefend mittels Liquid Biopsy analysiert
werden, moglich geworden. Weitere Studien unter
Einschluss einer gréReren Anzahl von Patienten
sind aber notwendig, um die bisher erhobenen Be-
funde zu bestétigen. Erst danach kann iiber den
Einsatz dieser speziellen Blutentnahmerohrchen
in der klinischen Routine fiir diese Anwendung
entschieden werden. Die Bibliographie zu diesem
Artikel kann beim Autor erfragt werden.
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