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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Kurzzeitdynamik
zirkulierender Tumorzellen bei hepatozellularen Karzinompatienten, die erstmalig
eine radiologische Intervention in Form einer transarteriellen Chemoembolisation
oder einer Mikrowellenablation als Therapie erhielten. Dafur wurde in Vorversuchen
eine neuartige Methode zur Isolation und Detektion von zirkulierenden Tumorzellen

entwickelt.

Zugleich sollte ein potenzieller Einsatz dieser Methode als Screeningverfahren fur
hepatozellulare Karzinompatienten mithilfe der Sensitivitat und Spezifitat tberprift
werden. Daruber hinaus wurde eine mdogliche Korrelation der Kurzzeitdynamik
zirkulierender Tumorzellen sowohl mit der Kurzzeitdynamik des AFP-Wertes als
anerkannten HCC-Tumormarker, als auch des IL-6-Wertes als aktuell diskutierten
Tumormarker analysiert. Ferner wurde die Kurzzeitdynamik zirkulierender

Tumorzellen mit dem klinischen Verlauf der Patienten verglichen.

Im Zeitraum von September 2017 bis Juni 2018 konnten Blutproben von 18
Patienten mit einem hepatozellularen Karzinom untersucht werden. Davon wurden
zehn Patienten mittels Mikrowellenablation und acht Patienten mittels
transarterieller Chemoembolisation behandelt. Daneben wurden Blutproben von 13

gesunden Probanden ausgewertet.

Methodisch wurden jeweils im Anschluss an die Gewinnung des Patientenblutes,
vor und unmittelbar nach jeweiliger radiologischer Intervention, die zirkulierenden
Tumorzellen aus dem Blut isoliert und die gewonnenen Zellen durch die
Durchflusszytometrie nachgewiesen und quantifiziert. Als zirkulierende Tumorzellen
wurden dabei jene Zellen betrachtet, die eine Negativitdt auf den Marker CD45
sowie eine Positivitat auf die Marker ASGPR-1, CD146, CD274 und CD90 zeigten.

Durch den Vergleich der Proben vor und nach radiologischer Intervention konnte
gezeigt werden, dass die Anzahlen zirkulierender Tumorzellen nach der
radiologischen Intervention im Mittel niedriger sind als vor der Therapie. Die Anzahl
zirkulierender Tumorzellen sank dabei im Schnitt bei den mit Mikrowellenablation
behandelten Patienten stéarker im Vergleich zu denen, die eine transarterielle
Chemoembolisation erhielten. Dies bestatigte den klinischen Verlauf der
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Patientengruppen, da die Mortalitat der Gruppe, die eine transarterielle

Chemoembolisation erhielten deutlich hoher war als bei den tUbrigen Patienten.

Als klinisch einsetzbare Screening-Methode im Sinne einer ,Liquid Biopsy* flr das
HCC mdussen die Sensitivitdt und Spezifitat weitergehend optimiert werden. Eine
signifikante Korrelation zwischen der Kurzzeitdynamik der Anzahlen zirkulierender
Tumorzellen und der Kurzzeitdynamik der AFP-Werte und der IL-6-Werte konnte

nicht festgestellt werden.

Entgegen des erwarteten Trends, legte die angewendete Methode, durch das
Absinken der zirkulierenden Tumorzellen, die positive Wirkung der transarteriellen
Chemoembolisation und der Mikrowellenablation in  hepatozellularen

Karzinompatienten dar.
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1.1 Summary

The aim of this study was to investigate the short-term dynamics of circulating tumor
cells in hepatocellular carcinoma patients who received transarterial
chemoembolization or microwave ablation as radiological intervention for therapy
for the first time. For this purpose, a novel method for isolation and detection of

circulating tumor cells was developed in preliminary experiments.

At the same time, the potential use of this method as a screening procedure for
hepatocellular carcinoma patients was to be examined using sensitivity and
specificity. In addition, a possible correlation of the short-term dynamics of
circulating tumor cells with the short-term dynamics of AFP as a recognized HCC
tumor marker and IL-6 as a currently discussed tumor marker was analyzed.
Furthermore, the short-term dynamics of circulating tumor cells were compared with

the clinical course of the patients.

In the period from September 2017 to June 2018 blood samples of 18 patients with
hepatocellular carcinoma were analyzed. Ten patients were treated by microwave
ablation and eight patients by transarterial chemoembolization. In addition, blood

samples from 13 healthy volunteers were evaluated.

Following the collection of the patient's blood, before and immediately after the
respective radiological intervention, the circulating tumor cells were methodically
isolated from the blood and the cells obtained were detected and quantified by flow
cytometry. Circulating tumor cells were considered to be those cells that showed a
negativity for the marker CD45 and a positivity for the markers ASGPR-1, CD146,
CD274 and CD90.

By comparing the samples before and after radiological intervention it could be
shown that the number of circulating tumor cells after radiological intervention is on
average lower than before therapy. On average, the number of circulating tumor
cells decreased more in patients treated with microwave ablation compared to those
who received transarterial chemoembolization. This confirmed the clinical course of
the patient groups, as the mortality of the group receiving transarterial

chemoembolization was higher than in the other patients.
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As a clinically applicable screening method in the sense of a "liquid biopsy" for HCC,
sensitivity and specificity must be further optimized. A significant correlation
between the short-term dynamics of circulating tumor cell counts and the short-term

dynamics of AFP and IL-6 levels could not be established.

Contrary to the expected trend, the applied method, by decreasing circulating tumor
cells, demonstrated the beneficial effect of transarterial chemoembolization and

microwave ablation in hepatocellular carcinoma patients.
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2 Einleitung

2.1 Das hepatozellulare Karzinom

2.1.1 Epidemiologie, Prognose und Atiologie

Das hepatozellulare Karzinom (engl. hepatocellular carcinoma, HCC) ist ein
maligner Tumor der Leber, der von den Hepatozyten ausgeht.! Mit einem Anteil von
70 - 85 % der primaren Leberkrebsarten, stellt das HCC weltweit den haufigsten
Subtypen dar.? Es ist die sechsthaufigste Tumorerkrankung und dartber hinaus die
dritthaufigste tumorbedingte Todesursache weltweit.® Jedes Jahr erkranken allein
in Deutschland ca. sechs Méanner und zwei Frauen pro 100.000 Einwohnern an
einem HCC.2® Seit dem Jahr 1999 haben die altersstandardisierten Erkrankungs-
und Sterberaten bei beiden Geschlechtern in Deutschland zugenommen, wobei der
Anstieg bei Mannern deutlicher zu beobachten ist (s. Abbildung 1).4
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Meuerkrankungen: = Ménner = Frauen
Sterbefalle: === Manner -=- Frauen

Abbildung 1 - Erkrankungsrate Deutschland 1999 - 2015

Anmerkung: Abbildung 3.6.1b aus dem Kapitel Leber (C22) ,Krebs in Deutschland fiir 2013/2014. 11. Ausgabe.
Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
(Hrsg). Berlin, 2017¢) 5
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Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten von 14 % bei Mannern und 11 % bei Frauen
verdeutlichen die schlechte Langzeitprognose des HCCs.# Die Haupttodesursache
von HCC-Patienten stellt dabei nicht der Primartumor dar, sondern dessen
Metastasen, welche zum Teil erst nach Jahren in lebenswichtigen Organen
auftreten.® Innovationen im Bereich der HCC-Diagnostik und -Therapie
ermdglichten in der letzten Dekade einen Wandel dieser Tumorerkrankung von
einer nahezu sicheren Todesursache zu einer Krankheit, die in einem frihen

Stadium entdeckt und behandelt werden kann.”

Uber 90 % aller malignen hepatozellularen Tumore entstehen auf dem Boden einer
Leberzirrhose, wobei eine Zirrhose viraler Genese nach aktueller Datenlage mit
dem hochsten  Tumorrisiko  verbunden ist.2 Insgesamt verursachen
Hepatitis-B-Infektionen 50 % und Hepatitis-C-Infektionen 25 % aller HCCs.?
Weitere Risikofaktoren fiur die Entstehung eines HCCs sind Alkoholabusus, eine
nichtalkoholische Steatohepatitis (Fettleberhepatitis), das Pilzgift Aflatoxin B1 des
Aspergillus flavus und Stoffwechselerkrankungen wie eine Hamochromatose oder

ein Alpha-1-Antitrypsinmangel.* °

2.1.2 Diagnose

Laut Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V. (AMWEF) sollte Patienten mit erhdhtem HCC-Risiko eine
Untersuchung zur Friherkennung eines HCCs angeraten werden, sofern diese von
einer Therapie profitieren konnen.'® Zu dieser Risikogruppe zahlen Patienten mit
Leberzirrhose, chronischer Hepatitis-B-Infektion oder Steatohepatitis.’® Sowohl im
Rahmen dieser Friherkennung als auch zur Verlaufsdiagnostik eines HCCs wird
zum einen eine Sonografie der Leber durchgefihrt und zum anderen der

Alpha-Fetoprotein-Wert (AFP), ein Tumormarker, im Serum bestimmt.1©

Als Tumormarker werden Proteine, Peptide oder andere biologische Substanzen
bezeichnet, die direkt von Tumorzellen oder vom Korper als Reaktion auf einen
Tumor gebildet werden.! Der klinische Nutzen eines Tumormarkers hangt von

seiner Spezifitat und Sensitivitat ab.1?

Einen einzigen spezifischen HCC-Tumormarker zu definieren stellt sich bislang als
sehr schwierig dar.'? Zum Einen gibt es zahlreiche und sehr unterschiedliche
atiologische Faktoren fur die Entstehung eines HCCs (s.2.1.1), zum anderen kann

12
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ein HCC entweder von reifen Hepatozyten oder von Vorlauferzellen abstammen.!3
Weiterhin durchlauft das HCC, wie andere Krebsarten auch, einen dynamischen
Prozess, der die Morphologie und die molekularen Merkmale wéahrend der
hepatozellularen Karzinogenese variieren lasst.'® Der ideale Tumormarker ware
spezifisch fir das HCC und, zur Unterscheidung, bei pramalignen
Lebererkrankungen (z.B. einer Leberzirrhose) nicht nachweisbar.'* Obwohl in
zunehmendem Male an der Entwicklung neuer Tumormarker geforscht wird,
besteht nach wie vor eine weltweite Nachfrage nach weiteren Untersuchungen, ob

bestimmte Tumormarker im klinischen Bereich eingesetzt werden konnen.1?

2.1.2.1 Alpha-Fetoprotein-Wert als Tumormarker

Als Tumormarker des HCCs wurde das Alpha-Fetoprotein (AFP) als erster
identifiziert.!® Trotz der Fille von Tumormarkern, die fir das HCC vorgeschlagen
wurden, bleibt das AFP der meist verwendete.>16

Als Tumormarker hat der AFP-Wert bei Patienten mit chronischer Lebererkrankung
eine Sensitivitat von 25 - 65 % und eine Spezifitit von 80 - 94 %.17.1819 Bei
Erwachsenen stellt sich ein normaler Wert mit unter 15 pg/l AFP im Blut dar.®
Physiologisch erhoht ist das AFP, als embryonales Protein, lediglich bei

Schwangeren.®

2.1.2.2 Interleukin-6-Wert als Tumormarker

Das entzindliche Zytokin Interleukin-6 (IL-6) wird in aktuellen Studien als
potenzieller Tumormarker diskutiert, da er an der HCC-Entwicklung beteiligt zu sein
scheint.?> 21, 22 Residente Lebermakrophagen, auch Kupffer-Zellen genannt,
werden als die spezifischen tumor-assoziierten Makrophagen des HCCs
angesehen und kénnen verschiedene Zytokine — vor allem IL-6 — produzieren und
damit eine Entzindungsreaktion und die Tumorentstehung férdern.?® Die
molekularen Mechanismen und damit die genaue Rolle des IL-6 bei der
Karzinogenese in der Leber sind jedoch noch ungeklart.?® 22 Studien zeigten
allerdings, dass HCC-Patienten signifikant hohere IL-6-Spiegel aufweisen als
gesunde Kontrollpersonen.?®: 24 Des Weiteren sind héhere IL6-Spiegel mit einer

schlechteren Prognose verbunden.?°

13
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2.1.3 Klassifizierung und Therapie
Das makroskopische Erscheinungsbild eines HCCs kann vielfaltig sein.® Neben gut
abgrenzbaren solitaren, kommen multiple Tumore und solche mit einer diffusen

Infiltration des Parenchyms vor.8

Zur Einteilung des HCCs hat sich in Deutschland die Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC) Klassifizierung etabliert.?®> Die Einteilung der Patienten mit HCC erfolgt
dabei in funf verschiedene Stadien: sehr frihes, frihes, intermediares,
fortgeschrittenes Stadium sowie Endstadium.?® Dieses Klassifizierungssystem
bertcksichtigt verschiedene Kriterien wie die Tumorherdanzahl und -grof3e, die
Einschrankung der Leberfunktion (Erhebung des Bilirubinwerts als Abbauprodukt
der Leber) sowie das Vorliegen einer portalen Hypertension.?®> Die BCLC-Einteilung
dient als Grundlage fur die Auswahl und Durchfiihrung einer stadiengerechten
HCC-Therapie mit kurativem oder palliativem Ansatz.?® Es existieren sowohl
chirurgische, radiologische als auch antikdrperbasierte Therapieméglichkeiten. 2°
Abbildung 2 zeigt ein vereinfachtes Schema der BCLC-Einteilung

Sehr frihes Studium Frahstadium Intermediéres Stadium | | Fortgeschrittenes Stadium | | Endstadium
Stadium 0 Stadium A Stadium B Stadium C Stadium D
Knoten < 2 cm Knoten < 5 cm o. Multiple Knoten Portale Infiltration
3 Knoten < 3 cm

/N

einzelner Max. 3 Knoten
Knoten < 5 cm <3em

Bilirubin u. l
portaler Druck —>| erhoht |—-| Begleiterkrank. |

/\

Normal

) . Symptomatische
Leber-Resektion | x| mea/mwa || TAcE | Benonlung
f————— kurative Ansétze | | palliative Ansatze ——|

Abbildung 2 — BCLC-Klassifizierung des HCCs

Anmerkung: Abbildung 2 ist modifiziert nach dem Schema der BCLC-Arbeitsgruppe.”
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Abk.: Begleiterkrank= Begleiterkrankungen, LTX= Lebertransplantation, RFA= Radiofrequenzablation,

MWA= Mikrowellenablation, TACE= Transarterielle Chemoembolisation, 0.= oder, u.= und

Zu den operativen Therapieanséatzen zahlen zum einen die Leberteilresektion mit
dem Ziel einer vollstdndigen Entfernung des Tumors und zum anderen die
Lebertransplantation, bei der eine erkrankte Leber durch eine gesunde Leber eines
Spenders ersetzt werden kann.?’ Die operativen Verfahren werden vor allem bei
solitaren HCC-Formen (Stadium O und A) empfohlen.” Die radiologischen
interventionellen Therapien, zu denen die Mikrowellenablation (MWA) und die
Transarterielle Chemoembolisation (TACE) zahlen, werden hingegen bei multiplen
HCC-Herden (Stadium A und B) bevorzugt.” Im fortgeschrittenen Stadium hat sich
der monoklonale Antikdrper Sorafenib als Therapiemoglichkeit etabliert.” Dies ist
ein  systemischer, oraler Multikinase-Inhibitor mit antiangiogener und
antiproliferativer Wirkung.?® Patienten im Endstadium werden lediglich
symptomatisch behandelt.?® Auf die radiologischen, interventionellen Therapien

wird in den folgenden Kapiteln genauer eingegangen.
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2.2 Radiologische Interventionen

Seit Uber 60 Jahren werden minimalinvasive Interventionen im Fachbereich
Radiologie angewendet und standig weiterentwickelt.?® Alleine im Jahr 2016
wurden in der Datenbank der Deutschen Gesellschaft fur Interventionelle
Radiologie und minimalinvasive Therapie (DeGIR) uber 170.000 radiologische

Interventionen in Deutschland dokumentiert.2®

Im Rahmen der interventionellen Radiologie = stehen  zahlreiche
Behandlungstechniken zur Verfiigung.®® Die verschiedenen Techniken konnen
unterschieden werden in die thermoablativen Verfahren, deren Wirkung auf
thermischen Veranderungen beruht, und in die vaskularen Verfahren, die tGber eine
Manipulation der GefaRBe wirken.?® Die groRBe Bandbreite der interventionellen
radiologischen Therapieoptionen soll am Beispiel der Behandlung von Lungen- und
Lebermetastasen in Tabelle 1 verdeutlicht werden.

Tabelle 1 - Behandlungstechniken interventioneller Radiologie

Einteilung Therapien

MWA (Mikrowellenablation)

RFA (Radiofrequenzablation)
thermoablativ LITT (Laserablation)

IRE (Elektroporation)

Kryotherapie

TACE (Transarterielle Chemoembolisation)

TACP (Transarterielle Chemoperfusion)
vaskular

SIRT (selektive interne Radiotherapie)

Chemosaturation

Anmerkung: Tabelle 1 ist erstellt aus Daten aus Vogl TJ, Panahi B, Fischer S, et al. Interventionelle Therapie

von Lungen- und Lebermetastasen. Onkologe. 2014.

In der vorliegenden Studie wurden die radiologischen Therapieoptionen
Mikrowellenablation (MWA) und Transarterielle Chemoembolisation (TACE)

untersucht. Diese werden daher im Folgenden genauer erlautert.
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2.2.1 Transarterielle Chemoembolisation

Die Transarterielle Chemoembolisation (TACE) ist ein vaskular basiertes
Therapieverfahren der Radiologie und gilt bei HCC-Patienten mit BCLC Stadium B
als  Standardbehandlung.’®3!  Dabei werden Uber einen  Katheter
Chemotherapeutika und Embolisationsmittel direkt in die arteriellen GefalRe des
Karzinomgewebes appliziert.3° In Abbildung 3 ist das Therapieverfahren der TACE

schematisch dargestellt.

— Aorta

Embolisat +
Chemotherapeutikum

A. femoralis

@ Katheter

Abbildung 3 - Therapievefahren der Transarteriellen Chemoembolisation

Abk: A. = Arteria

Die TACE basiert auf zwei Therapieprinzipien: Zum einen fihrt das
Embolisationsmittel zu einer lokalen Ischamie.®® Zum anderen ermdglicht es eine
langere Wirkung und eine hohere Konzentration des parallel applizierten
Chemotherapeutikums im Tumorgewebe (insb. im Vergleich zu einer systemischen
Chemotherapie).3® Die gesunden Leberzellen werden dabei nur gering
beeintrachtigt, da ihre Versorgung Uber die Portalvene bestehen bleibt.3? Als
Chemotherapeutikum werden Zytostatika wie  Cisplatin oder Mitomycin C
verwendet.33 Als Embolisat und zugleich zur Darstellung und Lokalisation des HCCs

dient das Rontgenkontrastmittel Lipiodol.33
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2.2.2 Mikrowellenablation

Die Mikrowellenablation (MWA) gehort zu den thermoablativen Verfahren
interventioneller, radiologischer Behandlungstechniken.®® Bei diesem Verfahren
wird das Tumorgewebe durch Hitze zerstort.>° Nach perkutanem, laparoskopischem
oder offen chirurgischem Zugang wird der Tumor mittels radiologischer Kontrolle
lokalisiert und in diesen eine Mikrowellensonde platziert.3* Die Sonde bzw. der
integrierte Mikrowellengenerator emittiert elektromagnetische Wellen, die durch
Warmeerzeugung Gewebe zerstoren.®* Diese Art der Warmeentstehung wird als
dielektrische Hysterese bezeichnet. Dabei versuchen polare Molekile, wie Wasser,
sich kontinuierlich nach dem angelegten elektromagnetischen Feld auszurichten,
das seine Polaritdt Milliarden Male pro Sekunde wechselt (ca. 900 bis
2500 MHZz).3* 35 Sobald die polaren Molekiile mit der Anderung der Feldausrichtung
nicht mehr "mithalten" kénnen, wird ein Teil der Mikrowellenenergie als Warme
frei.®> Vor allem Gewebe mit einem hohen Prozentsatz an Wasser, wie Tumore,
sprechen deshalb auf diese Art der Gewebezerstérung stark an.®¢ In Abbildung 4 ist
das Prinzip der MWA schematisch dargestellt.

Mikrowellen-
sonde

Ablationszone

Abbildung 4 - Prinzip der Mikrowellenablation

Anmerkung: Als Ablationszone bezeichnet man das Gewebevolumen, das durch die emittierten Mikrowellen

erhitzt wird.3”
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2.3 Zirkulierende Tumorzellen

2.3.1 Definition von zirkulierenden Tumorzellen

Bei zirkulierenden Tumorzellen (engl. circulating tumor cells; CTCs) handelt es sich
um Tumorzellen, die sich vom Zellverband des Primartumors oder dessen
Metastasen l6sen und sich systemisch Uber das Blut- oder Lymphsystem im Koérper
des Patienten ausbreiten kénnen.?’ Zirkulierende Tumorzellen wurden im Jahr 1869

erstmals im Blut von verstorbenen Tumor-Patienten gefunden.3®

Tumorzellen werden kontinuierlich vom Tumorgewebe in das Blutsystem eines
Patienten freigesetzt.3® Seit vielen Jahren ist bekannt, dass invasive diagnostische
und therapeutische Eingriffe am Tumor, wie Biopsien oder Bestrahlung, zur
iatrogenen Aussaaung von Tumorzellen fihren kénnen.*% 41 42 Bereits durch
aulRere mechanische Manipulation des Tumors kann die Anzahl zirkulierender
Tumorzellen bzw. ganzer zirkulierender Tumor-Zellverbdnde im Blut erhdht

werden.3°

In der letzten Dekade haben CTCs als potenzielle Tumormarker im Rahmen der
Friherkennung enorme Aufmerksamkeit erfahren und sind derzeit Gegenstand der
Grundlagenforschung.*® Ferner herrscht Konsens dariber, dass Informationen zu
Vorkommen und Art von CTCs zuséatzliche prognostische Informationen liefern

konnen.#4

Obwohl CTCs bereits in zahlreichen klinischen Studien untersucht wurden (aktuell
lassen sich (Uber 21.500 Publikationen zu CTCs auf PubMed finden
[Stand: 01/2019]), hat sich ihre Verwendung im klinischen Alltag noch nicht
etabliert.*34> Unter anderem sind viele Fragen bezlglich der Detektion und
Charakterisierung von CTCs noch ungeklart.*3

2.3.2 Entstehung zirkulierender Tumorzellen

Bei Tumorzellen kann eine sogenannte phanotypische Plastizitat auftreten, welche
lediglich bei embryonalen Zellen physiologisch ist.*¢ Dieser Begriff beschreibt die
Tatsache, dass Zellen ihre phanotypischen Eigenschaften andern kénnen.*® Ein
solcher Prozess findet bei der Metastasenbildung eines Primé&rtumors in Form der
sogenannten epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) statt: Verankerte

Tumor-Epithelzellen gehen durch eine mehrstufige Dedifferenzierung in einen
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mesenchymalen Phanotypen tber, sodass sich diese wie bewegliche Fibroblasten
verhalten konnen.%” Auf zellularer Ebene lasst sich dies beispielsweise durch die
Herunterregulierung der E-Cadherin-Expression erklaren.*® Das E-Cadherin ist
normalerweise, als eines der wichtigsten Zelladhasionsmolekile, an der
Epithelzelloberflache lokalisiert und sorgt fir einen festen Verbund der
Epithelzellen.*® Als Folge der EMT kann die Emigration der Tumorzelle von der
Epithelschicht stattfinden.>® Durch diesen Mechanismus kann sich die Tumorzelle
aus dem Zellverband I6sen und als zirkulierende Tumorzelle im Blutsystem des

Menschen zu anderen Geweben wandern.>°

Der beschriebene Vorgang der EMT ist reversibel.*® Die verlorenen epithelialen
Merkmale kdnnen durch die sogenannte mesenchymal-epitheliale Transition (MET)
wieder hergestellt werden.*® Bei Erreichen eines entfernten Gewebes kann sich die
CTC somit erneut in eine Epithelzelle umwandeln und in einen gesunden
Zellverband einnisten.*® Die Vorgange der EMT und MET sind in Abbildung 5

zusammengefasst.
Primartumor entferntes
zB. HCC MET Gewebe
T S Q—
L[ TN CTC \

Karzinomzelle EMT\‘$ J | | | | | : | | |

/

Blutgefald

Abbildung 5 - Mechanismus der EMT und MET

Anmerkung: Abbildung ist angelehnt an die Abbildung von Moustakas A, Heldin C-H. aus Mechanisms of TGF[3-
Induced Epithelial-Mesenchymal Transition. J Clin Med. 2016 52

Abk: EMT=  epithelial-mesenchymale  Transition, MET=  mesenchymal-epitheliale  Transition,
HCC= hepatozellulares Karzinom, CTC= zirkulierende Tumorzelle

Die EMT und die MET sind im Wesentlichen fur die metastatischen Vorgange
erforderlich und spielen damit offenbar eine entscheidende Rolle bei der intra- und

extrahepatischen Metastasierung.4’
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2.3.3 Unterscheidung von zirkulierenden Tumorzellen
Verschiedene Studien zeigen, dass sich CTCs nach verschiedenen Merkmalen in
unterschiedliche Subtypen einteilen lassen.5! Eine allgemeingliltige Klassifikation
von CTCs ist in der Literatur jedoch bis dato nicht zu finden.

In der hier vorliegenden Studie wurde sich insbesondere auf die so bezeichneten
CTC-Subtypen der zirkulierenden Tumorstammzellen und der aggressiven
zirkulierenden Tumorzellen fokussiert. Auf diese zwei Arten von CTCs wird in den

folgenden Kapiteln ndher eingegangen.

2.3.3.1 Zirkulierende Tumorstammzellen

Als Tumorstammzellen (engl. cancer stem cells, CSCs) werden Zelltypen eines
Tumors bezeichnet, die die Fahigkeit besitzen, sich selbst zu erneuern und
heterogene Linien von Zell-Nachkommen zu bilden.>? Nach derzeitigem
wissenschaftlichen Kenntnisstand sind vor allem CSCs in der Lage, in peripheren
Organen Metastasen zu bilden.>® Sowohl die langsame Zellzyklusprogression als
auch die hohe Expression von Efflux-Pumpen (Strukturen, die Stoffe aus der Zelle
heraus beférdern kdnnen) macht Tumorstammzellen weniger empfindlich fur
Strahlen- und Chemotherapien.* Es ist davon auszugehen, dass diverse
Tumorarten derzeit nicht geheilt werden kénnen, da die bislang eingesetzten
Therapiemethoden die Tumorstammzellen nicht eliminieren koénnen.>* CSCs
entstammen nicht notwendigerweise aus einer Transformation gesunder
Gewebestammzellen, sondern konnen auch ,de novo“ aus differenzierten Zellen

entstehen.55 56

CSCs konnten bereits in einer Reihe von Malignomen nachgewiesen werden.>” Das
Vorkommen dieser speziellen Art von CTCs scheint mit einer betrachtlich

schlechteren Prognose fiir davon betroffenen Tumorpatienten verbunden zu sein.®

Als ein wichtiger Zellmarker fur CSCs der Leber konnte das CD90-Protein
identifiziert werden.%® ¢ Maligne Zellen, die CD90 exprimieren, sind fur die
Entwicklung des Tumors mafgeblich verantwortlich.% 6% CD90 ist ein Glykoprotein,
das hauptsachlich an Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen beteiligt ist.5*
Insbesondere Zellen des Immunsystems, mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmark und hepatische Vorlauferzellen tragen dieses Protein physiologisch
an ihrer Oberflache.®263 In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass das
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CD90-Protein in 73% bis 92% der untersuchten HCC-Proben uberexprimiert

W| r-d ) 60,64

2.3.3.2 Aggressivitat von zirkulierenden Tumorzellen

Die Aggressivitdt und das postoperative Wiederauftreten eines hepatozellularen
Karzinoms korreliert signifikant mit der Uberexpression des ,Programmed Death
Liganden 1“ (PD-L1), der auch als CD274 bekannt ist.?> Der PD-L1, der auf
verschiedenen Tumorzellen - aber auch Immunzellen exprimiert wird - spielt eine
entscheidende Rolle bei der Resistenz des Tumors gegen das Immunsystem.®®
Durch Bindung des korrespondierenden Rezeptors PD-1 inhibiert dieser Ligand
aktivierte T-Lymphozyten, die normalerweise fur die Eliminierung von entarteten
Zellen zustandig sind.®”.%® Die daraus folgende herabgesetzte Reaktion des
Immunsystems fiihrt zu einer Tumorprogression.®® Eine Uberexpression von PD-L1
in Tumoren wie dem HCC, ist dementsprechend mit einem schlechteren klinischen
Outcome verbunden.®® CTCs, die PD-L1 vermehrt an ihrer Oberflache tragen,
werden daher in dieser Studie als aggressive zirkulierende Tumorzellen benannt. In
anderen Studien konnte der PD-L1 in 62% der Proben von HCCs nachgewiesen

werden.”®
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2.4 Isolation und Detektion von zirkulierenden Tumorzellen

Der Nachweis von CTCs ist mit hohen Anforderungen verbunden.” Aufgrund der
Tatsache, dass sie in sehr geringen Konzentrationen vorkommen (eine CTC auf ca.
108 bis 107 Leukozyten), erfordert die Identifikation und Charakterisierung dieser
Zellen, eine extrem sensitive und spezifische analytische Methode.’ 72 Fir den
Nachweis im Blut, miissen CTCs zuerst von den (brigen Blutzellen isoliert werden.”?
Die moglichst reinen, gewonnenen Zellen konnen im Anschluss mittels
Durchflusszytometrie dargestellt werden.”? Die Suche nach den optimalen
Methoden und Durchfihrungen der Isolation und Detektion zirkulierender

Tumorzellen ist derzeit noch Gegenstand der Forschung.’?

2.4.1 Detektion von zirkulierenden Tumorzellen mittels
Durchflusszytometrie

Die Methode der Wahl fur die Detektion von Zellpopulationen ist die

Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence activated cell sorting, FACS).”® Dieses

Verfahren bendétigt die spezielle Geratschaft eines Durchflusszytometers, das in

Abbildung 6 dargestellt ist.”®

Abbildung 6 — Durchflusszytometer

Anmerkung: Bei dem verwendeten Durchflusszytometer handelt es sich um ein FACSAria™ Fusion Gerat der Firma
BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 72
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Um Tumorzellen mit Hilfe eines Durchflusszytometers darstellen zu kénnen, werden
sie nach der Isolation mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikérpern
angefarbt.”* Letztere binden spezifische Oberflachenmarker der zu untersuchenden

Zellpopulation.’

Fluoreszenz-Farbstoff

Antikorper

A Oberflachenmarker

Abbildung 7 - Prinzip der Anfarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern

Anmerkung: Die Zelle konnte z.B. eine CTC sein. Die Oberflachenmarker kénnten z.B. CD90 oder CD274 sein

(s.0.).

Die markierten Zellen werden anschlieBRend als Strom durch das
Durchflusszytometer geleitet.”> Dabei registriert das Gerat die Fluoreszenzen der
Antikorper.” Basierend auf diesen Daten konnen die Zellen in der Auswertung nach
GroRe, Granularitat und Oberflachenprofil unterschieden werden.” So kdnnen die
Anzahl eines bestimmten Zelltyps (z.B. CTCs) erfasst und verschiedene
Zellpopulationen graphisch dargestellt werden.”

Damit hangt der Erfolg der Detektion von CTCs mittels FACS weitgehend von der
Auswahl der Oberflachenmarker und der zugehdrigen monoklonalen Antikérper
ab.”® Zum angewendeten Verfahren sowie zu den verwendeten

Oberflachenmarkern und Antikdrpern siehe Kapitel 3.4.1.
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2.5 Eigene Fragestellung

Auf Basis untersuchter Blutproben von HCC-Patienten, die sich einer
radiologischen Intervention (TACE oder MWA) am Universitatsklinikum Frankfurt
am Main zwischen September 2017 und Juni 2018 unterzogen haben, sollten im

Rahmen dieser Studie folgende drei Fragen beantwortet werden:

1. Wie wirken sich die radiologischen Interventionen auf die Kurzzeitdynamik von

zirkulierenden Tumorzellen bei hepatozellularen Karzinompatienten aus?

2. Wie hoch liegen die Sensitivitat und Spezifitdt der CTC-Isolierung durch
angewandte Methode in Hinsicht auf einen moglichen Einsatz als

Screening-Methode fur HCC-Patienten?

3. Besteht eine Korrelation zwischen der Kurzzeitdynamik der zirkulierenden
Tumorzellen und der des Alpha-Fetoprotein-Wertes als anerkannter klinischer

Tumormarker oder der des Interleukin-6-Wertes als neu diskutierten Tumormarker?
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3 Material und Methoden

Alle im Rahmen dieser Studie untersuchten Proben und verwendeten Materialien
wurden im Forschungslabor des Zentrums der Chirurgie der Klinik fur Allgemein-,
Viszeral- und Transplantationschirurgie des Universitatsklinikums Frankfurt am

Main verarbeitet.

3.1 Studienpopulation und Patientenmaterial

Grundlage dieser Arbeit waren Blutproben von 18 Patienten, die mit einem HCC im
Universitatsklinikum Frankfurt am Main im Zeitraum September 2017 bis Juni 2018
vorstellig wurden und am Institut fur ,Diagnostische und Interventionelle Radiologie*
erstmalig eine TACE oder eine MWA als TherapiemalRnahme erhielten. Davon
wurden acht Patienten mit einer TACE (Kollektiv A) und zehn Patienten mit einer
MWA (Kollektiv B) behandelt. Allen Patienten wurde jeweils am Tag der Therapie
vor und unmittelbar nach (< 5 min.) radiologischer Intervention vendses Blut aus
einem peripheren Venenkatheter enthommen. Das Blut wurde in CellSave
Preservative Tubes asserviert, die, laut Herstellerangaben, eine Lagerung des
Blutes ohne Zelltod ermdglichten (bis zu zehn Tage). Das Blut in den Cellsave
Tubes lagerte bis zum jeweils nachsten Tag bei Raumtemperatur, um dann fir die

FACS-Analyse verarbeitet zu werden.

An jedem Therapietag der Studie wurde einem gesunden Probanden (Kollektiv C)
durch eine periphere Venenpunktion Blut enthommen und dieses ebenfalls in
CellSave Preservative Tubes asserviert. Diese Vergleichsgruppe umfasste
16 Probanden.

Die demographischen Daten wie Alter und Geschlecht der Patienten sind in
Tabelle 5, Tabelle 6 und Tabelle 7 (S. 43) dargestellt.

Die Ein- und Ausschlusskriterien der Studienpopulation sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2 - Ein- und Ausschlusskriterien der Studienpopulation

Patienten Ein- und Ausschlusskriterien

o vorliegende HCC-Erkrankung

« erstmalige Durchflihrung der entsprechenden
radiologischen Intervention

e Alter Uber 18 Jahre
o keine bekannte Infektionserkrankung

e Kkeine bekannte Schwangerschaft

Probanden Ein- und Ausschlusskriterien

e Keine bekannten Erkrankungen der Leber
(chronische als auch akute)

« kein Alkoholismus

o Kkeine bekannten Infektionserkrankungen (wie
Hepatitiden oder HIV etc.)

« keine bekannten Tumorerkrankungen
o Kkeine vorliegende Schwangerschaft

e Kkeine Adipositas

3.2 Datenquellen und Datenschutz

Demographische Daten der Patienten wie Alter, Geschlecht und Diagnosen sowie
Labor- und Pathologiebefunde wurden aus der elektronischen Patientenakte ,NICE®
des Universitatsklinikums Frankfurt am Main entnommen. Die Daten der gesunden

Probanden wurden miindlich anamnestisch erhoben.

Bevor ein Patient in die Durchfiihrung der Studie einbezogen wurde, musste er nach
ausfuhrlicher Aufklarung der Verwendung seines Blutes fur Forschungszwecke
zustimmen. Hierzu liegen die von den Patienten unterschriebenen ,UCT Biobank
Patientenaufklarungen & Einverstandniserklarungen® vor. Ein positives Votum zur
Durchfihrung dieser Studie wurde von der Ethikkomission des Fachbereichs
Medizin am Universitatsklinikum der Goethe-Universitdt am 16.09.2016 erteilt
(Nr: 321/16).
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3.3 Verwendete Materialen

Listen Uber sdmtliche zur Studie verwendeten Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,

Losungen, Puffer, Zelllinien und Zellmedien befinden sich im Anhang (s. 13.1).
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3.4 Methoden

3.4.1 Angewendetes Verfahren zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen

Nach der Blut-Abnahme lagerte das Blut in Cellsave Preservative Tubes. Am Tag
der Probenverarbeitung wurden die CTCs aus dem Blut zunachst isoliert, um
anschlieBend detektiert werden zu kdnnen. Die Isolation fand im Forschungslabor
des Zentrums der Chirurgie der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie des Universitatsklinikums Frankfurt am Main statt. Die
Detektion erfolgte mithilfe des BD FACSAria Fusion Durchflusszytometers des Flow
Core Units (FCU) im Georg-Speyer-Haus am Universitatsklinikum Frankfurt am

Main.

3.4.1.1 Isolation von zirkulierenden Tumorzellen
Die CTCs aus dem Blut der HCC-Patienten wurden mithilfe von
OncoQuick Rohrchen der Firma greiner-bio one isoliert. Die Methode wurde

basierend auf den Vorversuchen (s. 3.4.2.2) ausgewahlt.

OncoQuick Rohrchen sind konische Zentrifugenrohrchen, die ein Dichte-Medium
(oder Separationsmedium) unter einem Filter beinhalten. Zur Isolation wurde das
Blut auf den Filter aufgebracht und anschlieRend zentrifugiert. Die Zentrifugalkraft
trennt die Zellen aus einer Blutprobe in unterschiedliche Kompartimente des
Rohrchens auf. Die zu eliminierenden Erythrozyten wandern beispielsweise
Richtung Rohrchenboden durch den Filter hindurch, wéhrend sich die CTCs in Form
einer Bande im oberen Bereich ansammeln. Dieses Prinzip der Auftrennung wird in

Abbildung 8 schematisch dargestellt.
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| Zentrifugation >

c.> °
.o.o
0.0 9
..O. 0 & Leukozyten
® (]
00 0% (TG
00 .0 ——CTCs
I 0 .
&= Erythrozyten Separationsme
Filter Filter
\\— Separationsmedium Leukozyten
Erythrozyten

Abbildung 8 - Prinzip der CTC-Isolation mit Oncoquick Réhrchen

Anmerkung: Abbildung 8 ist angelehnt an die Abbildung aus dem OncoQuick® Informationsblatt der
Firma greiner bio-one

Abk: CTCs= zirkulierende Tumorzellen, Separationsme= Separationsmedium

Der gesamte Ablauf der CTC-Isolation erfolgte exakt nach Angaben aus dem
»Instruction Manuals*® fur das OncoQuick des Herstellers. Die einzelnen Schritte sind
in Abbildung 9 dargestellt und im Anschluss daran anhand der Nummerierung

erlautert.
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Abbildung 9 - Ablauf der CTC-Isolation

Abk: Cellsave= Cellsave Preservative Tube; PBS = Phosphate Buffered Saline (dt. phosphatgepufferte

Salzlésung); CTCs= zirkulierende Tumorzellen

1 — 2 Zunachst wurde das Blut aus den Cellsave Preservative Tubes

in

50 ml Réhrchen transferiert und mit PBS (ohne Ca?* und Mg?*) bis zur 15 ml Marke

aufgefullt, um diese Losung anschliel3end auf den Filter des OncoQuick Réhrchens

zu ubertragen.
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3 - Es erfolgte eine 20-minttige Zentrifugation dieses OncoQuick Réhrchens bei
1600g und +4 °C. Die Beschleunigung sowie die Abbremsung der Zentrifuge
wurden dabei, wie von greiner-bio one vorgegeben, jeweils auf die Stufe funf

(mittelstark) eingestellt.

Die im Anschluss verwendete Pipette und ein 50 ml Réhrchen wurden mit dem
FACS-Puffer befeuchtet, um das Binden der Tumorzellen an die Wande dieser

Materialien zu minimieren. Dieser Schritt wurde auch als ,pre-wetting“ bezeichnet.

4 - Der Uberstand aus dem zentrifugierten Oncoquick Rohrchen wurde vorsichtig
vollstandig abpipettiert und mit der befeuchteten Pipette in das ebenso praparierte

50 ml R6hrchen transferiert.

Die Wande des Oncoquick R6hrchens wurden nochmals mit 5 ml FACS-Puffer
durch ein sanftes Schwenken wahrend des Pipettierens abgewaschen, um
eventuell anhaftende Tumorzellen transferieren zu koénnen. Danach wurden

dieselben 5 ml FACS-Puffer zu den jeweiligen 50 ml Réhrchen hinzugefugt.

5 - Die erste Waschung der entstandenen Probe erfolgte durch Wiederaufftillen bis
zur 50 ml Marke mit FACS-Puffer und finfmaliges Schwenken des Rohrchens.
Danach wurden die Réhrchen fur 10 min bei 200 g und +4 °C zentrifugiert. Dabei
wurden Beschleunigung und Abbremsung jeweils auf die hochste Stufe (neun)

eingestellt.

6 - Von der in Schritt 5 gewaschenen Losung wurden 45 ml abpipettiert, sodass die

Zellen am Boden des Rohrchens ungestort blieben.

7 - Fur die zweite Waschung erfolgten ein erneutes Auffillen desselben Rohrchens
bis zur 50 ml Marke mit FACS-Puffer und ein fiinfmaliges Schwenken. Im Anschluss
wurde das Rohrchen noch einmal fir 10 min bei 200 g und +4 °C zentrifugiert.

8 - Im Folgenden wurden die entstandenen Luftblasen an der Oberflache der Probe
mithilfe einer Pasteur-Pipette entfernt und das Réhrchen dekantiert.

9 - Zuletzt wurde die verbliebene Probe vorsichtig mithilfe der Pipette durchmischt
und die komplette restliche Flussigkeit (inklusive der verbliebenen Zellen am Boden

des Rohrchens) in ein FACS-R6hrchen Ubertragen.
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Nach dem Dekantieren der Probe sind optimalerweise hauptséachlich CTCs am
Boden des Rohrchens verblieben. Die noch innerhalb der Probe befindlichen

Leukozyten konnten in der Durchflusszytometrie von den CTCs abgegrenzt werden.

3.4.1.2 Detektion von zirkulierenden Tumorzellen mittels
Durchflusszytometrie
Die einzelnen Schritte zur Detektion der CTCs sind in Abbildung 10 dargestellt und

werden analog dem vorherigen Kapitel anhand der Nummerierung erlautert.

2 3
fluoreszenzmarkierte

iAntlkorper @

@ +4 °C + 1 ml FACS-Puffer
4 5
> die isolierten CTCs sind
fertig zur Detektion

mittels

Durchflusszytometrie
1500 g
Raumtemperatur + 500 pl FACS-Puffer

Abbildung 10 - Ablauf der CTC-Anfarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern

Abk: FACS= Fluorescence activated Cell Sorting; CTCs= zirkulierende Tumorzellen

1 - Unmittelbar nach Tumorzell-Isolation wurde die Flussigkeit in den FACS-Tubes

mit der Mischung aus den fluoreszenzmarkierten Antikoérpern (s. 3.2.1.2) gefarbt.

2 — 4 Im Anschluss an eine 30-mindtige Inkubation der Antikorper bei +4 °C im
Dunkeln erfolgte ein Waschgang, um nicht gebundene Antikorper zu eliminieren.
Dazu wurde einer Probe jeweils 1 ml FACS-Puffer hinzugeflugt, die anschlie3end

fur 5 min bei 1500 g und bei Raumtemperatur zentrifugiert wurde.

5 - Zuletzt wurden die Proben mit jeweils 500 pl FACS-Puffer aufgefillt.
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Zur Detektion der fluoreszierenden Antikdrper und somit der Tumorzellen wurden
die Proben mit dem BD FACSAria Fusion Durchflusszytometer des Flow Core Units
(FCU) im Georg-Speyer-Haus am Universitatsklinikkum Frankfurt am Main,
gemessen, um im Anschluss mit der FACS Diva Software analysiert werden zu
konnen. Aus technischen Grinden mussten einige Proben mit zusatzlichem
FACS-Puffer verdinnt werden. Die genauen Werte und nachvollziehbaren
Rechnungen zur Verdinnung der FACS-Proben befinden sich im Kapitel 4.1 auf
Seite 51.

Die Zellen, die das Durchflusszytometer auf die Antikbrper gegen CD146,
ASGPR-1, CD90 und CD274 positiv erkannte und solche, die sich zusatzlich auf

CD45 negativ darstellten, wurden als Tumorzellen kategorisiert.

3.4.1.3 Bestimmung des AFP-Wertes und des IL-6-Wertes

Bei der Abnahme jeder Blutprobe wurde zusatzlich zu den Cellsave Preservative
Tubes ein Serum-Roéhrchen mit Blut des Patienten entnommen. Dieses Réhrchen
wurde unverziglich nach Gewinnung der Probe in das Zentral-Labor des
Universitatsklinikums in Frankfurt gegeben. Dort erfolgte die Auswertung der
Proben. Die AFP- und IL-6-Werte konnten anschlieBend der elektronischen

Patientenakte entnommen werden.

3.4.2 Vorversuche

Da zu Beginn der durchgefihrten Arbeit bereits Untersuchungen der CTC-Dynamik
in hepatozellularen Karzinompatienten bei Leberteilresektionen in derselben
Arbeitsgruppe stattfanden, konnten die Ergebnisse daraus die Basis fur die
nachfolgenden Vorversuche bilden. Die Arbeitsgruppe entnahm Patienten
Blutproben, isolierte die Tumorzellen aus diesen und stellte die Zellen sowohl mittels
Durchflusszytometrie als auch durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie dar. Die
Ergebnisse zeigten, dass es moglich war, Tumorzellen von Patienten mit HCC auf
diese Art nachzuweisen. Die vorangegangenen wissenschaftlichen Arbeiten der
Arbeitsgruppe waren zum Zeitpunkt der vorliegenden Dissertation als
wissenschaftliches Poster auf dem UCT Science Day 2017 in Frankfurt

veroffentlicht.”®
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3.4.2.1 Kultivierung und Lagerung der HepG2-Zelllinie

Um das angewendete Versuchsprotokoll fur die Isolation und Detektion von
zirkulierenden Tumorzellen im Patientenblut erstellen und optimieren zu kdnnen,
wurden entsprechende Vorversuche mit kauflich erworbenen
Leberzellkarzinom-Zellen durchgefiihrt. Die Wahl fiel auf die HCC-Zellen der Linie

HepG2 von der Firma CLS Services.

Die HepG2-Zellen wurden stets unter sterilen Bedingungen kultiviert und gelagert.
Die Temperatur von +37 °C im Brutschrank wurde konstant gehalten, wobei eine
mit Wasser gesattigte Atmosphare bei einem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5 %
herrschte. Sobald die Zellen in der Monolayer-Kultur zu ca. 80 % konfluiert waren,
wurden die Zellen in eine neue Zellkulturflasche passagiert, um ein Absterben der
Zellkultur zu verhindern. Hierzu wurden die Zellen, nach dem Abkippen des alten
Mediums, mit 10 ml Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) (ohne Ca?* und Mg?*)
gewaschen und die am Boden der Zellkulturflasche adharenten Zellen mittels 10 ml
Accutase geldst. Im Anschluss konnten die HepG2-Zellen mit dem hergestellen
Zelledium zur Kultivierung (s.13.1.4) resuspendiert und in einer neuen Kulturflasche

ausgesat werden.

Fur die Langzeitlagerung der Zelllinie wurden die HepG2-Zellen ebenfalls, wie oben
beschrieben, abgeldst, um sie fir 5 min bei 385 g und +4 °C zu zentrifugieren.
AnschlieBend wurde das entstandene Zellpellet im zuvor praparierten
Einfriermedium resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurde jeweils 1 ml in ein
Kryorohrchen pipettiert und in die Einfrierbox deponiert, die, laut Herstellerangaben,
eine exakte Kihlrate von -1 °C pro Minute sicher stellte.”” Die Box lagerte im
Anschluss eine Nacht lang bei -80 °C. Am Folgetag erfolgte die Uberfiihrung der
Kryordhrchen in flissigen Stickstoff bei -196 °C.

Bei Bedarf konnten die kryokonservierten Tumorzellen bei +37 °C aufgetaut und
dann wiederum in einer Zellkulturflasche in 20 ml Zellmedium resuspendiert werden.
Nach Zentrifugation bei 385 g fir 5 min bei +4 °C wurde das Zellpellet mit 15 ml
Medium versetzt und in eine neue Zellkulturflasche gegeben, die dann im

Brutschrank inkubierte.

Alle zur Kontrolle verwendeten Zellen wurden unter Zuhilfenahme des

MycoProbe™ - Mycoplasma Detection Kits regelmafig auf Mykoplasmen getestet.
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Bei Verwendung der Zellen wurde ein C-Chip benutzt, um die genaue Zellanzahl

bestimmen zu kénnen.

3.4.2.2 Etablierung der optimalen Isolationsmethode von zirkulierenden
Tumorzellen
Zur Etablierung der Isolationsmethode mit der ergiebigsten Ausbeute an

zirkulierenden Tumorzellen wurden vier verschiedene Verfahren verglichen.

Eine der in den folgenden vier Absatzen kurz beschriebenen Methoden wurde
ausgewahlt. Die Produktdatenblatter und Protokolle Gber das genaue Verfahren
sind auf den jeweiligen Internetseiten der Firmen Miltenyi Biotec GmbH, Stemmcell

Technologies und Greiner Bio-One GmbH zu finden.

Bei der ersten zur Auswahl stehenden Methode handelte es sich um das Tumor
Isolation Kit von Miltenyi Biotec (TIK), bei dem zunachst die Erythrozyten lysiert
wurden. Nach mehrmaligem Waschen konnten Nicht-Tumorzellen mit
magnetischen Beats markiert werden. Durch den Vorgang des sogenannten
magentischen Sortierens der Zellen (magnetic cell sorting, MACS) wurden die

zuriickgebliebenen Tumorzellen aufgefangen.

Die zweite zur Verfugung stehende Methode nannte sich RosetteSep™ CTC
Enrichment Cocktail Containing Anti-CD36 von Stemcell Technologies. Bei dieser
Methode wurden sowohl Erythrozyten durch Glycophorin A als auch andere Zellen
im Blut negativ isoliert, d.h. an Anti-CD2, 16, 19, 36, 38, 45, 66 gebunden, um
daraufhin mit einem Dichte-Gradienten nach unterschiedlicher Dichte aufgetrennt

zu werden.

Bei der dritten Methode mit dem Namen EasySep™ Human CD45 Depletion Kit,
sollten laut Firma (Stemcell Technologies) mit tetramerischen Antikorper-
Komplexen CDA45, 66 und Glycophorin A an Erythrozyten durch Zentrifugation mit
einem Dichte-Gradienten die Zellen nach Dichte aufgetrennt werden und so die

Tumorzellen isoliert werden.

Ausgewahlt und in den Versuchen verwendet wurde schlief3lich die vierte Methode
mit der Bezeichnung OncoQuick Réhrchen von greiner-bio one. Die Funktionsweise
dazu wurde in Kapitel 3.4 erklart. Der genaue Ablauf der Isolation wurde in
Abbildung 8 veranschaulicht.
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Zur Simulation von vorhandenen CTCs im Blut wurden fir die Vorversuche der
CTC-Isolation Tumorzellen der HepG2-Zelllinie (s. 3.4.2.1) nach Abkippen des alten
Mediums mit 10 ml Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) (ohne Ca?* und Mg?*)
gewaschen und die am Boden der Zellkulturflasche verbliebenen Zellen mittels
10 ml Accutase abgelést. Die Anzahl dieser Zellen wurde mithilfe der Trypan-Blau-
Farbung bestimmt. So konnte Blut eines gesunden Probanden mit einer bestimmten
Zahl von Tumorzellen angereichert werden. Daraufhin wurden die
Isolationsmethoden auf ihre Ausbeute hin getestet und je nach Anzahl der

wiedergefundenen Tumorzellen bewertet.
Vorversuch 1: TIK vs. OncoQuick im Immunfluoreszenz-Mikroskop

Ziel dieses Vorversuches war es, mit dem in der Arbeitsgruppe vorher verwendeten
TIK (s.0.) als auch mit dem Isolationsverfahren mittels OncoQuick-Rdhrchen visuell
die Moglichkeit der CTC-Isolation, die Bestimmung der Menge an aus Blut isolierten
CTCs und die Sichtbarkeit unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop zu uberprufen.
AulRerdem wurde analysiert, ob das TIK und das OncoQuick Verfahren eine gleiche
oder unterschiedliche CTC-Ausbeute hervorbringen. Dazu wurden jeweils zwei
Blutproben eines gesunden Probandens mit 300 Tumorzellen und zwei Blutproben
mit 30 Tumorzellen angereichert und anschlie3end dem TIK und dem OncoQuick
Verfahren unterzogen. Die isolierten Zellen wurden auf einem Objekttrager gebracht
und mit Antikdrpern angefarbt. AnschlieRend erfolgte die Auswertung unter dem

Immunfluoreszenz-Mikroskop.

In Abbildung 11 sind beispielhaft Fotos der gefundenen CTCs unter dem

Immunfluoreszenz-Mikroskop zu sehen.
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Oncoquick Tumor Isolation Kit (TIK)
¥ ¥

Abbildung 11 - CTCs im Immunfluoreszenz-Mikroskop

Anmerkung: CD45- CD146+ ASGPR+ Zellen mittels Oncoquick bei 40-facher VergréRerung(A) und 20-facher
VergrofRerung (B). CD45- CD146+ ASGPR+ Zellen mittels TIK Verfahren bei 40-facher VergréRerung (C) und
20-facher Vergrof3erung (D).

Ergebnis Vorversuch 1:

Es konnten CTCs mit den untersuchten Isolationsmethoden isoliert werden und mit
Antikdrpern unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht werden. Die

Zahl-Ergebnisse des Vorversuchs 1 sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3 - Ergebnisse des Vorversuchs 1

Anzahl

zugefugter

Tumorzellen Anzahl der Tumorzellen, die wiedergefunden wurden
OncoQuick

300 202

30 15
TIK

300 35

30 15

Fazit Vorversuch 1:

» Das Ergebnis mit TIK ergab kein eindeutiges Bild, da viele Erythrozyten tbrig

geblieben waren > Uberdeckung der Tumorzellen im Mikroskopbild.

* Mit OncoQuick konnten in den Proben mit 300 Zellen deutlich mehr

Tumorzellen als beim TIK wiedergefunden werden.

* OncoQuick war das Verfahren mit weniger Versuchsschritten und daher mit
weniger Fehlerquellen.

Vorversuch 2 - 5:

Blutproben, die mit unterschiedlichen Tumorzellanzahlen angereichert waren,
wurden den vier zu untersuchenden Isolationsmethoden (s.0.) unterzogen. Mithilfe
des Durchflusszytometers wurde daraufhin die Zellausbeute der jeweiligen

Methoden bestimmit.

Es ergaben sich folgende Ergebnisse der Vorversuche 2-5:

e Im Durchflusszytometer wurden zwei Populationen von vermuteten CTCs
gefunden. Eine Population zeigte einen hoéheren Ausschlag auf den
ASGPR-Antikorper als die andere. Die zwei Populationen wurden je nach
Hohe des Ausschlags ,ASGPR-low* und ,ASGPR-high“ benannt. Als
wiedergefundene CTCs wurden fortan die ASGPR-high-Zellen gezahit, da
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ASGPR-1 ein leberspezifischer Membranrezeptor ist.”® (Erklarung s.
3.4.2.3)

e Als Isolationsmethode mit der gré3ten CTC-Ausbeute und mit den
geringsten Fehlerquellen stellte sich das OncoQuick Rdhrchen von der

Firma greiner bio-one heraus.

Fazit Vorversuche 2-5:

Aus oben genannten Grinden fiel die Wahl fir die optimale Isolationsmethode auf

das OncoQuick Rohrchen.

3.4.2.3 Etablierung der optimalen Detektionsmethode
Zur Etablierung der optimalen Detektionsmethode war eine Analyse der
Antikorper-Zusammensetzung erforderlich. Dazu fiel die Wahl auf monoklonale

Antikdrper, die bereits an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt waren.

Zum Nachweis von entarteten Hepatozyten wurden
Anti-Asialoglykoproteinrezeptor-1-Antikorper (Anti-ASGPR-1-Antikorper)
verwendet, da ASGPR-1 ein spezifischer Rezeptor von Leberzellmembranen ist.”®
Der Antikorper war an Phycoerythrin (PE) als fluoreszierenden Farbstoff gebunden.

Um hepatozellulare Karzinomzellen zu identifizieren wurden Anti-CD146-Antikorper
(auch Melanoma Cell Adhesion Molecule, MCAM genannt) eingesetzt, die an den
fluoreszierenden Farbstoff Allophycocyanin (APC) gekoppelt waren. Dieser
Antikdrper wurde intendiert ausgewahlt, da neueste Studien zeigten, dass CD146
vor allem in Membranen von hepatozellularen Karzinomzellen tberexprimiert wurde
und dagegen in gesunden Hepatozyten nicht vorhanden war.”® AuRerdem schien
das Potenzial der epithelial-mesenchymalen-Transition (EMT) mit erhohter
CD146-Expression signifikant anzusteigen.” Dies lieR vermuten, dass gerade diese

Zellen als CTCs im peripheren Blut nachweisbar sein kénnen.

Zur Differenzierung von zirkulierenden malignen Tumorstammzellen (circulating
cancer stemm cells = CSCs) wurden Anti-CD90-Antikorper eingesetzt (s. 2.3.3.1).
Als fluoreszierender Farbstoff wurden vom Hersteller Peridinin-Chlorophyll-Proteine

Uber Cyanin5.5-Molekile, an die Antikorper konjugiert (PerCP/Cy5.5).
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Der Marker fur die sogenannten aggressiven zirkulierenden Tumorzellen waren
Anti-CD274-Antikorper (s. 2.3.3.2). Dazu wurde sich bei der Auswahl fir Antikérper

entschieden, die an den Farbstoff BV421 gebunden waren.

Zur Absicherung der Unterscheidung der Tumorzellen von Leukozyten wurden
Anti-CD45-Antikdrper verwendet, die mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt

waren, da CD45 als das allgemeine Leukozyten-Antigen bekannt war.8°

Vor dem Einsatz an Patientenproben wurde die optimale Menge der
hinzugeflgten Antikérper fur die Durchflusszytometrie durch Titration bestimmit.
Dazu wurden Tumorzellen aus der HepG2-Zelllinie entnommen und mit der
Mischung aus oben genannten Antikdrpern inkubiert. Im Anschluss konnte mit
dem Durchflusszytometer ein Nachweis der Tumorzellen mit unterschiedlichen
Antikdrpermengen stattfinden und so die optimalen Konzentrationen ermittelt
werden. Die zur CTC-Detektion verwendete Antikdrper-Zusammensetzung ist in

Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4 - verwendete Antikdrper-Zusammensetzung

Antikdrper Farbstoff Menge [ul] pro Probe
Anti-ASGPR-1 PE 10
Anti-CD146 APC 5
Anti-CD274 BVv421 10
Anti-CD90 PerCP/Cy5.5 10
Anti-CD45 FITC 10
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Vorversuch 6: Anfarben mit den ausgewéhlten Antikérpern

Aus der HepG2-Zelllinien-Kultur wurden Tumorzellen mit 10 ml Accutase abgelost,
gewaschen und mit der ausgewéhlten Antikdrper-Zusammensetzung angefarbt.
Dabei zeigten 96,2 % der HepG2-Zellen eine Negativitat auf Anti-CD45-Antikorper,
wovon 91,5 % eine Positivitat auf Anti-ASGPR1- und den Anti-CD146-Antikdrper
aufwiesen. Von dieser Population waren wiederum 69,9% CD274 positiv, was sie
als aggressive Tumorzelle einstufen lie3. Zu 7,4% hatten die Tumorzellen sowohl
aggressive als auch Tumorstammzell-Eigenschaften (CD 274 positiv und CD90
positiv). (Erklarung s. 2.4.1) In Abbildung 12 ist die FACS-Auswertung des

Vorversuchs 6 dargestellt.

Test HepG? Neue Ak AST Test HepG2 MNeue AK ASGPF Test HepG2 Meue A ASGPR

1n”
1t
in”

E
1 ,:
< =3 46+ ASGPR4 | 16 2
O 3 e o
] sl Gy
_I'I'I1TI]'|_|_|'I'I'.ITq_I_I'I'I'I'I'|_|'
wt o et w1 100 e w' ot 10%
APC-A APC-A Pacific Blue-A
Tube: ALLE AK 2usammen
Population #Events %Parent %Total
B #1 Events 10,000  ### 1000
~ e 8,587 859 859
B o 0 0.0 0.0
Q2 320 37 3.2
~B a3 0 0.0 0.0
B4 cD4s- 146+ 8,267 953 827
B 45 146+ 8,264 962 826
[ ascPrR+ 0 0.0 0.0
~ az1 7,598 91.9 760
Q31 ] 0.0 0.0
B 041 BEG 8.1 6.7
~ B 146+ ASGPR+ 7562 915 756
—[ 90+ 35 0.5 0.4
B o0+ 274+ 560 74 66
Eda3-2 1,684 723 168
274+ 5,283 639 528

Abbildung 12 - Ergebnisse der Durchflusszytometrie: HepG2-Zellen mit Antikérper-
Mischung
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Im Vorversuch 7 wurden die Antikérper-Mengen schlieflich titriert. D.h. die optimale
Menge der hinzugefiigten Antikorper wurde so austariert, dass der optimale
Ausschlag des Zytometers stattfinden konnte und das Zytometer fir alle
nachfolgenden Versuche standardisiert eingestellt werden konnte. Die genauen

Mengenangaben dazu sind in Tabelle 4 angegeben.
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3.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem BIAS.- (Biometrische Analyse von
Stichproben) Programm fur Windows (Version 11.09) erstellt mit freundlicher
Unterstitzung von Herrn Dr. Hanns Ackermann des Fachbereichs Medizin der

Goethe-Universitat Frankfurt am Main.

3.5.1 Wilcoxon-matched-pairs-Test

Um die erste Frage dieser wissenschaftlichen Arbeit nach der Wirkung der
radiologischen Interventionen auf die Kurzzeitdynamik von CTCs bei
HCC-Patienten zu beantworten, wurden die Mediane der Anzahlen der CTCs vor
und nach den Therapieverfahren TACE und MWA in einem Wilcoxon-matched-pairs
Test miteinander verglichen. Dieser Test ist auch unter dem Namen Wilcoxon-

Vorzeichenrangtest bekannt.

Der Vorzeichenrangtest von Wilcoxon (1945) ist ein nicht-parametrischer Test zum
Vergleich zweier Gruppen mit einem quantitativen Zielkriterium.8 82 Durch den
Vergleich der beiden Mediane wird gepruft, ob sich zwei abhangige Stichproben in
ihrer zentralen Tendenz unterscheiden.?? 8 |n dieser Dissertation entsprechen die

zwei abhangigen Stichproben jeweils den Anzahlen zirkulierender Tumorzellen vor

(%1) und nach radiologischer Intervention (X5).
Die Nullhypothese lautet:
Hy: X, # X,

Dies stellt die Annahme dar, dass ein Unterschied zwischen den Anzahlen
zirkulierender Tumorzellen vor einer radiologischen Intervention im Vergleich zu

nach einer radiologischen Intervention besteht.

Die Alternativhypothese lautet:
Hl: fl ES fz

Dies stellt die Annahme dar, dass sich die Anzahlen der zirkulierenden Tumorzellen

vor und nach einer radiologischen Intervention nicht unterscheiden.
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Der Wert der Effektstarke lasst auf das Ausmald der Wirkung der radiologischen

Intervention schlieRen.83

Der p-Wert quantifiziert die Wahrscheinlichkeit, dass das gefundene Testergebnis
zustande kommt, wenn in Wirklichkeit die Nullhypothese richtig ist.23 D.h. der p-Wert
ist die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Testergebnis ein reiner Zufallsbefund
ist.83 Wenn p kleiner ist als das zuvor festgelegte Signifikanzniveau, wird die
Alternativhypothese angenommen. Der p-Wert drickt lediglich aus, ob ein
statistisch signifikanter Unterschied existiert. Er enthalt jedoch keine Informationen
Uber die GroRRe dieses Unterschieds. In dieser Arbeit wurde das Signifikanzniveau
von 0,05 festgelegt. Das bedeutet etwas ist signifikant, wenn der p-Wert kleiner
gleich 0,05 betragt.

Die Wahrscheinlichkeit eines Tests, eine richtige Alternativhypothese als solche zu

erkennen quantifiziert die so genannte ,power” oder auch Teststarke genannt.®?

3.5.2 Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurde angewendet, um die zweite Fragestellung
dieser Dissertation nach dem Nachweis eines Unterschieds in der CTC-Anzahl
zwischen HCC-Patienten und den gesunden Probanden mittels der angewendeten

Methoden zu beantworten.

Um die zweite Fragestellung dieser Dissertation zu beantworten, namlich welcher
Unterschied der CTC-Anzahl mit angewendeter Methode zwischen HCC-Patienten
und den gesunden Probanden nachgewiesen werden kann, wurde der

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test angewendet.

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, auch Mann-Whitney-U-Test genannt, ist ein
nicht-parametrischer Test, der Daten aus zwei unabhéngigen Stichproben
hinsichtlich ihrer zentralen Tendenz vergleicht.84 Dieser Test, der von Mann und
Whitney 1947 entwickelt wurde, erwartet Daten aus zwei unabhangigen
Zufallsstichproben, bei denen pro Fall ein Messwert vorliegt.82:84

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test prift die Nullhypothese H,, dass zwei zu

vergleichende Stichproben aus homomer verteilten Populationen mit identischem

Medianwert stammen.82 Population 1 waren hierbei die CTC-Anzahlen bei
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gesunden Probanden, wobei die Population 2 die CTC-Anzahlen der an HCC

erkrankten Personen darstellte.

Wird der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test signifikant (p-Wert < 0,05), ist davon
auszugehen, dass sich die Mediane der zugrunde liegenden Populationen
unterscheiden und sich so die Alternativhypothese H; bewahrheitet.8? H; steht

dafir, dass sich die CTC-Anzahlen bei Erkrankten und Gesunden unterscheiden

wuirden, da die Populationen unterschiedliche Medianwerte hatten.

Fir die Interpretation des Testergebnisses haben Mann und Whitney den sog.
relativen Effekt vorgeschlagen, mit dem geschétzt werden kann, mit welcher
Wahrscheinlichkeit die Werte in der Population 1 kleiner sind als die Werte in der

Population 2.82 Ist P > 0,5 besteht eine stochastische Tendenz zu kleineren Werten
in der Population 1 im Vergleich zur Population 2 und fur P < 0,5 sind die Werte in

der Population 1 der Tendenz nach gréRer.8? Der P-Wert ist ein Schatzwert, der

stichprobenbedingten Schwankungen unterliegt.8?

Somit ist der relative Effekt, auch Mann-Whitney-Schatzer genannt, die
Wabhrscheinlichkeit, dass ein Wert aus Population 1 (Gesunde) kleiner ist als ein
Wert aus Population 2 (HCC-Patienten).

3.5.3 Rang-Korrelation: Spearman’s Rho

Zur Beantwortung der dritten Fragestellung dieser Dissertation, ob eine Korrelation
zwischen der Kurzzeitdynamik der CTCs und der des AFP-Werts besteht, wurde die
Rang-Korrelation mit der Bezeichnung Spearman’s Korrelationskoeffizient ,rho”,

verwendet.

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman (von 1904) ist ein Mal3 fur die Starke
eines monotonen Zusammenhangs.8 Er wird auch als Rangkorrelation bezeichnet,

da er auf den Rangzahlen der Beobachtungswerte (xi, yi) basiert.83

Um diesen Koeffizienten zu berechnen, werden alle x-Werte (hier die Differenz der
pra- und post- CTC-Anzahlen) sortiert und mit Rangzahlen versehen.8 Der kleinste
Wert erhélt den Rang 1, der grof3te den Rang n. Mit den Daten des y-Merkmals (hier
die Differenz der pra- und post- AFP- bzw. IL-6-Werte) verfahrt man ebenso. Jeder

Beobachtungseinheit wird also eine Rangzahl fur das x-Merkmal und eine fur das
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y-Merkmal zugeordnet. Die Differenz dieser beiden Rangzahlen sei d i. Aus diesen

Differenzen wird der Spearman’sche Korrelationskoeffizient berechnet.?

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman rho erstreckt sich zwischen den Werten
minus eins und plus eins. Rho nimmt den maximalen Betrag eins an, wenn der
Zusammenhang streng monoton ist. Dies bedeutet es korreliert. Ein positives
Vorzeichen symbolisiert einen gleichsinnigen, ein negatives Vorzeichen einen
gegensinnigen Zusammenhang. Rho = 0 bedeutet, dass kein monotoner

Zusammenhang nachweisbar ist.83
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4 Ergebnisse

Die Angaben der Patienten und Probanden tber Geschlecht, Alter, BCLC-Stadium
und das Datum der Therapie sind in folgenden Tabellen (Tabelle 5, Tabelle 6 und

Tabelle 7) aufgelistet.

Tabelle 5 Kollektiv A - Patienten, die eine TACE erhielten

Patienten- Geschlecht  Alter bei Datum der Therapie BCLC-
Nr. Therapie Stadium
] = Datum der Blutentnahme
in Jahren
TACE 1 m 63 18.09.2017 A
TACE 2 m 67 27.09.2017 B
TACE 3 m 73 28.09.2017 A
TACE 4 W 57 04.10.2017 B
TACE 5 m 68 10.10.2017 B
TACE 6 m 73 07.12.2017 B
TACE 7 m 54 13.02.2018 A
TACE 8 w 58 14.02.2018 B

Anmerkung: m = mannlich, w weiblich
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Tabelle 6 Kollektiv B - Patienten, die eine MWA erhielten

Patienten- Geschlecht Alter bei Datum der Therapie BCLC-
Nr. Therapie

) = Datum der Stadium
in Jahren

Blutentnahmen

MWA 1 m 73 17.10.2017 B
MWA 2 m 47 23.10.2017 C
MWA 3 m 60 23.10.2017 A
MWA 4 m 79 23.10.2017 B
MWA 5 m 73 16.11.2017 B
MWA 6 w 58 16.01.2018 B
MWA 7 w 59 07.05.2018 B
MWA 8 w 69 07.05.2018 A
MWA 9 m 61 17.05.2018 B
MWA10 m 70 14.06.2018 B

Anmerkung: m = ménnlich, w weiblich
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Tabelle 7 Kollektiv C - gesunde Probanden

Proband Geschlecht Alter bei Datum der Blutabnahme

Blutentnahme in

Jahren
HD 1 w 25 20.09.2017
HD 2 m 26 27.09.2017
HD 4 w 21 04.10.2017
HD 5 w 28 10.10.2017
HD 7 w 32 17.10.2017
HD 8 w 28 23.10.2017
HD 10 m 25 16.10.2017
HD 13 m 27 07.12.2018
HD 19 m 26 16.01.2018
HD 24 m 23 13.02.2018
HD 28 w 30 14.02.2018
HD31_1 w 25 07.05.2018
HD 9 3 w 26 14.06.2018

Anmerkung: m = mannlich, w = weiblich, HD = Healthy Donor (dt.: gesunder Proband)
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4.1 Anzahlen der zirkulierenden Tumorzellen

Die Anzahlen der gefundenen CTCs sind in Tabelle 8, Tabelle 9 und Tabelle 10

ersichtlich.

Das eingesetzte Blut-Volumen (v) bemisst sich auf Werte zwischen 2,5 und 21,5 ml.
Die Anzahl der CTCs ist in den Tabellen als Variable x angegeben. x beinhaltet die
Anzahlen der gefundenen Zellen, die CD45 negativ, ASGPR positiv, CD146 positiv,
CD274 positiv und CD90 positiv sind. Diese Zellen wurden, wie oben beschrieben,

als CTCs bezeichnet.

Die Probe im FACS-Ro6hrchen musste meist aus technischen Griinden verdinnt
werden, da das Durchflusszytometer wegen der Genauigkeit nur mit einer
bestimmten Geschwindigkeit Flissigkeit aus den FACS-Réhrchen aufnehmen
sollte. Das verwendete FACS Ariall Fusion Durchflusszytometer hat dabei eine
maximale Erfassungsrate von 70.000 ,events“ pro Sekunde.® Die ,events” sind
dabei Zellen, die, wie oben beschrieben, nach unterschiedlichen Parametern einer

Zell-Population zugeordnet werden kdnnen.

Wenn die Anzahl der Zellen im FACS-R6hrchen, die pro Sekunde durch das FACS
Ariall aufgenommen werden, diese Grenze Uberschreiten, muss die Probe
individuell mit FACS-Puffer verdiinnt werden. Der Wert in der dritten Spalte der
nachfolgenden Tabellen ist das Volumen, auf das die Probe verdinnt wurde und

wurde mit y benannt.

Da aus technischen Grinden nicht immer die gesamte Probe eingelesen werden
konnte, wurde ein Rest r im FACS-RoOhrchen ubriggelassen. Aus diesen Werten
lieR sich der Verdinnungsfaktor oder engl. ,dilution — Faktor (Dil.faktor),

errechnen nach der Formel:

Dil. faktor =

-r
Mithilfe dieses Dil.faktors l&sst sich die Anzahl der CTCs pro ml Blut ermitteln:

CTCs proml Blut = x XDilJaktor
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Tabelle 8 - Ergebnisse pra-op

Patient  Volumen Anzahl Verdinnt Rest (r)  Dil.faktor CTCs pro

einges. (v) CTCs auf (y) [ml] [ml] ml Blut
[mi] total (X) pra-op
MWA 1 8,5 5 2,00 0,05 1,03 0,6
MWA 2 8,0 13 2,10 0,05 1,02 1,7
MWA 3 8,0 29 2,10 0,05 1,02 3,7
MWA 4 8,0 13 2,10 0,05 1,02 1,7
MWA 5 3,5 1 0,25 0,00 1,00 0,3
MWA 6 2,5 1 1,50 0,10 1,07 0,4
MWA 7 6,0 0 1,50 0,05 1,03 0,0
MWA 8 6,0 0 1,50 1,00 3,00 0,0
MWA 9 6,0 47 1,50 0,15 1,11 8,7
MWA10 5,0 0 7,00 6,00 7,00 0,0
TACE 1 21,0 2 1,40 0,20 1,17 0,1
TACE 2 7,5 4 1,40 0,35 1,33 0,7
TACE 3 4.0 3 1,40 0,20 1,17 0,9
TACE 4 7,0 3 1,40 0,20 1,17 0,5
TACE 5 11,2 6 1,40 0,10 1,08 0,6
TACE 6 8,0 2 1,40 0,35 1,33 0,3
TACE 7 6,5 10 1,40 0,28 1,25 19
TACE 8 6,0 0 1,30 0,10 1,08 0,0
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Tabelle 9 - Ergebnisse post-op

Patient  Volumen Anzahl Verdinnt Rest [ml] Dil.faktor CTCs pro

einges. (v) CTCs auf [ml] ml Blut
[mi] total post-op
MWA 1 9,0 4 2,00 0,05 1,03 0,5
MWA 2 10,0 8 2,10 0,05 1,02 0,8
MWA 3 8,0 15 2,10 0,05 1,02 1,9
MWA 4 6,0 8 2,10 0,05 1,02 1,4
MWA 5 4.5 0 0,25 0,00 1,00 0,0
MWA 6 2,5 1 1,50 0,10 1,07 0,4
MWA 7 6,0 0 1,40 1,00 3,50 0,0
MWA 8 6,0 0 1,50 1,20 5,00 0,0
MWA 9 6,0 44 1,50 0,15 1,11 8,1
MWA10 50 0 1,50 0,20 1,15 0,0
TACE 1 20,5 9 1,40 0,20 1,17 0,5
TACE 2 12,0 12 1,40 0,20 1,17 1,2
TACE 3 10,0 2 1,40 0,20 1,17 0,2
TACE 4 7,0 0 1,40 0,20 1,17 0,0
TACE 5 11,5 5 1,40 0,10 1,08 0,5
TACE 6 8,0 5 1,40 0,35 1,33 0,8
TACE 7 7,5 2 1,40 0,28 1,25 0,3
TACE 8 6,0 0 1,30 0,05 1,04 0,0
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Tabelle 10 - Ergebnisse HDs

Proband Volumen Anzahl Verdinnt Rest [ml] Dil.faktor CTCs pro

einges. (v) CTCs auf [ml] ml Blut
[ml] total
HD 1 7,5 7 1,40 0,20 1,17 11
HD 2 15,0 16 1,40 0,05 1,04 1,1
HD 4 5,0 0 1,40 0,20 1,17 0,0
HD 5 5,0 0 1,40 0,20 1,17 0,0
HD 7 8,5 9 2,00 0,05 1,03 1,1
HD 8 10,5 12 2,00 0,05 1,03 1,2
HD 10 9,0 0 0,25 0,00 1,00 0,0
HD 13 9,0 10 1,40 0,10 1,08 1,2
HD 19 4,9 0 1,50 0,15 1,11 0,0
HD 24 7,5 5 1,40 0,28 1,25 0,8
HD 28 6,0 1 1,50 0,10 1,07 0,2
HD31_1 10,0 1 1,50 0,40 1,36 0,1
HD 9 3 5,0 0 1,50 0,10 1,07 0,0

Anmerkung: HD = Healthy Donor = gesunder Proband ohne HCC

Aus den obigen Ergebnissen konnten die Mittelwerte und die jeweiligen
Standardabweichungen berechnet werden. In den nachfolgenden Kapiteln sind
diese Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Ergebnisse bei TACE
(Abbildung 13), bei MWA (Abbildung 14) und bei beiden Gruppen zusammen vor
und nach radiologischer Intervention (Abbildung 15) als Balkendiagramme
dargestellt. Darauffolgend sind die Ergebnisse der gesunden Probanden im

Vergleich zu denen der TACE-Patienten (Abbildung 16), im Vergleich zu denen der
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MWA-Patienten (Abbildung 17) und im Vergleich zu beiden radiologischen
Interventionen (Abbildung 18) grafisch dargestellt.

4.1.1 CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor und nach TACE

TACE

1,40
1,20
1,00
0,80

0,60

CTCs pro ml Blut

0,40

0,20

0,00
pra post

Abbildung 13 - Ergebnisse der CTC-Anzahlen bei TACE im Vergleich

Anmerkung:
pra = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor radiologischer Intervention

post = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten nach radiologischer Intervention
Die Balken zeigen die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen der CTC-Anzahlen.

Die gepunktete Linie zeigt den Trend der CTC-Kurzzeitdynamik.

Der Mittelwert der CTC-Anzahlen der TACE-Patienten vor der radiologischen
Intervention betrug 0,6 CTCs pro ml Blut. Nach der Durchfiihrung der TACE war ein
Mittelwert von 0,4 CTCs pro ml Blut zu verzeichnen. Im Vergleich zu den Proben
der TACE-Patienten vor der Therapie lagen die Ergebnisse darausfolgend um
0,2 CTCs pro ml Blut niedriger. Die Standardabweichungen betrugen bei den
Proben vor TACE 0,6 und bei den Proben nach TACE 0,4 CTCs pro ml Blut.
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4.1.2 CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor und nach MWA

MWA
5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50

2,00

CTCs pro ml Blut

1,50

1,00

0,50

0,00

pra post

Abbildung 14 - Ergebnisse der CTC-Anzahlen bei MWA im Vergleich

Anmerkung:
pra = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor radiologischer Intervention

post = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten nach radiologischer Intervention
Die Balken zeigen die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen der CTC-Anzahlen.
Die gepunktete Linie zeigt den Trend der CTC-Kurzzeitdynamik.

Die Mittelwerte betrugen fur die Proben vor MWA 1,7 und nach MWA 1,3 CTCs pro
ml Blut. Aus dem Vergleich ergab sich auch hier ein Absinken der detektierten CTCs
nach Durchfihrung der radiologischen Intervention. Bei der Therapie mit MWA sank
dieser Wert um 0,4. Die Standardabweichungen beliefen sich bei den Proben vor
MWA auf 2,7 und bei den Proben nach MWA auf 2,5 CTCs pro ml Blut.
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4.1.3 CTC-Anzahlen bei TACE- und MWA-Patienten zusammen

TACE + MWA zusammen

1,40
Vo g
e BN
0,80

0,60

CTCs pro ml Blut

0,40

0,20

0,00
pra post

Abbildung 15 - Ergebnisse der CTC-Anzahlen bei TACE und MWA

Anmerkung:

pra = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor radiologischer Intervention
post = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten nach radiologischer Intervention
Die Balken zeigen die Mittelwerte der CTC-Anzahlen.

Die gepunktete Linie zeigt den Trend der CTC-Kurzzeitdynamik.

Bei allen HCC-Patienten vor radiologischer Therapie zusammen ergab sich ein
Mittelwert von 1,2 CTCs pro ml Blut. Nach der Therapie lag der Mittelwert aller
eingeschlossener Patienten bei 0,9 CTCs pro ml Blut. Insgesamt liel3 sich ein
Sinken der CTC-Anzahl bei den HCC-Patienten nach radiologischer Intervention

von 0,3 CTCs pro ml Blut verzeichnen.

In Kapitel 4.4 folgt das Ergebnis der statistischen Auswertung dieser CTC-Anzahlen.
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4.1.4 CTC-Anzahlen der gesunden Probanden und der TACE-Patienten

Fur den Vergleich der CTC-Anzahlen der gesunden Probanden mit denen der
TACE- bzw. MWA-Patienten, wurden die Werte ausschliel3lich vor der Therapie
berucksichtigt. Die CTC-Anzahlen nach der Therapie fanden Kkeine

Bertcksichtigung in nachfolgenden Ergebnissen.
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0,00
HD TACE

Abbildung 16 - HDs vs. TACE-Patienten

Anmerkung:
HD = CTC-Anzahlen der gesunden Probanden

TACE = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor radiologischer Intervention

Die Balken zeigen die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen der CTC-Anzahlen.

Der Mittelwert der CTC-Anzahl bei den gesunden Probanden betrug 0,52 Zellen pro
ml Blut. Bei den HCC-Patienten, die eine TACE als Therapie erhielten, betrug der
Wert 0,63 Zellen pro ml Blut. Die Standardabweichungen lagen bei 0,55 Zellen bei
den gesunden Probanden und bei 0,6 Zellen pro ml Blut bei den TACE-Patienten.
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4.1.5 CTC-Anzahlen der gesunden Probanden und der MWA-Patienten
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Abbildung 17 - HDs vs. MWA-Patienten

Anmerkung:
HD = CTC-Anzahlen der gesunden Probanden
MWA = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor radiologischer Intervention

Die Balken zeigen die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen der CTC-Anzahlen.

Die Anzahl der detektierten CTCs bei den gesunden Patienten lag im Mittel bei 0,52
und bei den HCC-Patienten, die eine MWA erhielten, bei 1,71 pro ml Blut. Die
Standardabweichungen fur diese Werte lagen bei den gesunden Probanden bei
0,55 und bei den MWA-Patienten bei 2,72 CTCs pro ml Blut.
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4.1.6 CTC-Anzahlen der gesunden Probanden und der TACE- und
MWA-Patienten
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Abbildung 18 - HDs vs. TACE- und MWA-Patienten

Anmerkung:
HD = CTC-Anzahlen der gesunden Probanden

TACE + MWA = CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor radiologischer Intervention
Die Balken zeigen die Mittelwerte der CTC-Anzahlen.

Mit einem Mittelwert von 0,52 CTCs pro ml Blut zeigten sich die gesunden
Probanden, wohingegen die erkrankten HCC-Patienten vor der radiologischen
Therapie im Mittel 1,23 CTCs pro ml Blut aufwiesen. Die Standardabweichungen
berechneten sich fur die gesunden Probanden auf 0,55 und bei den HCC-Patienten

auf 2,09 Zellen pro ml Blut.
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4.1.7 FACS-Auswertung

An dieser Stelle soll eine Auswertung mit dem FACS und entsprechender Software
beispielhaft an einer HCC-Patientenprobe (TACES pra-op) gezeigt werden. Aus
Grunden der Ubersicht wurde auf eine bildliche Darstellung aller

Patienten-Auswertungen verzichtet.

Bei einem Gate (dt. Rahmen) handelt es sich um einen Ausschnitt von gefundenen
Zellen, der markiert wird. Die Zellen in diesem Gate kdnnen dann in einem neuen
Diagramm nach weiteren Parametern untersucht werden. In Abbildung 19 ist zu
sehen wie um die CD45-negative und die CD146-positive Population das zweite
Gate gelegt wurde. Zuvor wurden durch das erste Gate bereits diejenigen Zellen

ausgewabhlt, die CD45 negativ und CD146 positiv waren.
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Abbildung 19 - FACS-Auswertung, zweites Gate

In Abbildung 19 ist erkennbar, dass die CD45 negativen und CD146 positiven Zellen
nun zusatzlich nach ASGPR-1 analysiert wurden. Das Kastchen rechts oben mit
den roten und gelben Punkten stellt das dritte Gate dar, das weitergehend
untersucht wurde (s. Abbildung 20). Die blauen Punkte in Abbildung 19 sind die
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CD146 positive Population, die eine schwache ASGPR-1-Expression zeigt
(ASGPR-low) (s. 3.4.2.3).
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Abbildung 20 - FACS-Auswertung, drittes Gate

Entsprechend der Achsenbeschriftung ist zu sehen, dass die CD45 negativen,
CD146 und ASGPR-1 positiven Zellen hier weiterhin nach CD90- und

CD274-Positivitat unterschieden wurden.

Das Kastchen oben rechts in der Ecke enthélt die ausgewahlte Population, die auch
als CD90 und CD274 positiv galten. Es kdnnen sechs Zellen gezahlt werden (sechs
gelbe Punkte). Das sind in dieser Analyse die Zellen, die als CTCs bezeichnet
wurden, da sie allen festgelegten Kriterien nachkamen. Die tabellarisch dargestellte

Analyse der Software in Abbildung 21 bestéatigt diese Zahlung.
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Fopulation fEvents %FParent %Total
. All Events 2,281,785 fifg) 100.0
. P1 1.2563.433 549 549
[ dd1 1,253,368 100.0 49
. dd2 1,253,319 100.0 549

. CD45neg CD146pos 717 0.1 0.0

. ASGPR low 667 93.0 0.0

-] CD146 high 32 45 0.0

. CD146+ASGPRL 32 100.0 0.0

[ 4x high 6 18.8 0.0

----- B cD45+ 216,601 17.3 85

Abbildung 21 - FACS-Auswertung Tabelle TACES pra-op
Anm: ,4x high® bedeutet, dass alle vier Marker (CD146, ASGPR-1, CD274 und CD90) hoch
genug ausgepragt waren, als dass sie in dieses endgiltige Gate der gezahlten CTCs

einbezogen wurden.
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4.2 AFP-Werte

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse der AFP-Werte vor und nach Therapie zu sehen.
Auch die Differenz der AFP-Werte und die Differenz der CTC-Anzahlen sind
dargestellt. Die Differenz errechnet sich jeweils aus dem AFP-Wert pr&-op minus
dem AFP-Wert post-op bzw. der CTC-Anzahl pra-op minus der CTC-Anzahl post-op
(s. Tabelle 8 und Tabelle 9).

Tabelle 11 - AFP-Werte und Differenzen der AFP-Werte und CTC-Anzahlen

Patient AFP-Wert AFP-Wert Differenz Differenz
pra-op post-op der AFP-Werte der CTC-Anzahlen
MWA 1 3,3 3,2 -0,1 -0,1
MWA 2 2,3 3,1 +0,8 -0,8
MWA 3 5,2 4,7 -0,5 -1,8
MWA 4 2,4 0,6 -1,8 -0,3
MWA 5 4,6 4,4 -0,2 -0,3
MWA 6 13 11,8 -1,2 0,0
MWA 7 4,8 4,5 -0,3 0,0
MWA 8 4 5,4 +1,4 0,0
MWA 9 1833 1496 -337 -0,6
MWA10 8,3 9,7 +1,4 0,0
TACE 1 0 33 +33 0,4
TACE 2 155,4 1511 -4,3 0,5
TACE 3 228,7 256,6 +27,9 -0,6
TACE 4 4,1 4,4 +0,3 -0,5
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TACE 5 3,8
TACE 6 6,7
TACE 7 2

TACE 8 60500

3,4

6,1

1,9

60500
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4.3 IL-6-Werte

In Tabelle 12 sind sowohl die Ergebnisse der IL-6-Werte vor und nach Therapie als
auch die Differenzen der IL-6-Werte und der CTC-Anzahlen aufgefuhrt. Die
Differenz errechnet sich, ebenso wie im Kapitel zuvor, jeweils aus dem IL-6-Wert
pra-op minus dem IL-6-Wert post-op bzw. der CTC-Anzahl prad-op minus der
CTC-Anzahl post-op (s. Tabelle 8 und Tabelle 9).

Tabelle 12 - IL-6-Werte und Differenzen der IL-6-Werte und CTC-Anzahlen

Patient IL-6-Wert IL-6-Wert Differenz Differenz
pra-op post-op der IL-6-Werte der CTC-Anzahlen
MWA 1 9,9 7 -2,9 -0,1
MWA 2 5,6 7,7 +2,1 -0,8
MWA 3 12,7 11,9 -0,8 -1,8
MWA 4 13,8 20,7 +6,9 -0,3
MWA 5 14,1 15,9 +1,76 -0,3
MWA 6 10,7 8,7 -2 0,0
MWA 7 7,4 7,4 0,0 0,0
MWA 8 48,5 5,7 -42,8 0,0
MWA 9 5,5 5,4 -0,1 -0,6
MWA10 39,5 18,8 -20,7 0,0
TACE 1 5,4 5,4 0,0 0,4
TACE 2 16,2 44,2 +28 0,5
TACE 3 21,3 28,3 +7 -0,6
TACE 4 5,3 7,4 +2,1 -0,5
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TACE 5 6,3
TACE 6 20,1
TACE 7 5,8
TACE 8 18,7

9,7

28,5

6,7

19,8

+3,4

+8,4

+0,9

+1,1
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4.4 Ergebnisse der statistischen Tests

4.4.1 CTC-Anzahlen der HCC-Patienten vor und nach radiologischer
Intervention im Vergleich

Um die erste Fragestellung dieser Arbeit, nach der Kurzzeitdynamik zirkulierender

Tumorzellen vor und nach radiologischer Intervention, beantworten zu kénnen

wurde der Wilcoxon-matched-pairs-Test mit den CTC-Anzahlen der HCC-Patienten

vor und nach radiologischer Intervention (TACE und MWA zusammen) durchgefuhrt

(s. 3.5.1).

Dieser Test ergab eine Effektstarke von 0,3566, was einen statistisch ,mittleren
Unterschied” nach Therapie im Vergleich zu vor Therapie bedeutet. Der p-Wert fur

diesen Test nahm einen Wert von 0,08 an.

4.4.2 CTC-Anzahlen der gesunden Probanden und der HCC-Patienten im
Vergleich

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (s. 3.5.2), der fur die Beantwortung der zweiten

Fragestellung, nach der Optimierung der Methodik zur CTC-Isolation und Detektion,

Verwendung fand, wurde drei Mal angewandt.

4.4.2.1 Gesunde Probanden vs. TACE-Patienten

Die Effektstarke R nach Rosenthal von R= 0,08 zeigt einen sehr geringen
Unterschied zwischen den CTC-Anzahlen der gesunden Probanden und denen der
HCC-Patienten vor einer Therapie mit TACE. Der p-Wert fur diesen Wert liegt bei
p= 0,75. Dies kann keine Signifikanz der Ergebnisse nachweisen. Der Mann-
Whitney-Schatzer P = 0.56 stellt die Wahrscheinlichkeit dar, dass der Wert bei den
gesunden Probanden niedriger ist als bei den erkrankten HCC-Patienten. Ein Wert
von >0,5 zeigt einen schwachen Trend, dass dies der Fall ist.

4.4.2.2 Gesunde Probanden vs. MWA-Patienten

Die hier berechnete Effektstarke R betragt 0,21 und bedeutet einen geringen
Unterschied zwischen den CTC-Anzahlen der gesunden Probanden und denen der
HCC-Patienten vor einer Therapie mit MWA. Auch hier konnte keine Signifikanz
nachgewiesen werden, da der p-Wert mit p = 0.38 dafir zu hoch liegt.
Der Mann-Whitney-Schatzer P = 0.62 zeigt eine hohere Wahrscheinlichkeit, dass
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die gesunden Probanden eine niedrigere CTC-Anzahl aufweisen als die erkrankten

Patienten als in obiger Auswertung.

4.4.2.3 Gesunde Probanden vs. TACE- und MWA-Patienten zusammen

Auch die Ergebnisse dieses statistischen Tests zeigten einen geringen Unterschied
von R = 0,15 zwischen den gesunden Probanden und den pra-Ergebnissen der
HCC-Patienten. Mit einem p-Wert von p = 0,44 ist hier ebenfalls keine statistische

Signifikanz zu sehen.

Mit einem Mann-Whitney-Schatzer P = 0.59 kann, ebenso wie in den Kapiteln zuvor
beschrieben, ein schwacher Trend fir die Wahrscheinlichkeit, dass die gesunden
Probanden geringere CTC-Anzahlen enthommen werden, diese ist allerdings als

gering zu bezeichnen.

4.4.2.4 Sensitivitat und Spezifitat

Weiterhin sollten die Testgutekriterien der Sensitivitdt und der Spezifitdt des
angewendeten Screeningverfahrens zur CTC-Detektion ermittelt werden. Mithilfe
des Vierfelder-Tests lie3en sich eine Sensitivitdt von 0.778 und eine Spezifitat von
0.385 berechnen.

4.4.3 AFP-bzw. IL-6-Dynamik im Vergleich zur CTC-Dynamik

Um die dritte Fragestellung nach dem Zusammenhang zwischen der Differenz der
CTC-Anzahlen und der AFP- bzw. IL-6-Werte, vor und nach Therapie, zu
beantworten, wurde jeweils der Spearmen’s Korrelationskoeffizient rho bestimmt
(s. 3.5.3). Die statistische Auswertung dieser Ergebnisse ergab fiir die Korrelation
der Differenz der AFP-Werte und der Differenz der CTC-Anzahlen einen negativen
Wert fur den Korrelationskoeffizienten rho = -0,030860. Der p-Wert fur diesen Test
lag bei 0,901814.

Der Korrelationskoeffizient bei gleichem Test mit den Differenzen der IL-6-Werte
und der Differenz der CTC-Anzahlen lag bei einem Wert von rho = 0.032361 mit
einem p-Wert von 0.901814.

Die Interpretationen der oben beschriebenen Ergebnisse befinden sich im

folgenden Kapitel 5.
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4.5 Klinischer Verlauf nach radiologischer Intervention

Im Anschluss an die Untersuchung des Blutes der Patienten wurden die Daten zur
Kontrolle des klinischen Verlaufs der Patienten im November 2019 erhoben. Der
Zeitraum bis zur klinischen Verlaufskontrolle betragt somit post-op zwischen 1,4 und
2,2 Jahren. Die nachfolgende Tabelle 13 stellt die zuletzt erhobenen Diagnosen

bzw. Zustande der Patienten dar.

Insgesamt konnte bei zwei Patienten von einer ,Heilung“ ausgegangen werden. Als
,geheilt* wurden jene Patienten bezeichnet, die eine Tumorregression oder keine
Tumorprogression, keine Lokalrezidive bzw. keine Fernmetastasen aufzeigten. Ein
Patient aus der Gruppe der MWA-Patienten und ein TACE-Patient wurden daher

als geheilt eingestuft.

Mit ,Rezidiv“ gekennzeichnete Patienten waren am Leben, doch wiesen im Verlauf
entweder eine Tumorprogression oder Lokalrezidive intrahepatisch auf. Dies lag bei
sieben der MWA-Patienten und bei drei TACE-Patienten vor. Nur ein Patient zeigte
eine Fernmetastase (TACE3; nicht in der Tabelle verzeichnet), dieser Patient und
zwei weitere TACE-Patienten verstarben bis zum angegebenen Zeitpunkt der

Verlaufskontrolle.

Um zu Uberprifen, ob die Differenzen der CTC-Anzahlen mit dem klinischen Verlauf
der Patienten Ubereinstimmen, wurde folgende Bewertung angewandt: Als positiv
korrelierend wurde ein Absinken der CTC-Anzahl bei einer Heilung der Patienten
anerkannt (zur genaueren Erklarung s. 5.1.1). Ebenso wurde verfahren bei einem
Anstieg der CTC-Anzahlen bei Auftreten von Rezidiven oder bei Versterben der
Patienten. Blieb die CTC-Anzahl gleich, wurde die CTC-Anzahl pra-op genauer
betrachtet. Waren die CTCs sowohl pra als auch post-op bei einem Wert von 0,0
und der Patient zeigte eine Heilung, wies das auf eine Korellation hin. Zeigte ein
solcher Patient jedoch ein Rezidiv oder verstarb, war es mit ,nein“ = keine
Korrelation zu bewerten. Waren dagegen bei einem Patienten, bei dem die
CTC-Anzahl gleichblieb, bereits pra-op CTCs im Blut zu finden, und er zeigte in der

Kontrolle Rezidive auf oder verstarb, wurde dies als positive Korrelation gewertet.

Die Ergebnisse zeigen somit, dass bei funf der 18 untersuchten Patienten eine

Korrelation zwischen der CTC-Differenz und dem klinischen Verlauf besteht. Bei
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zehn Patienten, konnte dies nicht nachgewiesen werden. Es kann also gesagt
werden, dass sich das in den vorherigen Kapiteln erlauterte Absinken der

CTC-Anzahl nach der Therapie im klinischen Verlauf teilweise bestatigt.

Werden die Gruppen der MWA- und TACE-Patienten einzeln betrachtet, ist zu
verzeichnen, dass das klinische Outcome der TACE-Patienten schlechter ist als bei
den MWA-Patienten, bei denen keine Todesfélle nach Therapie verzeichnet werden
konnten. Dieser klinische Verlauf korreliert mit den CTC-Differenzen. Bei einem
starkeren Absinken der CTC-Anzahlen bei den MWA-Patienten (0,4 CTCs)
uberlebten mehr Individuen im Vergleich zu den TACE-Patienten (0,2 CTCs), bei

denen drei Patienten verstarben.

Um eine signifikante Aussage treffen zu kdénnen und einen klinischen Verlauf
anhand der CTC-Differenz vorhersagen zu kdénnen, bleiben weitere Studien mit

einem gréRReren Patientenkollektiv abzuwarten.

Die Verwendung der CTC-Bestimmung zur Diagnostik oder als
,Liquid Biopsy“-Methode wird in Kapitel 5.2 genauer erértert und als solche
diskutiert.
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Tabelle 13 - klinischer Verlauf

Patient Klinischer Verlauf ~ CTCs pro ml Blut Differenz Korrelation von

pra-op CTC-Differenz und
der CTC-Anzahlen o
klinischem Verlauf

MWA 1 k.A. 0,6 -0,1 k.A.
MWA 2 Rezidiv 1,7 -0,8 nein
MWA 3 Rezidiv 3,7 -1,8 nein
MWA 4 Rezidiv 1,7 -0,3 nein
MWA 5 Rezidiv 0,3 -0,3 nein
MWA 6 Rezidiv 0,4 0,0 ja

MWA 7 Heilung 0,0 0,0 ja

MWA 8 Rezidiv 0,0 0,0 nein
MWA 9 k.A. 8,7 -0,6 k.A.
MWA10 Rezidiv 0,0 0,0 nein
TACE 1 k.A. 0,1 0,4 k.A.
TACE 2 verstorben 0,7 0,5 ja

TACE 3 verstorben 0,9 -0,6 nein
TACE 4 Rezidiv 0,5 -0,5 nein
TACE 5 Heilung 0,6 -0,1 ja

TACE 6 Rezidiv 0,3 0,5 ja

TACE 7 Rezidiv 19 -1,6 nein
TACE 8 verstorben 0,0 0,0 nein

Anmerkung: Die Erklarungen der Tabelle befinden sich im Flusstext auf S. 70.
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5 Diskussion = Limitationen — Ausblick

5.1 Die Kurzzeitdynamik von zirkulierenden Tumorzellen bei transarterieller
Chemoembolisation und Mikrowellenablation bei hepatozellularen

Karzinompatienten

Zur Diskussion steht in dieser Dissertation der Unterschied der CTC-Anzahlen der
HCC-Patienten vor und nach der Therapie als Kurzzeitdynamik von CTCs fir die
Therapiemethoden der TACE und der MWA. Die Ergebnisse zeigen, dass die
CTC-Anzahlen nach durchgefiihrter TACE bzw. MWA im Mittel um 0,3 CTCs pro ml
Blut im Vergleich zu vor der Therapie sanken. Dies ist statistisch ein ,mittlerer
Unterschied®. Der statistische Test ergab einen p-Wert von p= 0,08. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass das Ergebnis kein Zufall ist betragt somit 99,2% und ist

daher zwar nicht signifikant, jedoch hoch.

Ein Absinken der CTC-Anzahl wurde vor der Durchfihrung dieser Studie nicht als
Ergebnis erwartet. Es wurde eher ein kurzfristiger Anstieg der CTC-Anzahl nach
Einsetzen der radiologischen Interventionen angenommen. Diese Annahme
basierte zum einen auf der Tumorzellfreisetzung bei der Therapie des HCCs und
zum anderen auf der GefaRarchitektur in Tumoren. Diese Grinde werden in

folgenden Kapiteln naher erlautert.

5.1.1 Tumorzellfreisetzung bei der Therapie des hepatozellularen
Karzinoms
Wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, kénnen Eingriffe am Tumor zur iatrogenen

Freisetzung von Tumorzellen fihren. 4% 41, 42

Bei der Therapiemethode der Leberresektion wurde bereits eine Erhdhung der
CTC-Anzahl im Blut der Patienten nach dem Eingriff nachgewiesen.®”:88 Es ist
anzunehmen, dass es deshalb nach einer Resektion zu einer hohen Inzidenz von
intrahepatischen und extrahepatischen Metastasen sowie zu Rezidivraten von mehr

als 50 % nach Therapie kommt.8": 8

Sowohl bei der Therapie der TACE als auch bei der MWA wird die Freisetzung von

Tumorzellen ebenso als potenzielle Komplikation diskutiert.8?
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Bis dato bestehen keine aussagekraftigen Studien zur Tumorzell-Freisetzung bei
HCC-Patienten nach einer MWA. Es wird dennoch versucht einer solchen
potenziellen Tumorzellfreisetzung entgegenzuwirken, zum Beispiel indem der
Punktionskanal bei einer MWA beim Herausziehen der Sonde mit Mikrowellen
bestrahlt wird, um geschadigte Gefalde zu verdden und mitgeschleppte Tumorzellen
zu zerstoren.®® Dies konnte ein Grund fur das stéarkere Absinken der CTC-Anzahl
bei einer MWA- (0,4 CTCs pro ml Blut) im Vergleich zu einer TACE-Therapie
(0,2 CTCs pro ml Blut) sein.

Untersuchungen zur Tumorzell-Freisetzung bei HCC nach einer TACE wurden zum
derzeitigen Zeitpunkt mittels des epithelialen Zelladhasionsmolekiils (epithelial cell
adhesion molecule, Ep-CAM), einem  Standard-Karzinomzellen-Marker,
durchgefiihrt.®® In diesen Studien war die Anzahl der CTCs im Blut der untersuchten
Patienten nach TACE nicht signifikant erhoht.®® Im Unterschied dazu basiert die in
dieser Arbeit vorliegende Studie zu TACE und MWA auf der CTC-Detektion mithilfe
eines anderen Markers mit dem, ohne Ep-CAM, bislang keine Studie zur
CTC-Freisetzung bei HCC-Patienten nach TACE durchgefiihrt wurde. Die
Ergebnisse der durchgefuihrten Arbeit mit dem CD146-Antikérper und ohne den
Ep-CAM-Marker zeigen das Absinken der CTC-Anzahl nach durchgefiihrter
radiologischer Intervention. Die Wahrscheinlichkeit, dass das Ergebnis ein reiner
Zufallsbefund ist, betragt lediglich 0,8% (p= 0,08). Deshalb ist davon auszugehen,
dass es rentabel ware weitere Studien mit dem CD146 Marker in diesem Gebiet

anzuschlieRen.

5.1.2 GefaRarchitektur in Tumoren

Nach neuesten Studien besteht die Auskleidung der Blutgefaf3e in malignen
Geweben, im Gegensatz zu normalen Blutgefal3en, durch die zwiebelschalenartige
Architektur der Tumorzellen um eine Kapillare herum, oft aus 20-mal mehr
Tumorzellen als Endothelzellen.®* Dabei kann jedoch nicht differenziert werden, ob
die Tumorzellen tatsachlich strukturelle Elemente vaskularer Kanéle darstellen oder
ob es sich um Tumorzellen handelt, die sich gerade im Durchgang in das Gefaf}
hinein oder aus dem GefalR heraus befinden.%! Die direkte Manipulation solcher
Tumorgefal3e konnte daher, vor allem bei einer TACE, eine Tumorzellfreisetzung
und damit einen Anstieg der CTC-Anzahl im Blut des Patienten, bedingen. Auch
dies ist eine Erklarung fur das starkere Absinken der CTC-Anzahl bei einer MWA,
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bei der eine direkte Gefallmanipulation in geringerem Ausmald als bei der TACE
stattfindet.

5.1.3 Metastasierung durch CTCs
Die Folgen des Absinkens der CTC-Anzahl nach durchgeflihrter radiologischer
Intervention senkt auch die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung des Tumors.

Eine Metastasierung kann namlich zum einen durch direkte Gewebeinvasion oder
aber durch lymphatische oder hamatogene Streuung stattfinden.®> Das HCC
metastasiert hauptsachlich durch die hamatogene Streuung, es breitet sich also vor
allem Uber den Blut-Weg aus.®® Weiterhin ist bekannt, dass bei vaskularer

Tumorinvasion, das Risiko einer extrahepatischen Ausbreitung erhéht ist.%

Eine geringere Anzahl von CTCs geht daher mit einem niedrigeren
Metastasierungsrisiko einher. Ob jedoch eine Metastasierung, eventuell durch
freigesetzte Tumorzellen bei radiologischer Intervention, stattgefunden hat, kann
durch die Untersuchung der Kurzzeitdynamik von CTCs nicht ganzlich
ausgeschlossen werden. Fur die vorliegende Studie wurden die Blutproben nach
der TACE bzw. MWA direkt bis zu maximal finf Minuten nach der Therapie
abgenommen. Um eine Metastasierung feststellen zu konnen, mussten
CTC-Anzahlen im Blut der Patienten zu einem spateren Zeitpunkt erneut bestimmt
werden. Es war in der Arbeitsgruppe geplant fur die Langzeitdynamik von CTCs
nach TACE bzw. MWA jeweils erneut Blutproben der HCC-Patienten sechs und

zwo6lf Monate nach Therapie zu untersuchen.

Kdnnte man das Absinken der Tumorzellanzahl im Blut nach einer radiologischen
Intervention als signifikant nachweisen, wirde das bedeuten, dass die diskutierten
theoretischen Risiken einer Tumorzellfreisetzung bei TACE und MWA praktisch
nicht gegeben sind. Im Gegenteil, der Nutzen der TACE und MWA wére dann nicht
nur ein direkter Versuch der Elimination des lokalen Tumors in der Leber, sondern
auch ein Verringern der CTC-Anzahl im Blut der Patienten und damit ein niedrigeres
Metastasierungsrisiko nach der Therapie. Dies wirde ein deutlich besseres
klinisches Outcome fur HCC-Patienten nach einer solchen radiologischen

Intervention bedeuten.
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Insgesamt hatte die Studie jedoch zu wenig ,power”, um die Ergebnisse als

signifikant auszuweisen.

Daher bleiben weitere Studien mit einem grof3eren Patientenkollektiv abzuwarten.

5.2 Unterschied der Anzahl zirkulierender Tumorzellen zwischen gesunden

Probanden und hepatozellularen Karzinompatienten

Ein Unterschied der CTC-Anzahlen zwischen Gesunden und an HCC erkrankten
Personen héatte die verwendete Methode als potenzielles Mittel zur Diagnostik oder

Uberwachung von HCC-Patienten herausstellen kénnen.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse ergab einen Wert des Mann-Whitney-
Schatzers aus gesunden und erkrankten Personen von 0,56 — 0,62. Dieser Wert
zeigt, dass mit etablierter Methode nur ein geringer Unterschied zwischen gesunden

Probanden und erkrankten HCC-Patienten (vor der Therapie) feststellbar ist.

Bislang wird bei Verdacht auf ein HCC meist eine Gewebebiopsie entnommen, um
das suspekte Gewebe auf Pathologien zu untersuchen.® Allerdings handelt es sich
dabei um einen invasiven Eingriff, der zusatzlich das Risiko der

Tumorzellfreisetzung birgt.%®

Des Weiteren ist die Effektivitat der HCC-Uberwachung insgesamt sowohl mittels
AFP-Wert als auch durch die Sonografie in der gegenwartigen klinischen Praxis als
eher unbefriedigend einzuschatzen, da angesichts dieser, nach aktuellen Studien
aus den USA, kaum Verringerungen der HCC-bezogenen Mortalitdt beobachtet

werden konnten.%

Es ist daher wiinschenswert den Nutzen der Diagnostik zu maximieren und dabei
die Invasivitat zu minimieren. Aus diesen Grinden ist diese Doktorarbeit als Teil in
einem Projekt der Allgemeinchirurgischen Klinik eingeschlossen, dessen Rahmen
einerseits weitere Therapiemethoden und andererseits weitere Diagnosen von
friheren sowie kinftigen Patienten umfasst und umfassen wird. Ein Ziel des
Projektes ist die Untersuchung der ,Liquid Biopsy“ (dt. ,flussige Biopsie®), die in

folgendem Kapitel naher erlautert werden soll.
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5.2.1 Liquid Biopsy

Die Methode der Liquid Biopsy wurde erstmals 1948 beschrieben.®’ Die Liquid
Biopsy bezeichnet eine Diagnostik bei der v.a. zellfreie Nukleinsduren aus
Korperflissigkeiten, in  der Regel CTCs oder zirkulierende freie
Desoxyribonukleinsauren (,cirulating free“ DNA, cfDNA) aus dem Blut, angereichert

und anschlieRend untersucht werden.®8

Ein Vorteil der Liquid Biopsy ist die minimale Invasivitat, da dem Patienten lediglich
Blut entnommen werden muss. Es findet somit keine direkte Manipulation mit
erhohtem Risiko der Tumoraussaat statt. In diesem Zuge kénnten CTCs dabei nicht
nur detektiert, sondern anhand der Expression von speziellen Oberflachenmarkern
naher charakterisiert werden. Zudem kann die CTC-Bestimmung im Laufe eines
Behandlungszyklus als Indikator fir die Effizienz der gewahlten Therapie dienen,
wodurch sich ggfs. die Prognose genauer vorhersagen lasst.®® CTCs sind, aufgrund
der durch den wachsenden Tumor verursachten Erosionen, auch schon in frihen
Stadien der Karzinogenese nachweisbar.'®® Die Liquid Biopsy ware dazu leicht in
den klinischen Alltag zu integrieren und bietet gleichzeitig den Vorteil jederzeit
wiederholt werden zu kénnen. In Abgrenzung zur normalen Biopsie, die lediglich
Auskunft Gber den Zustand des Tumors zum Entnahmezeitpunkt gibt, spiegelt die
Ligquid Biopsy den Status der Erkrankung zum Zeitpunkt der Blutentnahme wider.
Aufgrund der Wiederholbarkeit dieser Methode lasst sich so der Verlauf der

Tumorerkrankung beurteilen.

Wirde die in dieser Studie angewandte Methode zur CTC-Isolation und Detektion
als Screeningverfahren fur HCC-Patienten angewendet werden, zeigte sich eine
Sensitivitat von 0,78 und eine Spezifitat von 0,38. Dies bedeutete, dass 78% der
tatsachlichen HCC-Patienten als solche erkannt wirden und 38% der gesunden
Patienten als gesund erkannt wirden. Dies ist hinsichtlich eines Einsatzes als
Screening-Methode in der Klinik als nicht ausreichend zu beurteilen, da sich die
falsch-positiven Ergebnisse auf ca. 62% belaufen wurden.
Im Vergleich zum Screening mittels AFP-Wert-Bestimmung, die eine Sensitivitat
von 25 - 65 % aufweist, liegt die hier erforschte Methode dartiber. Bei der Spezifitat
von 80 - 94 % zeigt sich der AFP-Wert in deutlichem Vorteil.
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Es bleiben also weitere Studien und Verfahren zur CTC-Detektion abzuwarten.
Winschenswert ware eine Etablierung einer Liquid Biopsy Methode mit
hochstmaoglicher Sensitivitat und Spezifitat, die in den klinischen Alltag sowohl als
Screening als auch zur Uberwachung von Tumorpatienten einsetzbar wéare. Dies
betrifft nicht nur das HCC, sondern ware fachubergreifend fir alle Tumorarten

erstrebenswert.
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5.3 Kaorrelation zwischen der Kurzzeitdynamik der CTCs und der des

AFP- Wertes als anerkannter klinischer Tumormarker

Zur Uberprufung der Funktionalitat der vorliegenden Studie und der Methodik sollte
die Kurzzeitdynamik der CTC-Anzahlen mit der Kurzzeitdynamik des AFP-Wertes
auf eine Korrelation hin untersucht werden, da das AFP ein anerkannter klinischer

Tumormarker fur das HCC ist.16

Die Ergebnisse zeigen, dass die CTC-Anzahlen insgesamt gesunken sind. Jedoch
war dies bei den AFP-Werten nicht der Fall. Ein negatives rho bedeutet eine
negative Korrelation der Differenzen. D.h. wenn ein Wert steigt, sinkt der andere.
Das Ergebnis hat in diesem Fall medizinisch keine Relevanz, da der p-Wert mit
0.901814 deutlich zeigt, dass dieser Test keine Signifikanz aufweist. Somit kann zu
der Korrelation der Differenzen der CTC Anzahlen und der AFP-Werte bislang keine
Aussage getroffen werden.

Die Gruinde fur das unterschiedliche Verhalten der CTC-Anzahlen und AFP-Werte
mussen jedoch nicht an der Methodik dieser Arbeit liegen, sondern kénnten an den

Ungenauigkeiten des AFP-Wertes liegen.

Die Spezifitdt und Sensitivitat von Tumormarkern sind bekanntlich oft nicht hoch
genug als dass sie sich fiir ein Tumorscreening eignen.'?! Dies bestatigt sich auch
im Falle des AFP-Wertes. AFP weist als Screening-Test erhebliche
Einschrdnkungen auf: In einem Dirittel bis zur Halfte der HCC-Falle ist AFP nicht
signifikant erhoht.102, 103 104 '105 Djes kann daran liegen, dass nahezu ein Drittel der
Patienten mit radiologisch sichtbarem HCC nicht-AFP-produzierende Tumore
tragen.’%? Diese Fakten betreffen sicherlich auch das Patientenkollektiv in
vorliegender Arbeit. Nur vier von 18 Patienten mit diagnostiziertem HCC wiesen
pathologisch erhohte AFP-Werte auf.

Auch umgekehrt kann AFP bei Menschen ohne HCC-Erkrankung erhoht sein.105, 16
Aus oben genannten Grinden ist es erstrebenswert, dass in Zukunft prazisere
Marker die Tumorscreenings unterstiitzen konnen.'®l Zum Beispiel konnte dies
durch die Bestimmung von CTC-Anzahlen, im Sinne einer Liquid Biopsy (s.0.)

erfolgen.
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Der Hauptnutzen von Tumormarkern liegt eher in Therapieverlaufskontrollen bzw.
in der Nachsorge von Tumoren.!® AFP ist der am haufigsten verwendete
Tumormarker zur HCC-Verlaufskontrolle und wurde bis vor kurzem in internationale
Richtlinien fir die HCC-Uberwachung aufgenommen.?, 196 107 Aktuell wird jedoch
der Nutzen der AFP-Bestimmung stark diskutiert.108 109, 110 Dijese Verlaufskontrolle
bedeutet allerdings ein erneutes Uberpriifen des Wertes nach Monaten. Doch in
vorliegender Studie wurden die AFP-Werte direkt vor und direkt nach der Therapie
bestimmt. Es ist zu vermuten, dass auch deshalb keine Aussage zu einer
Korrelation der Werte gemacht werden konnte. Insgesamt ist davon auszugehen,
dass die Effektivitat der HCC-Uberwachung sowohl mittels AFP als auch mittels
Sonografie in der gegenwartigen klinischen Praxis nicht optimal ist, da kaum
Verringerungen der HCC-bezogenen Mortalitat beobachtet werden koénnen.%
Deshalb kénnte auch zur Uberwachung der HCC-Patienten eine Bestimmung der

CTC-Anzahlen mit ausreichend sensitiver und spezifischer Methode hilfreich sein.

Es bleiben weitere Studien zur Entwicklung einer sichereren Screening- und

Uberwachungsmethode fiir das HCC abzuwarten.
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5.4 Korrelation zwischen der Kurzzeitdynamik der CTCs und der des IL-6-

Werts als neu diskutierter Tumormarker

Als zweiter Tumormarker sollte in dieser Studie kein klinisch etablierter, sondern ein

neuer, noch weitgehend unerforschter Marker, das IL-6, zum Einsatz kommen.

Das Ergebnis des Spearman's Korrelationskoeffizienten rho von +0.032361 zeigt
eine sehr schwache Korrelation zwischen den Differenzen der CTCs und der der
IL-6-Werte. (Effektstarke <0,2 = schwach). Der p-Wert von 0.901814 zeigt keine

Signifikanz des Ergebnisses.

Die CTC-Anzahlen als auch die IL-6-Werte waren beide insgesamt gesunken. Ein
positives rho bedeutet eine Korrelation der Differenzen. D.h. wenn ein Wert sinkt
bzw. steigt, sinkt bzw. steigt auch der andere. In diesem Falle kbnnte der geringe

Stichprobenumfang von n= 18 den niedrigen p-Wert verschulden.

Es kann also zur Korrelation der Differenzen der CTC Anzahlen und der IL-6-Werte
bislang keine statistisch signifikante Aussage getroffen werden. Allerdings geben
die Ergebnisse einen Hinweis auf eine mogliche Korrelation. Daher bleiben Studien
zur IL-6-Verwendung als Tumormarker bei HCC mit grof3erem Stichprobenumfang

abzuwarten.
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5.5 Limitationen

5.5.1 Blutproben-Gewinnung und Lagerung

Die Gewinnung der Blutproben der HCC-Patienten stellt den ersten kritischen Punkt
des Ablaufs der Methodik dar. In einer Studie aus dem Jahr 2014, die die
CTC-Freisetzung bei HCC nach TACE untersuchte, waren signifikant mehr CTCs
in Proben des zentralen Blutes als im peripheren Blut von Patienten mit HCC zu
finden.®® Daher ist es zu erwagen nachfolgende Studien mit Blutproben, die zentral
gewonnen wurden, durchzufuhren. Dies fihrt jedoch zu dem Problem der
Invasivitat. Bei der TACE und der MWA ist kein Legen eines zentralen
Venenkatheters notwendig. Wenn die Forschung invasiver als die Therapie ist,

kommt die ethische Frage des Nutzens fur das Individuum auf.

Das Blut der Patienten lagerte, wie in der Methodik beschrieben, in den ,Cellsave
Preservative Tubes"®. Laut Produktdatenblatt der Firma CellSearch® kénnen CTCs
bis zu 10 Tage in diesen Rohrchen bei Raumtemperatur gelagert werden, ohne
beschadigt zu werden. Bislang gibt es jedoch keine veréffentlichte
wissenschaftliche Studie zur Stabilitdt von CTCs in diesen Roéhrchen. Um diese
Fehlerquelle zu eliminieren sollte in nachfolgenden Versuchen frisches Blut ohne
den Zwischenschritt der Cellsave Preservative Tubes untersucht werden.

5.5.2 Isolation mit OncoQuick

Das OncoQuick Roéhrchen zur Isolation von CTCs fand bereits in vielen Studien
Verwendung.'1-113 Wenngleich das OncoQuick Rohrchen in den durchgefiihrten
Vorversuchen das Verfahren zur Isolation von CTCs mit der grof3ten Ausbeute war,
zeigte eine Studie, dass es die CTCs nur in 23% der Patienten mit Tumoren wieder
finden lieR.11* In dieser Studie wurde das OncoQuick mit einer weiteren Isolations-
Methode, die in vorliegender Arbeit nicht in Betracht gezogen wurde, verglichen. Bei
dieser Vergleichsmethode wurden CTCs beispielsweise bei 54% der Patienten
wiedergefunden.* Des Weiteren konnten bei der Vergleichsmethode 20 CTCs pro
ml Blut wieder gefunden werden, wahrend man mit Hilfe des OncoQuick-Réhrchens
nur 3 CTCs pro ml Blut detektieren konnte.'' Diese Vergleichsmethode hatte also
die bessere Ausbeute. Was sie, so wie viele weitere Verfahren, jedoch vom
OncoQuick unterscheidet, ist die Isolation mit Hilfe von Ep-CAM.1®> Wahrend das

OncoQuick Roéhrchen rein auf physikalischen Mechanismen beruht, basieren viele

82



Diskussion — Limitationen — Ausblick

andere Isolationsmethoden auf der Bindung an den Ep-CAM-Rezeptor.'*®> Da auf
diesen Marker in vorliegender Studie verzichtet wurde, fiel die Entscheidung auf das

verwendete OncoQuick Réhrchen.

Eine weitere Fehlerquelle, die durch das OncoQuick Roéhrchen entstanden sein
konnte, stellt die notwendige Verdunnung der FACS-Proben vor Detektion mit dem
Durchflusszytometer da, weil die im OncoQuick R&éhrchen gewonnenen

FACS-Proben offenbar viele Zellen enthielten, die keine CTCs waren.

5.5.3 Detektion zirkulierender Tumorzellen
Die Auswahl der eingesetzten Antikorper und die Kriterien der detektierten

Tumorzellen sind eindeutig kritische Punkte bei der Detektion von CTCs.

Bis dato war keine Studie zur CTC-Detektion mit den fiir diese wissenschaftliche

Arbeit verwendeten Antikdrpern und CTC-Kriterien aufzufinden.

Aus den Vorversuchen war ersichtlich, dass die reinen HepG2-Zellen mit
angewendeter Methode zu 91,5 % sowohl CD45 negativ als auch ASGPR-1 und
CD146 positiv waren. Auch dies héatte theoretisch gereicht, um eine gefundene Zelle
als CTC zu kategorisieren. Die im Rahmen dieser Studie detektierten CTCs haben
zudem zusatzlich sowohl Tumorstammezell-Eigenschaften als auch Eigenschaften
von aggressiven Tumorzellen. Es ist aus den Ergebnissen anzunehmen, dass ca.
lediglich 7,4% der HCC-Zellen allen diesen Merkmalen nachkommen. Daher ist
davon auszugehen, dass ein Grol3teil der CTCs im Blut der Patienten nicht erfasst

werden konnte.

Ebenso kritisch zu beurteilen sind die unterschiedlichen Blutmengen der Proben
von 2,5 bis 21,5 ml, in denen unterschiedlich gro3e Anzahlen an CTCs enthalten

sein kénnen, allein aufgrund des unterschiedlichen Volumens.

AulRRerdem ist die Verdinnung der FACS-Proben (s. 4.1), die aus technischen

Grinden erforderlich war, ein limitierender Faktor dieser Arbeit.
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5.6 Ausblick

Es ist unbestreitbar, dass die friihzeitige Erkennung von Tumoren und Metastasen
in der Medizin dringend ben6tigt wird und neue Techniken und Erkenntnisse den
derzeitigen Standpunkt verbessern konnen.®® In der Zukunft konnte die
CTC-Detektion ein wichtiges diagnostisches Werkzeug sein und eventuell sogar

neue und genauere Klassifizierungen des HCCs ermdglichen.%

Die Forschung an einer Liquid Biopsy-Methode lauft gliicklicherweise weiter fort.
Aktuellste Studien (03/2019) konnten beispielsweise einen vielversprechenden
Fortschritt in der Liquid-Biopsy-Methode verzeichnen. In dieser Studie war es
maoglich durch den Nachweis von cfDNA und Proteinen mit einer Sensitivitat von
85% und einer Spezifitat von 93% ein HCC im Frihstadium von asymptomatischen

Populationen mit unbekanntem HCC-Status zu identifizieren.16

Wenngleich diese experimentelle, wissenschaftliche Arbeit noch keine Methode zur
Isolation und Detektion von CTCs bei HCC-Patienten hervorbrachte, die signifikante
Ergebnisse zeigen kann, sind die Auswertungen dennoch ein vielversprechender

Hinweis auf zuklnftige Studien der radiologischen Interventionen.
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6 Publikation dieser Arbeit

Teile der Forschungsergebnisse dieser Dissertation werden aktuell als
wissenschaftliches Paper in der internationalen Online-Fachzeitschrift der Public
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Das Ziel des Papers war es, gleichsam dieser Dissertation, die Verdnderungen
von CTC Anzahlen bei Patienten mit HCC vor und unmittelbar nach der
Durchfihrung einer MWA und einer TACE zu untersuchen. Zuséatzlich wurde die
CTC Kurzzeitdynamik mit dem klinischen Verlauf der HCC-Patienten verglichen.
Blutproben von 17 Patienten mit HCC, die sich einer MWA (n= 10) oder C-TACE
(n=7) unterzogen hatten, wurden analysiert. (Im Vergleich zu dieser Dissertation
wurde ein TACE Patient ausgeschlossen, da er eine starke Abweichung
aufzeigte).

Vendses Blut wurde vor und unmittelbar nach den radiologischen Eingriffen
entnommen, um CTCs mittels Durchflusszytometrie zu isolieren und zu
quantifizieren. CTCs wurden als DAPI+/CD45- identifiziert und positiv fur die
Marker ASGPR, CD146 und CD274 (PD-L1). (Im Vergleich zu dieser Dissertation
wurde der Marker CD90 ausgeschlossen, da er die gefundenen CTCs zu sehr

minimiert haben kdnnte).

Der Kklinische Verlauf der Patienten wurde bis zu 2,2 Jahre nach der
radiologischen Intervention verfolgt. CTCs wurden bei 13 HCC-Patienten
nachgewiesen (76%) und vor den radiologischen Eingriffen entdeckt. Die Rate der
CTCs war nach der Intervention bei den mit MWA behandelten Patienten
signifikant verringert (0,4 CTCs/mL Blut, p=0,031). (Im Vergleich zu dieser
Dissertation wurde fir die statistische Auswertung hier mit dem Programm Prism 7
fur Windows (Version 7.04) GraphPad Software, Inc, San Jose, gearbeitet. Die
Ergebnisse der Kurzzeitdynamik der MWA-Patienten konnten, im Gegensatz zu

dieser Dissertation, als signifikant betrachtet werden.

Es wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede bei Patienten beobachtet, die
eine TACE erhielten (0,3 CTCs/ml Blut, p=0,3).

Insgesamt wurde keine Korrelation zwischen der CTC-Rate vor und nach der
radiologischen Intervention und der Rezidivrate des HCCs gefunden. Diese
vorlaufigen Daten konnten jedoch, die tumorabtétende Wirkung der MWA bei
Patienten mit HCC durch eine signifikante Senkung der CTC-Rate bestatigen. Die
MWA scheint eine wirksame und vielversprechende Methode zu sein fur HCC-

Patienten. Jedoch bleiben grol3 angelegte, randomisierte klinische Studien sind
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erforderlich, um die zukinftige Rolle und die prognostische Relevanz von CTCs

nach dieser Behandlung zu bestimmen.
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einges. eingesetzt

EMT Epithelial-mesenchymale Transition

engl. englisch

Ep-CAM Epitheligl _ceII adhesi_pn molecule (dt. epitheliales
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IRE Elektroporation

LITT Laserablation

LTX Lebertransplantation

m mannlich

MCAM Mela}nqma cell ad"hesion molecule (dt. Melanomzellen
Adhésions Molekul)

MET Mesenchymal-epitheliale Transition

MWA Mikrowellenablation

0. oder

PBS Phosphate buffered Saline (dt. phosphatgepufferte
Salzlésung)

PD-L1 Programmed-Death Ligand1

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein

post nach

post-op nach Therapie

pra vor

pra-op vor Therapie

Prof. Professor

RFA Radiofrequenzablation

S. siehe

S. Seite

SIRT Selektive interne Radiotherapie

sog. sogenannt
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TACE Transarterielle Chemoembolisation

TACP Transarterielle Chemoperfusion

TIK Tumor Isolation Kit

u. und

U.A. unter anderem

UCT Universitares Centrum fur Tumorerkrankungen
vgl. vergleiche

w weiblich

z.B. Zum Beispiel
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13 Anhang

13.1 Materialien

Tabelle 13 verwendete Gerate mit Hersteller

Material

Name, Firma (Standort)

Automatisierter Farbeautomat

Mirastainer I, VWR International
(Radnor, PA, USA)

Cell Imaging System

EVOS XL Core, Thermo Scientific
(Waltham, MA, USA)

Zentrifugen

Rotanta AP, Hettich (Tuttlingen,
Deutschland)

Heraeus Multifuge X3 FR, Thermo
Scientific (Waltham, MA, USA)

Durchflusszytometer/ Sorter

FACSAria™ Fusion, BD Biosciences

(San Jose, CA, USA)

FACS Canto Il, BD Biosciences (San
Jose, CA, USA)

Lichtmikroskop

VisiScope BL 214, VWR International
(Radnor, PA, USA)

Plattformschittler

UNIMAX 1010, Heidolph (Schwabach,
Deutschland)

MACS MultiStand

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch
Gladbach, Deutschland)

QuadroMACS Seperator

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch
Gladbach, Deutschland)

Sterile Werkbank

Antair BSK 6, Mc Labor oHG (Albstadt)

Wasserbad 1003, Gesellschaft fir Labortechnik
(Burgwedel)
Brutschrank HERA cell, Thermo Scientific (Waltham,

Massachusetts, USA)
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Einfrierbox

CoolCell™ LX Freezing Container,
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

13.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 14 verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellern

Material

Name, Firma (Standort)

C-chips

NanoEnTek (Seoul, Korea)

Zellkulturflaschen

Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)

Combitips

biopur 10 ml, Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Reagiergefald

2.0 ml, braun, Sarstedt (NUmbrecht,
Deutschland)

Eppendorf cups

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

FACS tubes

Falcon (Heidelberg, Deutschland)

Cellstar Tubes

PP 50 ml und 15 ml, Greiner bio-one

(Kremsmiinster, Osterreich)

Stericup & Steritop, Sigma-Aldrich

Filter Units
(St. Louis, MO, USA)

Pipette Mirco One, Starlab (Hamburg,
Deutschland)

Pipette Tips Tip One, Starlab (Hamburg,
Deutschland)

Pipettor Pipetus, Hirschmann-Laborgerate

(Eberstadt, Deutschland)

Serological Pipette

Costar Stripette, Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA)

CellSave Preservative Tubes

Cellsearch, Menarini Silicon
Biosystems, (San Diego, CA, USA)

Tumor Isolation Kit

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch
Gladbach, Deutschland)
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RosetteSep™ CTC Enrichment Cocktail

Stemcell Technologies (Vancouver,

Containing Anti-CD36 BC, Kanada)
EasySep™ Human CD45 Depletion Kit Stemcell Technologies (Vancouver,
BC, Kanada)

OncoQuick

Greiner Bio One (Kremsmuinster,

Osterreich)

MycoProbeTM - Mycoplasma Detection Kit

R&D Systems, Inc. (Minneapolis,
USA)

13.1.2 Chemikalien, Lésungen und Puffer

Tabelle 15 - Chemikalien, Lésungen und Puffer

Material

Name, Firma (Standort)

Destilliertes Wasser

Fresenius Kabi (Bad Homburg v.d.
Hohe, Deutschland)

Gentamicin Sulfate

Lonza (Walkersville, USA)

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)

+ L-Glutamin, Gibco/Invitrogen
(Karlsruhe)

Hepes Buffer (1M)

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

PBS (ohne CaCl, und MgCl,)

Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

Accutase

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Trypanblau

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

Ammonium Chlorid (NH4CI)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

FcR Blocking Reagent

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch
Gladbach)
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APC Conjugation Kit

Lightning-link APC Conjugation Kit,

Innova Bioscience (Cambridge, UK)

ASGPR Antikorper

Mouse anti-human, BD Biosciences
(San Jose, CA, USA)

Anti-ASGPR1 FITC Antikdrper

Mouse anti-human, Hycult Biotech
(Plymouth, PA, USA)

Anti-ASGPR1 PE Antikorper

Mouse anti-human, BD Biosciences
(San Jose, CA, USA)

Anti-CD146 PE Antikorper

Mouse anti-human, Biolegend (San
Diego, CA, USA)

Anti-CD146 APC Antikorper

Biolegend (San Diego, CA, USA)

Anti-CD274 FITC Antikorper

Mouse anti-human, BD Biosciences
(San Jose, CA, USA)

Anti-CD274 BV421 Antikdrper

Mouse anti-human, Biolegend (San
Diego, CA, USA)

Anti-CD326 PE Antikdrper

Mouse anti-human, Biolegend (San
Diego, CA, USA)

Anti-CD45 FITC Antikdrper

Mouse anti-human, Biolegend (San
Diego, CA, USA)

Anti-CD45 PE Antikorper

Mouse anti-human, Biolegend (San
Diego, CA, USA)

Anti-CD90 PE Antikérper

Mouse anti-human, Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA)

Anti-CD90 PerCp/Cy5.5 Antikorper

Mouse anti-human, Biolegend (San
Diego, CA, USA)

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Ethanol

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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Sodium bicarbonate (NaHCO3)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Ammoniumchlorid (NH4CI2)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Tumor Cell Isolation Kit

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch
Gladbach, Deutschland)

RosetteSep™ CTC Enrichment Cocktail
Containing Anti-CD36

Stemcell Technologies (Vancouver,
BC, Kanada)

EasySep™ Human CD45 Depletion Kit

Stemcell Technologies (Vancouver,
BC, Kanada)

OncoQuick

Greiner Bio One (Kremsmuinster,

Osterreich)

MACS-Puffer

PBS + 0,5% BSA + 2 mM EDTA

FACS-Puffer

PBS + 0,5% BSA

Lyse-Puffer

Destilliertes Wasser +
Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) %?

Sodium bicarbonate (NaHCO3) %

PBS + 5mM EDTA

500 ml + 950 mg EDTA %
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13.1.3 HCC-Zelllinie HepG2

Die verwendete HepG2-Zelllinie stammt von der Firma CLS Cell Lines Service
GmbH aus Heidelberg. Laut Herstellerangaben stammen die Zellen von einem
hochdifferenziertem hepatozellularem Karzinom eines mannlichen, 15-jahrigen

Kaukasiers.11’

13.1.4 Zellmedium zur Kultivierung der HCC-Zelllinie HepG2

Tabelle 16 Zusammensetzung des Zellmediums fiir die HepG2-Zellen

Chemikalie Menge [%0]
DMEM/F-12 Medium 88,3
Hepes Buffer (1M) 1,8
Gentamicin 0,2

13.1.5 Einfriermedium zur Konservierung der HCC-Zelllinie HepG2

Tabelle 17 Zusammensetzung des Einfriermediums fir die HepG2-Zellen

Menge [%] Chemikalie
70 Zellmedium (s.o0.)
20 FBS
10 DMSO
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